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RESUMO

EFICIENCIA DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS NO CONTROLE
BIOLOGICO DE Acromyrmex heyeri (HYMENOPTERA: FORMICIDAE,
MYRMICINAE)

AUTOR: Mateus Alves Saldanha
ORIENTADOR: Dr. Ervandil Corréa Costa

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de verificar a eficiéncia de isolados de Beauveria
bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium anisopliae como uma alternativa para o
controle de formigas cortadeiras. Em trés artigos foram apresentados estudos que consistiram
na caracterizacdo morfofisioldgica dos isolados de fungos entomopatogénicos utilizados nos
ensaios, avaliacdo da patogenicidade de fungos entomopatogénicos em Acromyrmex heyeri
(Forel, 1899) e a avaliacdo do efeito do inseticida Fipronil sobre o crescimento vegetativo e
esporulacdo de isolados de fungos entomopatogénicos estudados. Os resultados deste estudo
permitem auxiliar com o desenvolvimento de uma alternativa de controle biol6gico para o
manejo de formigas cortadeiras.

Palavras-chave: Acromyrmex. Beauveria bassiana. Cordyceps fumosorosea. Metarhizium
anisopliae.



ABSTRACT

EFFICIENCY OF ENTOMOPATOGENIC FUNGI IN THE
BIOLOGICAL CONTROL OF Acromyrmex heyeri (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE, MYRMICINAE)

AUTHOR: Mateus Alves Saldanha
ADVISOR: Dr. Ervandil Corréa Costa

This study was carried out with the objective of verifying the efficiency of isolates of
Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea and Metarhizium anisopliae as an alternative for
the control of leaf-cutting ants. In three articles, studies were presented that consisted of the
morphophysiological characterization of entomopathogenic fungi isolates used in the assays,
evaluation of the pathogenicity of entomopathogenic fungi in Acromyrmex heyeri (Forel,
1899) and evaluation of the effect of the insecticide Fipronil on the vegetative growth and
sporulation of isolates of entomopathogenic fungi studied. The results of this study allow us
to help with the development of an alternative biological control for the management of leaf-
cutting ants.

Key words: Acromyrmex. Beauveria bassiana. Cordyceps fumosorosea. Metarhizium
anisopliae.
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1 INTRODUCAO GERAL

As formigas dos géneros Atta (sauvas) e Acromyrmex (quenquéns) cortam partes
frescas de vegetais, principalmente folhas, para o cultivo do fungo do qual se alimentam e,
por isso, sdo popularmente conhecidas como formigas cortadeiras (MARICONI, 1970).

Devido ao habito de cortar material vegetal fresco, as formigas cortadeiras sdo
consideradas as pragas mais importantes de plantios florestais, principalmente dos géneros
Pinus, Eucalyptus e Acacia. Elas podem causar a desfolha total, tanto de mudas como de
plantas adultas, entretanto, a idade das plantas pode influenciar a vulnerabilidade e os
prejuizos causados por formigas cortadeiras. Os danos sdo mais severos em plantas jovens,
sendo que na fase inicial do plantio, as perdas por esses insetos podem ser irreversiveis, pela
fragilidade das mudas (DELLA LUCIA, 2011).

O controle de formigas cortadeiras é realizado principalmente pelo uso de iscas
granuladas. Essas iscas compreendem um substrato atrativo em mistura com um principio
ativo sintético, em pellets (BOARETTO; FORTI, 1997). As iscas formicidas sao distribuidas
de forma sistematica ou localizada, antes e apds o plantio. O controle sistematico compreende
a distribuicéo de iscas formicidas em locais equidistantes entre si, de maneira a cobrir toda a
area a ser tratada. Ja o controle localizado, compreende a distribuicdo de iscas somente nos
locais onde forem encontrados ninhos ou plantas atacadas (FILHO et al., 2015).

Alguns métodos alternativos de controle de formigas cortadeiras tém sido
constantemente mencionados, tais como: controle cultural, mecénico, bioldgico, uso de
plantas resistentes ou toxicas e uso de feroménios. No entanto, até 0 momento, o controle
quimico atraves de iscas formicidas é o Gnico com tecnologia disponivel para uso em grande
escala (ARAUJO et al., 2003). Porém, deve-se destacar que o uso de inseticidas quimicos tem
acarretado dificuldades, como a contaminacdo ambiental e o0s riscos potenciais a saude
humana e animal.

A partir deste cenario, tem crescido o interesse cientifico pela busca e implementacéo
de métodos menos agressivos. Os fungos entomopatogénicos sdo microrganismos que se
instalam no corpo de insetos causando sua morte (ALVES, 1998). Esses fungos,
naturalmente, infectam mais de 300 espécies de insetos de diversas Ordens, incluindo
importantes pragas agricolas e florestais (SILVA, 2017). Assim, o controle bioldgico com
entomopatogenos é considerado uma alternativa viavel, segura e compativel com o ambiente

para o controle de insetos-praga (CHAVEZ et al., 2016).
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Estudos bésicos que caracterizam a viruléncia desses fungos sdo importantes para a
selecdo de um novo agente a ser explorado no controle biolégico de varios insetos-praga,
incluindo as formigas cortadeiras. Dessa forma, trabalhos visando a caracterizacdo destes
fungos, bem como a avaliacdo da sua patogenicidade em espécimes de formigas cortadeiras,
em laboratdrio, se fazem necessérios para posteriores estudos objetivando a aplicacdo deste

método de controle em condigdes de campo.

1.1 OBJETIVO GERAL
Verificar a acdo letal de Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium
anisopliae sobre a mortalidade de operarias de Acromymex heyeri, e o efeito do inseticida

Fipronil sobre o crescimento e a esporulacdo desses fungos.

1.1.1 Objetivos Especificos
a) Realizar a caracterizacdo morfofisiologica de isolados de B. bassiana, C. fumosorosea

e M. anisopliae.

b) Avaliar a acdo de B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae sobre Acromyrmex

heyeri, em laboratério, utilizando-se diferentes concentracdes de esporos.

c) Determinar a mortalidade de formigas cortadeiras expostas a diferentes concentragdes

de esporos dos isolados de fungos entomopatogénicos.

d) Estimar as concentracgdes letais medias (CLso e CLoo) para cada isolado fungico.

e) Awvaliar o efeito do inseticida Fipronil sobre o crescimento vegetativo e a esporulacao

de B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae, in vitro.

f) Classificar o inseticida Fipronil quanto a toxicidade sobre os isolados de fungos

entomopatogénicos, in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FORMIGAS CORTADEIRAS

As formigas dos géneros Atta (sauvas) e Acromyrmex (quenquéns) (Formicidae,
Myrmicinae, Attini) sdo popularmente conhecidas como “formigas cortadeiras” (RIBEIRO et
al., 2012; ARAUJO et al., 2015; DIEHL et al., 2017). As salvas caracterizam-se pela
presenca de trés pares de espinhos dorsais, enquanto que as quenquéns apresentam quatro ou
mais pares de espinhos dorsais (TRAVAGLINI et al., 2017).

As formigas cortadeiras estdo presentes na maioria dos habitats, sendo que possuem o
habito de cortar matéria vegetal fresca como folhas, flores e frutos de diferentes espécies de
plantas, que sdo pré-processados em pequenos pedacos e transportados para o formigueiro,
onde sdo utilizados como substrato para o cultivo de fungos. As formigas preferem as partes
mais jovens e macias das plantas, além de folhagens ricas em agua, nitrogénio e fésforo, com
pouca fibra e manganés (RANDO; FORTI, 2005; RODRIGUEZ et al., 2008; MATTE et al.,
2016; DIEHL et al., 2017).

O conjunto fungo-substrato da-se o nome de “jardim de fungo” (DORNELAS et al.,
2016). Esses jardins de fungos estdo localizados em camaras subterraneas no formigueiro, que
sdo constituidos por material vegetal, secrecbes de formigas e biomassa do préprio fungo
(RODRIGUES et al., 2014). O fungo cultivado é um Basidiomiceto e pertence ao género
Leucoagaricus, desenvolvendo-se adequadamente em condicdes de alta umidade e
temperatura entre 20 °C e 30 °C (DELLA LUCIA et al., 2014; ROMER et al., 2017). O fungo
cultivado é essencial para a sobrevivéncia e para a arquitetura da col6nia das formigas
(ZANETTI et al., 2014). Por esse motivo, as formigas desenvolveram diferentes estratégias
gue auxiliam na manutencdo da integridade do fungo, como por exemplo, uma limpeza
meticulosa dos ninhos e dos fragmentos de folhas utilizados como substrato, com o intuito de
remover esporos fldngicos e bactérias; intenso comportamento de auto-grooming
(autolimpeza) e allogrooming (limpeza e lambedura entre diferentes individuos na col6nia); e
secrecdo de substancias antimicrobianas produzidas por suas glandulas metapleurais
(SCHOENIAN etal., 2011; RIBEIRO et al., 2012; DELLA LUCIA et al., 2014).

Os ninhos das formigas cortadeiras sdo formados por um sistema de tdneis e cAmaras
subterraneas, que podem atingir profundidades maiores que sete metros e sdo capazes de
abrigar milhGes de individuos (MEYER et al., 2013). Durante a constru¢do das camaras, as
operarias retiram o solo e depositam-o na superficie, formando um monte de terra solta

(MOREIRA et al., 2007). Além das camaras que sdo utilizadas para o cultivo do fungo,
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existem cadmaras adicionais onde sdo depositadas formigas mortas, fungo exaurido, detritos e
restos organicos que sdo removidos dos jardins de fungos (MOUTINHO et al., 2003;
SOARES et al., 2006).

2.1.1 Importéncia ecoldgica e econdmica das formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras, quando em equilibrio com o ambiente, sdo muito importantes
do ponto de vista ecoldgico, atuando em diversos niveis dentro de um ecossistema, assim
chamadas de “engenheiras do solo”, uma vez que seus ninhos subterrdneos aumentam a
fertilidade e permeabilidade do solo, trazendo beneficios como acimulo de matéria orgéanica,
que acaba por possibilitar o desenvolvimento de determinadas espécies da flora, através da
dispersdo de sementes, sdo capazes de remodelar os cendrios florestais. Existem estudos
relatando que o nivel de nutrientes disponiveis no solo é variavel em funcdo de que as
formigas nidificam as zonas adjacentes ao formigueiro. Além disso, as camaras de residuos
presentes nos ninhos de formigas cortadeiras podem servir como habitat para alguns seres
vivos (MONTOYA-LERMA et al., 2012; BEZERRA, 2018).

Apesar da importancia ecolégica e dos servicos sistémicos que prestam aos
ecossistemas, as formigas cortadeiras constituem uma das principais pragas agricolas e
florestais. Em virtude de sua abundancia e ampla distribui¢do, causam perdas econdmicas ao
desfolharem parcialmente ou totalmente as culturas para alimentar o fungo mutualista que
cultivam. Sdo consideradas herbivoros dominantes, visto que consomem muito mais
vegetacdo do que qualquer outro grupo de animais de diversidade taxondmica comparavel,
realizando tal acdo durante todo o ano. Os prejuizos causados pelas mesmas variam com a
idade da planta e intensidade do ataque, e em certas regides, alguns cultivos podem ser
completamente inviabilizados. Ainda, além do dano direto causado as plantas, os ninhos das
formigas cortadeiras podem reduzir o acesso as plantacBes e também, danificar estradas
(ESTRADA et al., 2013; FARDER-GOMES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

2.1.2 O género Acromyrmex

As formigas cortadeiras sdo divididas em dois géneros: Atta (salvas) e Acromyrmex
(quenguéns). Todas cultivam e se alimentam de um fungo simbionte, utilizando o material
cortado para substrato de criacdo do mesmo (GONCAVES, 1961). Em algumas regides, as
guenquéns sdo consideradas tdo ou mais importantes que as sauvas (DE GASPERI, 1975;
JURUENA, 1980).
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As formigas do género Acromyrmex ocorrem desde o sul dos Estados Unidos, na
latitude 40°N, até a Argentina, na latitude 44°S, abrangendo toda a América tropical e
subtropical, com excecdo apenas do Chile, devido a incapacidade dos organismos de cruzar o
deserto do Atacama e a Cordilheira dos Andes (WEBER, 1966). De acordo com Bolton et al.
(2017), o género Acromyrmex compreende 33 espécies e 29 subespécie reconhecidas
atualmente, dividida com base em caracteristicas morfologicas, em dois subgéneros,
Moellerius e Acromyrmex. O subgénero Acromyrmex apresenta um espinho ou tubérculo
acima de cada olho, denominado espinho supraocular (GONCALVES, 1961). As mandibulas
desse subgénero sdo alongadas e com a borda externa sinuosa em vista frontal, fortemente
curvada em vista lateral (MAYHE-NUNES, 1991).

As quenquéns podem ser reconhecidas por apresentarem de quatro a cinco pares de
espinhos na parte dorsal do tronco, os quais sdo muito reduzidos no pronoto em algumas
espécies, apresentando no tergo | do gaster, varios tubérculos (MAYHE-NUNES, 1991),
exceto para a A. striatus (Roger). Embora os espinhos da cabeca e do térax sejam caracteres
sistematicos importantes, as propor¢des dos mesmos variam de uma colbnia para outra e
mesmo entre individuos de uma mesma col6nia, além de ocorrer, com freqliéncia, assimetria
bilateral da cabeca (DIEHL-FLEIG, 1995).

O género Acromyrmex foi revisado para o territorio brasileiro, tendo sido elaboradas
chaves dicotdmicas para a determinacdo das espécies desse género (Gongalves, 1961). Essas
chaves sdo ainda utilizadas, além daquelas elaboradas por Andrade (1991) e Mayhé-Nunes
(1991). No Brasil, de acordo com Gongalves (1961), Fowler et al. (1986) e Fowler (1988),
ocorrem 21 espécies e 11 subespécies do género Acromyrmex, podendo ser 20 0 nimero de
espécies e 9 o de subespécies aceitas como Acromyrmex (DELLA LUCIA et al., 1993).

Dentre as espécies de formigas quenquéns que se destacam pela sua frequéncia e
danos causados, esta referida a espécie Acromyrmex heyeri (Forel, 1899), conhecida por
formiga vermelha do monte, caracterizada pela coloracdo castanha ou amarela das operarias, a
cabeca possui lobos arredondados semi-brilhantes, assim como o gaster (COSTA, 1958;
JURUENA, 1980). Os ninhos sdo cobertos com terra ou apenas com palha (JURUENA,
1980).

2.1.3 Controle de formigas cortadeiras
O controle de formigas cortadeiras pode ser realizado por métodos bioldgicos,
culturais, mecanicos e quimicos (BOARETTO; FORTI, 1997).
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O controle biolégico pode ser definidko como o uso racional de predadores,
parasitoides e patogenos para regular a densidade populacional de pragas, evitando que as
mesmas atinjam niveis capazes de provocar dano econémico. A resisténcia do ambiente é
responsavel pela mortalidade de 99,95% das rainhas de formigas cortadeiras, antes mesmo
que tenham fundado seus ninhos. O controle biolégico natural, com a utilizacdo de
predadores, parasitoides e microrganismos patogénicos, sem duvida é importante fator de
regulacdo das populacdes destes insetos. As aves silvestres e domeésticas, principalmente as
espeécies insetivoras e onivoras, sao importantes elementos dentre os inimigos naturais. Os
predadores, parasitoides e patdogenos sdo chamados de “inimigos naturais” e¢ diminuem a
densidade populacional e o potencial de reproducdo de espécies daninhas, reduzindo, por
conseguinte, os danos que estas causam aos cultivos. Os parasitoides Sa0 organismos cujos
estagios imaturos se desenvolvem as expensas de um hospedeiro, causando a morte do mesmo
ou fazendo com que este seja incapaz de gerar progénie. Dentre os artropodos, destacam-se
como predadores de formigas cortadeiras as aranhas, os &caros, varias espécies de formigas
predadoras e coledpteros. Destes, merecem atencdo as espécies Canthon virens e Canthon
dives (Coleoptera: Scarabaeidae), por se tratarem de predadores especificos de rainhas de
salvas (SIMONATO et al., 2014; CRUZ et al., 2011; ROSSI, 2012; LEON, 2005;
BOARETTO, FORTI, 1997).

O preparo do solo, como aragdo e gradacdo, pode ser utilizado como um método de
controle cultural para eliminar ninhos de formigas cortadeiras. Outro exemplo de controle
com esse metodo € a utilizacdo de plantas atraentes proximo as culturas, as quais servem de
alimento alternativo para as formigas ou funcionam como ‘“armadilhas”, evitando que as
mesmas ataquem as plantagdes (MIRANDA; ARAUJO, 2003; FILHO et al., 2011; FILHO et
al.,2013).

O controle mecanico é, geralmente, pouco utilizado (MORESSI et al., 2007). Um
exemplo é a remocdo mecanica dos ninhos por meio de pas. Durante esse procedimento, cria-
se uma crise interna na col6nia, podendo ocasionar a morte da rainha e de parte da cria ou, até
mesmo, tornando o ninho mais susceptivel a predadores ou enfermidades (MONTOYA-
CORREA et al., 2007). Outro exemplo de aplicacdo desse método de controle, que é muito
utilizado em espécies arboreas, ¢ a utilizacdo de barreiras fisicas, como cones plasticos
invertidos, gel adesivo ou tiras de plastico cobertas com graxa que sdo fixadas nos troncos das
plantas e impedem que as formigas cortadeiras tenham acesso a parte aérea, onde se localizam
as folhas, flores e frutos (NAVA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2013).
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Métodos quimicos para controle de formigas cortadeiras sdo os mais frequentemente
utilizados, sendo o produto quimico téxico aplicado diretamente nos ninhos, nas formulacGes
po, liquida ou liquidos nebulizaveis, ou apresentado na forma de iscas granuladas, aplicadas
nas proximidades das col6nias (BOARETTO, FORTI, 1997).

As iscas tdxicas sdo amplamente utilizadas devido ao baixo custo e a facilidade de
aplicacdo (FILHO et al., 2007). Consistem em um substrato atrativo, geralmente polpa citrica
desidratada, impregnada com inseticida (PERRI et al., 2017). O inseticida adequado deve
possuir acdo retardada, ser letal em baixa concentracdo e atuar por ingestdo (FORTI et al.,
2003). A termonebulizacdo € um processo indicado para grandes areas, sendo realizado por
meio de aparelhos apropriados, denominados termonebulizadores (CRUZ et al., 1984). Esse
método consiste na atomizacdo de um formicida, veiculado em querosene, 6leo diesel ou 6leo
mineral, por meio do calor, resultando em uma fumaca tdxica, que é aplicada dentro do
formigueiro. Na maioria das vezes, até a saturagdo do mesmo, ou seja, até a fumaca aplicada
em uma das aberturas do formigueiro sair pelas demais (SILVA et al., 2008; BUENO, 2013).

2.2 CONTROLE BIOLOGICO DE PRAGAS COM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Os fungos entomopatogénicos sdo capazes de regular, naturalmente, as populagdes de
insetos (DIAZ et al., 2006). Estima-se que cerca de 80 % das enfermidades que acometem o0s
insetos tém como agente causal os fungos (BADII; ABREU, 2006). Os fungos
entomopatogénicos foram os primeiros agentes bioldgicos a serem utilizados no controle de
pragas (DELGADO; MURCIA-ORDONEZ, 2011).

Louis Pasteur e Agostino Bassi foram uns dos primeiros cientistas a reconhecerem o
potencial da utilizacdo de microrganismos para controlar insetos-praga e, em meados da
década de 1870, essa nocao de controle microbiano foi expressa por varios entomologistas
proeminentes. Foi Eli Metchnikoff quem demonstrou na pratica que um fungo
entomopatogénico podeiria infectar um inseto-praga no solo e aplicou o fungo para o controle
de insetos (TANADA; KAYA, 1993).

Os fungos entomopatogénicos possuem um amplo espectro de acgdo, podendo
colonizar diversas espécies de moscas, gafanhotos, afideos, lagartas, besouros, entre outros,
sendo utilizados como agentes no controle bioldgico de espécies de insetos considerados
economicamente importantes, sendo que o solo constitui o seu principal reservatério
(VELASQUEZ et al., 2007; VALICENTE, 2009; SCHAPOVALOFF et al., 2015).

Metarhizium, Beauveria, Cordyceps, Paecilomyces, Aspergillus, Verticillium e

Aschersonia estdo entre os principais géneros de fungos entomopatogénicos e atuam como um
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mecanismo regulador das populages de insetos nos ecossistemas (MONZON, 2001;
CASTILLO et al.,, 2012). Dentre esses, destacam-se Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana. S8o duas espécies fungicas entomopatogénicas mais estudadas e que tém
demonstrado um grande potencial como agentes de controle microbiano, sendo amplamente
utilizadas no controle de pragas em diversas culturas como café, cana-de-aglcar, banana,
erva-mate, entre outras (MOINO JR. et al., 2002; POTRICH et al., 2009).

Beauveria bassiana Balls. (Vuill.) foi descoberta por Agostino Bassi em 1835 e é uma
espécie cosmopolita que habita naturalmente o solo (XIAO et al., 2012; MASCARIN;
JARONSKI, 2016). E conhecida por causar a “muscardine branca” nos insetos (PAULI et al.,
2011). Possui uma variedade de hospedeiros, que inclui espécies de insetos vetores, pragas
agricolas e insetos invasores pertencentes as ordens Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e
Hemiptera (GHIKAS et al., 2010; PEDRINI et al., 2013; HUANES-CARRANZA;
WILSONKRUGG, 2016). E um dos fungos mais utilizados em programas de controle de
pragas, em virtude da sua eficiéncia e facil multiplicagdo.

Nos Estados Unidos, B. bassiana tem sido utilizada no controle de adultos de
Plectrodera scalator, atingindo taxas de mortalidade acima de 60 % (LEITE et al., 2011). Na
China, estima-se que cerca de um milhdo de hectares sejam tratados por ano com B. bassiana,
com o intuito de controlar insetos, entre eles a lagarta Dendrolimus punctatus (BARBOZA et
al., 2011; XIAO et al., 2012). Ap6s a sua liberacdo, B. bassiana pode persistir no solo por
periodos de tempo que variam de 15 dias a um ano (LEITE et al., 2011). O micélio e o0s
conidios de B. bassiana cobrem o corpo ou o0s espacos articulares dos insetos atacados com
uma capa de coloragéo esbranquicada (CASTILLO et al., 2012).

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin é patogénico para mais de 204 espécies de
insetos, pertencentes as ordens Orthoptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera, entre
outras, provocando o que se conhece como “muscardine verde” nos insetos. Esse fungo se
encontra amplamente distribuido pelo mundo e foi isolado por Metchnikoff em 1879 do
besouro Anisoplia austriaca. Foram descritas duas variedades, M. anisopliae var. anisopliae e
M. anisopliae var. majus, que se diferenciam uma da outra pelo tamanho de seus conidios
(GUERRERO et al., 2000; GUTIERREZ; SALDARRIAGA, 2004; BAUTISTA-GALVEZ;
GONZALEZ-CORTES, 2005; DAMIN et al., 2011). No Brasil, M. anisopliae tem sido
estudado sobre varias pragas, dentre as quais, a Mahanarva posticata (cigarrinha-da-cana),
Diatraea saccharalis (broca-da-cana), Hypothenemus hampei (broca-do-café), Nezara

viridula (percevejo-verde da soja), entre outras (DAMIN et al., 2011).
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O processo de penetragdo do fungo no tegumento do inseto, colonizagéo, infeccéo
generalizada e morte do hospedeiro ocorre, geralmente, entre trés a dez dias apds o contato
(MELO et al., 2007). Os hospedeiros acometidos por este fungo tornam-se mumificados e
apresentam-se cobertos por uma camada pulverulenta formada pela aglomeracéo de conidios,
podendo apresentar colora¢Ges variadas, desde verde claro a verde escuro, acinzentados ou,
até mesmo, esbranquicados com pontos verdes (ALVES, 1998; ALBUQUERQUE et al.,
2005; OTTATI-DE-LIMA, 2007).

2.2.2 Vantagens e limitacGes da utilizagdo de fungos entomopatogénicos no controle
bioldgico de insetos-praga

Entre as principais vantagens do controle bioldgico de insetos-praga com fungos
entomopatogénicos, pode-se citar o fato de que, geralmente, estes entomopatdgenos sdo
bastante especificos, ndo afetando os seres humanos, podendo ser facilmente cultivados em
massa (HANSON; HILJE, 1993). Outras vantagens incluem o fato de que, ao contrario de
outros micro-organismos como as bactérias e os virus, os fungos entomopatogénicos nédo
necessitam ser ingeridos para serem eficazes. Além disso, atuam sobre uma gama de
organismos, sendo capazes, também, de infectar os hospedeiros em diferentes estagios de seu
desenvolvimento, tais como ovos, larvas, pupas e adultos, causam baixo impacto sobre o
ambiente e sobre a fauna benéfica, possuem grande variabilidade genética e apresentam alta
capacidade para evitar que os hospedeiros desenvolvam resisténcia. Ademais, a forma de
reproducdo dos fungos entomopatogénicos confere maior persisténcia ao longo do tempo,
visto que o inseto morto se converte em uma nova fonte de indculo (FRANCE et al., 2000;
QUESADA-MORAGA et al., 2006; MELO et al., 2007; DELGADO; MURCIA-ORDONEZ,
2011; BHAN et al., 2013; GUTIERREZ et al., 2017).

As principais limitacbes do controle bioldégico com fungos entomopatogénicos
incluem a falta de conhecimento sobre os principios do método, pessoal qualificado e apoio
econdmico (GUEDEZ et al., 2008). Outras limitagdes estdo relacionadas ao fato de que os
fungos, usualmente, sdo patdgenos de acdo lenta, além disso, sua capacidade de infectar um
inseto-alvo é influenciada por fatores bidticos e abioticos (CARRILLO-RAYAS; BLANCO-
LABRA, 2009; ECKARD et al., 2017). Fatores como o comportamento, as condigdes
fisioldgicas e a idade do hospedeiro, além de altas temperaturas, baixa umidade e a radiacédo
UV, podem comprometer o crescimento e desenvolvimento do fungo sobre o hospedeiro
(MARANHAO; MARANHAO, 2009; BOTERO et al., 2009; YANEZ; FRANCE, 2010).
Entre os fatores abioticos, a radiagdo UV € uma das mais importantes, pois pode provocar
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danos letais ao DNA e mutacdes, causando atraso na germinacdo ou a inativacdo dos
conidios, reduzindo desse modo, a atividade bioinseticida (OTTATI-DE-LIMA et al., 2010;
ZORZETTI et al., 2014). Ainda, podemos considerar o fato de que os fungos
entomopatogénicos sdo generalistas, ou seja, ndao ha seletividade entre os insetos-praga e

insetos benéficos.

2.3 MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS

O termo Manejo Integrado de Pragas (MIP) surgiu em meados dos anos 1960 e surgiu
como uma reacdo dos pesquisadores ao uso excessivo de inseticidas no combate as pragas
(BORIJA, 2003; GONZAGA et al., 2009). Pode ser definido como “um processo baseado em
decisbes envolvendo o uso coordenado de multiplas taticas para o controle de todas as classes
de pragas (insetos, patdgenos, ervas daninhas e vertebrados) de uma maneira ecologicamente
e economicamente segura” (EHLER, 2006). Além do aspecto ecologico e economico, no MIP
h& que se considerar o aspecto socioldgico, ou seja, toda e qualquer medida a ser adotada
deve-se buscar o bem-estar da sociedade, uma vez que esta ird consumir os produtos agricolas
produzidos (CARVALHO; BARCELLOS, 2012).

Na prética, o MIP consiste em ter o dominio de alguns conhecimentos bésicos sobre a
correta identificacdo e o comportamento das pragas, da sua dindmica populacional, da sua
ecologia, da flutuagdo estacional e mortalidade natural (efeito do clima e dos inimigos
naturais), entre outros, sendo o monitoramento da praga-alvo o ponto inicial para a escolha do
método de controle mais adequado (SALVADORI; PEREIRA, 2006). O MIP representa um
avanco significativo, pois seu principal objetivo € a utilizagdo minima de agroquimicos,
contribuindo para amenizar os problemas de contaminacdo ambiental e para diminuir as taxas
de residuos no produto final, melhorando, desse modo, a qualidade de vida tanto dos
produtores quanto dos consumidores (LAURENTIS, 2017).

2.4 FIPRONIL

O Fipronil é um inseticida do grupo quimico fenil pirazol (BRITTO et al., 2016). Foi o
primeiro inseticida fenil pirazol a ser introduzido no controle de pragas (IKEDA et al., 2004).
E considerado extremamente toxico para os insetos (SIMAS et al., 2001). Atua no sistema
nervoso central dos insetos, mais especificamente nos receptores do é&cido gama-
aminobutirico (GABA) associados a canais de cloreto, blogueando a passagem de ions
cloreto. Eliminando, desse modo, a inibicdo normal dos impulsos nervosos, provocando um

aumento da atividade neural e, por conseguinte, a paralisia e morte do organismo (TOFOLO



24

et al., 2015; CHAGURI, 2016). E conhecido em mais de 70 paises, sendo empregado no
controle de pragas em mais de 100 culturas (OKUMURA, 2009). No Brasil, o inicio de sua
utilizacdo foi registrado no ano 2000 em plantacbes na regido Nordeste e, atualmente, vem
sendo utilizado no controle de cupins, besouros, formigas cortadeiras, lagartas e broca, nas
culturas de algoddo, batata, milho, soja, entre outras. O Fipronil é utilizado, ainda, como
antiparasitario em animais domésticos, com o intuito de se controlar pulgas e carrapatos
(SILVA et al., 2012). Nos Estados Unidos, esta registrado para varios usos como o controle
de pulgas, carrapatos, cupins, formigas, entre outros (GROSMAN et al., 2002). No entanto, o
Fipronil pode causar efeitos tdxicos indesejaveis para espécies ndo-alvo como peixes e
invertebrados aquaticos, assim como para 0 meio ambiente, podendo contaminar o solo e
fontes de agua (UDO, 2012; FRATTI; TORRES, 2014).
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3. DESENVOLVIMENTO

ARTIGO 1:

3.1CARACTERIZAC;AO MORFOFISIOLOGICA DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS
Artigo aceito na revista Acta Bioldgica Catarinense.

Caracterizacao morfofisiolégica de fungos entomopatogénicos

Morphophysiological characterization of entomopathogenic fungi

Mateus Alves SALDANHAL 2, Ervandil Corréa COSTA!, Marlove Fatima Brido
MUNIZ!, Alexsandra Cezimbra QUEVEDO? & Janaina Silva SARZI*

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizacdo morfofisiolégica de isolados de Beauveria
bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium anisopliae, em diferentes meios de cultura. Para
tanto, foram utilizados quatro isolados de fungos entomopatogénicos e avaliados o crescimento
micelial, a esporulacéo, coloragédo e caracterizagdo dimensional dos conidios em quatro meios de
cultura. O isolado de B. bassiana apresentou maior crescimento micelial e esporulacdo no meio
V8CaCOs; o0 micélio aéreo se apresentou de cor branca em todos os meios. O isolado de C.
fumosorosea apresentou maior crescimento micelial no meio de cultura completo e maior esporulagéo
no meio BDA; o micélio aéreo variou de vermelho-claro a branco. Em relacdo aos isolados de M.
anisopliae, o maior crescimento micelial ocorreu no meio V8CaCOs e as maiores producdes de
esporos no meio de cultura BDA e completo; a coloracdo do micélio aéreo variou entre branco e tons
de amarelo e verde. Os maiores valores de IVCM foram observados quando utilizado o meio
V8CaCOs, e 0s menores, 0 meio agar-agua. Verifica-se que 0os meios de cultura influenciam nas
caracteristicas morfofisiolégicas dos isolados de fungos entomopatogénicos. Considerando a
viabilidade econémica, o meio de cultura BDA é o mais recomendado para a producdo massal de
fungos entomopatogénicos.

Palavras-chave - Beauveria bassiana. Controle biolégico. Cordyceps fumosorosea. Metarhizium
anisopliae.

ABSTRACT

The objective of the present work was to carry out the morphophysiological characterization of
Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea and Metarhizium anisopliae isolates in different culture
media. Therefore, four isolates of entomopathogenic fungi were used and the mycelial growth,
sporulation, color and dimensional characterization of conidia were evaluated in four culture media.
The B. bassiana isolate showed greater mycelial growth and sporulation in V8CaCO3 medium; aerial
mycelium was white in all media. The isolate of C. fumosorosea showed greater mycelial growth in the
complete culture medium and greater sporulation in PDA medium; aerial mycelium ranged from light
red to white. Regarding M. anisopliae isolates, the greatest mycelial growth occurred in V8CaCO3
medium and the highest spore production in PDA and complete culture medium; the aerial mycelium

1 Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Departamento de Defesa
Fitossanitaria. Av. Roraima, n° 1000, Cidade Universitaria, Bairro Camobi — CEP 97105-900, Santa
Maria, RS, Brasil.

2 Autor para correspondéncia: mtsmateusalves@gmail.com.
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color varied between white and shades of yellow and green. The highest values of IVCM were
observed when the medium V8CaCO3 was used, and the lowest, the agar-water medium. It is verified
that the culture media influence the morphophysiological characteristics of the entomopathogenic
fungi isolates. Considering its economic viability, the PDA culture medium is the most recommended
for mass production of entomopathogenic fungi.

Key words - Beauveria bassiana. Biological control. Cordyceps fumosorosea. Metarhizium anisopliae.

INTRODUCAO

O setor florestal brasileiro esta em constante mudancga no que diz respeito ao
manejo adequado de florestas, dado que nas ultimas décadas, é notavel sua
importancia econdmica para o pais. No Brasil, as florestas plantadas ocupam 7,83
milnbes de hectares e sdo responsaveis por mais de 90% de toda a madeira
utilizada para fins produtivos, contribuindo significativamente para a conservacao da
biodiversidade, recuperacdo de areas degradadas, regulacdo dos recursos hidricos
e geracéo de energia renovavel (IBA, 2019).

Com o constante aumento de areas com plantios homogéneos, utilizando-se
de espécies exodticas de rapido crescimento, houve também um acréscimo
significativo de problemas fitossanitarios, especialmente relacionados a insetos-
praga. Como método de controle, tem-se feito uso de produtos quimicos (ORTIZ et
al., 2017), porém, tal alternativa tem apresentado grandes problemas, em virtude da
contaminagcdo ambiental, baixa especificidade, possibilidade de ressurgéncia da
praga, selecdo de insetos resistentes e dos riscos potenciais a saude humana e
animal (BARBOSA et al., 2015).

Dessa maneira, tem-se observado expressivo crescimento no incentivo em
pesquisas € no uso de produtos que causem menores impactos ambientais,
aumentando o consumo de produtos biolégico (FONTES et al., 2020). O controle
biolégico é definido como o uso de técnicas baseadas no controle, utilizando
inimigos naturais (ESCOBAR-RAMIREZ et al., 2019). No Brasil, segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), o uso de produtos
biolégicos aumentou mais de 70% no ano de 2018, deixando o pais entre 0s
primeiros no uso de controles bioldgicos do mundo (MAPA, 2020).

Com menor impacto ambiental, o controle biolégico visa manter o
agroecossistema mais proximo possivel de um equilibrio biolégico, onde a
densidade populacional da praga mantém-se abaixo do nivel de dano econ6émico
(ZANUNCIO et al., 2018). Entre os microrganismos que causam doengas aos

insetos, os fungos entomopatogénicos sdo 0s mais importantes sendo responsaveis
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por cerca de 80% das enfermidades, sendo considerados ferramentas importantes
no Manejo Integrado de Pragas (MIP) (LOPES et al., 2018; VALADARES-INGLIS et
al., 2020). Assim, o controle biol6gico com entomopatdégenos € considerado uma
alternativa viavel, segura e compativel com o ambiente para o controle de insetos-
praga (CHAVEZ et al., 2016).

Os fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) e
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Hypocreales: Clavicipitaceae) sdo espécies
importantes de fungos entomopatogénicos no controle de pragas em ambientes
florestais, sendo base de diversos produtos comerciais. JA& o fungo Cordyceps
fumosorosea (Wize) (Hypocreales: Cordycipitaceae) ainda se apresenta em fase
inicial de estudos como estratégia de controle de insetos-praga. Para tanto, sédo
necessarias pesquisas objetivando a caracterizagdo morfofisiolégica destas
espécies de fungos entomopatogénicos em diferentes meios de cultura, visto que
ainda sdo poucos os trabalhos desenvolvidos nesta area, e 0s mesmos sao de suma
importancia, pois, conforme Nozaki et al. (2004), alguns meios de cultura sdo mais
favoraveis para crescimento e esporulacdo do que outros, por apresentarem
carboidratos complexos que sdo adequados para a producao de hifas vegetativas ou
esporos. Outro fator a se considerar sdo os custos de producdo dos meios de
cultura, tendo em vista que, visando a producdo em larga escala de fungos
entomopatogénicos para o controle biolégico de insetos-praga, deve-se considerar a
viabilidade econdmica, ou seja, utilizar um meio de cultura de baixo custo e que
garanta um bom desenvolvimento das caracteristicas morfolégicas dos isolados.

A producdo de fungos entomopatogénicos representa uma etapa critica e
limitante no desenvolvimento de um programa de controle microbiano para um
determinado inseto-praga (Sene et al., 2010), sendo que o estudo de metodologias
de producdo € indispensavel para tornar o controle biolégico de pragas
economicamente viavel para ser aplicado em grandes areas. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi realizar a caracterizacdo morfofisiolégica de isolados de
Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium anisopliae, em

diferentes meios de cultura.

MATERIAL E METODOS
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O presente estudo foi realizado no Laboratério de Fitopatologia “Dr? Elocy
Minussi”, pertencente ao Departamento de Defesa Fitossanitaria, Centro de Ciéncias

Rurais da Universidade Federal de Santa Maria.

Repicagem dos isolados de fungos entomopatogénicos

Foram utilizados quatro isolados de fungos entomopatogénicos, sendo um de
Beauveria bassiana (IBCB 632), um de Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) e dois
de Metarhizium anisopliae (IBCB 348 e IBCB 425), os quais foram obtidos junto ao
Instituto Bioldgico de Sao Paulo, Colegdao de Fungos Entomopatogénicos “Oldemar
Cardin Abreu”.

Para a repicagem dos isolados, foram utilizadas placas de Petri esterilizadas,
contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar), onde foi repicado no centro
de cada placa uma pequena quantidade de estruturas do fungo. Apés a inoculacéo,
as placas foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D. a 25 + 2 °C e em
regime de luz alternado com fotoperiodo de 12 horas, durante um periodo de 7 dias
para crescimento e esporulacao dos fungos.

Para a caracterizacdo morfofisiologica dos isolados de fungos
entomopatogénicos, foram testados quatro meios de cultura, sendo eles: agar-agua
(AA), suco de vegetais (V8CaCOs3-200 mL de suco de vegetais; 16 g de agar; 3,2 g
de CaCOs e 800 mL de &gua destilada), batata-dextrose-agar (BDA — 39 g de
produto comercial e 1000 mL de agua) e meio completo (MC- 0,36 g de KH2POgy;
1,05 g de NazHPO47H20; 0,60 g de MgS047H20; 1,00 g de KCI; 10,00 g de glucose;
1,58 g de NaNOs; 5,00 g de extrato de levedura; 20, 00 g de agar e 1000 mL de
agua destilada) (RODRIGUES et al., 2016).

Decorridos os sete dias de crescimento micelial nas placas de Petri contendo
os isolados, foram preparadas suspensdes de esporos. Para isso, adicionou-se 10
mL de agua destilada estéril na placa de Petri e, com o auxilio de alca de Drigalski
foi realizada a raspagem do micélio fungico na superficie do meio, sendo a
suspensao filtrada em uma dupla camada de gaze para um béquer e adicionado
espalhante adesivo a 0,01% (Tween 40) para realizar a contagem dos esporos em
camara de Neubauer. Apds a contagem de esporos a suspensdo foi calibrada para
uma concentracdo de 1 x 10° esporos por mL.

Com auxilio de um pipetador, foi transferida uma gota de 10 yL da suspensao

de esporos no centro de cada placa de Petri, contendo os meios de cultura descritos
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anteriormente. Posteriormente, as placas foram incubadas em camaras do tipo
B.O.D. em regime de temperatura e luz controlados (25 + 2°C e fotoperiodo de 12

horas).

Avaliacdo do crescimento micelial e esporulacdo dos isolados de fungos
entomopatogénicos

A avaliacdo do crescimento micelial constituiu na medi¢do, a cada 24 horas,
do diametro da colénia em sentidos diametralmente opostos, com auxilio de
paquimetro digital, por um periodo de 15 dias. A partir desses dados, calculou-se o
indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) para cada isolado em cada
meio de cultura, a partir da formula de Maguire (1962): IVCM = ) ((D — Da)/N), em
que: IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial; D = didmetro médio atual
da col6nia; Da = diametro médio da coldnia do dia anterior; N = nUmero de dias apos
a incubacao.

Para a avaliacdo da esporulagéo, foram adicionados 10 mL de 4gua destilada
esterilizada em cada placa de Petri, sendo, em seguida, realizada a raspagem da
colénia com auxilio de alca de Drigalski para que houvesse a liberacdo dos esporos.
A suspensdao foi pipetada e filtrada em uma dupla camada de gaze para retencéo
dos fragmentos miceliais e meio de cultura. A contagem dos esporos foi realizada
em camara de Neubauer, com auxilio de microscépio 6ptico, com aumento de 40

vezes.

Caracterizacdo dimensional dos conidios e coloracdo das colénias dos
isolados de fungos entomopatogénicos

Para a caracterizacao dimensional dos conidios, foram preparadas laminas de
microscopia, contendo uma pequena quantidade de esporos dos isolados e corante.
A largura e o comprimento de 10 conidios por tratamento foram medidos com
microscopio Optico, contendo um micrometro acoplado, em um aumento de 40
vezes. Ja a determinacdo da coloracdo das coldnias foi visual, com auxilio de Carta
de Munsell (MUNSELL, 2009), sendo observado a coloragdo na parte superior e

inferior e 0 aspecto da colbnia.

Analise estatistica
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Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes. Para os isolados de Metarhizium anisopliae, foi
utilizado um bifatorial, composto de dois fatores: quatro meios de cultura x dois
isolados. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias
ao teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software SISVAR versdo 5.6.86
(FERREIRA, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com relacéo ao isolado de Beauveria bassiana (IBCB 632), verificou-se que o
maior crescimento micelial ocorreu no meio de cultura V8CaCO3 (63,35 mm),
seguido dos meios completo (52,02 mm), BDA (46,11 mm) e agar-agua (37,08 mm),
havendo diferencas estatisticas no crescimento micelial em relacdo ao meio de

cultura (Tabela 1).

Tabela 1 - Crescimento micelial (mm), indice de velocidade de crescimento micelial
(mm/dia) e esporulagéo (esporos/mL) de Beauveria bassiana em diferentes meios

de cultura, aos 15 dias de incubacéao*.

Meio de Crescimento micelial IVCM Esporulacao
cultura (mm) (mm/dia) (esporos/mL)
AA 37,08 ¢ 0,58c 4,43 x 10%c
BDA 46,11 b 0,97 b 3,56 x 10 b
MC 52,03 b 0,98 b 3,54 x 10%b
V8CaCOs 63,35 a 1,09 a 5,86 x 10° a
Média geral 49,64 0,91 3,25 x 10°
CV (%) 6,6 4,98 18,91

*Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de variagdo; AA = agar-agua; BDA

batata-dextrose-agar; V8CaCOs = suco de vegetais; MC = meio completo; IVCM

indice de velocidade de crescimento micelial.

Ao analisar os valores de IVCM, contatou-se que o maior valor foi encontrado
no meio V8CaCOs (1,09 mm/dia). N&o foram encontradas diferencas significativas
entre os meios BDA e completo, com valores de 0,97 e 0,98 mm/dia,
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respectivamente. Diferindo estatisticamente dos demais, o menor valor foi
encontrado no meio agar-agua, 0,58 mm/dia (Tabela 1).

Rodrigues et al. (2016) observaram, apés 10 dias de crescimento em meio de
cultura BDA, que B. bassiana teve variagdo de 15,47 mm a 32,96 mm no diametro
das colbnias. Ja4 Garcia et al. (2011), verificaram, ap6s 10 dias de incubacdo em
meio de cultura BDA, que o crescimento das colbnias de B. bassiana foi de 20 mm,
afirmando que os isolados apresentaram um crescimento lento e circular. Martins
(2014) encontrou, apés sete dias de incubacdo de isolados de B. bassiana,
diametros médios entre 18 e 26 mm. Estes resultados corroboram com o presente
estudo, visto que, em meio de cultura BDA, a média de crescimento micelial de B.
bassiana aos dez dias de incubacéo foi de 30 mm.

Ainda analisando os resultados da Tabela 1, verificou-se que a respeito da
esporulacdo, o isolado apresentou variabilidade na producdo de esporos nos
diferentes meios de cultura. O meio V8CaCOz3 obteve maior esporulacéo (5,86 x 108
esporos/mL), ndo houve diferencas significativas entre os meios BDA e completo,
sendo encontrados 3,56 x 10%e 3,54 x 108 esporos/mL, respectivamente. No meio de
cultura &gar-agua, o isolado apresentou o menor valor de esporulacéo (4,43 x 104
esporos/mL), diferindo estatisticamente dos demais meios de cultura testados.
Rodrigues et al. (2016) observaram que os valores encontrados variaram entre 2890
x 10% conidios/mL e 13910 x 10% conidios/mL para isolados de B. bassiana. Martins
(2014), caracterizando isolados de B. bassiana, encontrou valores entre 0,2 a 26,2 x
108 conidios/colénia. Fomentini et al. (2015) encontraram valores entre 2,2 e 3,2 cm
para o didmetro da coldnia e producdo de 0,1 a 13 x 107 conidios/col6nia.
Observando esses resultados, é possivel verificar que ha variacdo na esporulagéo
dos isolados, onde os valores de esporulacdo foram maiores em relagcdo aos
resultados obtidos no presente estudo.

Em relagéo ao isolado de Cordyceps fumosorosea (IBCB 130), verificou-se
que o maior crescimento micelial se deu no meio de cultura completo (67,94 mm),
seguido do meio V8CaCOs e BDA, com meédias de crescimento de 67,43 mm e
63,34 mm, respectivamente. Diferindo estatisticamente dos demais, no meio agar-

agua ocorreu 0 menor crescimento micelial, com média de 48,30 mm (Tabela 2).
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Tabela 2 - Crescimento micelial (mm), indice de velocidade de crescimento micelial
(mm/dia) e esporulacdo (esporos/mL) de Cordyceps fumosorosea em diferentes

meios de cultura, aos 15 dias de incubacéo”.

Meio de Crescimento micelial IVCM Esporulacao
cultura (mm) (mm/dia) (esporos/mL)
AA 48,30 b 0,62 b 6,14 x 10* b
BDA 63,34 ab 1,07 a 8,05 x 10° a
MC 67,94 a 1,15a 2,39 x 10° ab
V8CaCOs 67,34 a 1,21 a 6,81 x 10° a
Média geral 61,73 1,01 4,33 x 106
CV (%) 14,22 10,53 17,03

*Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de variacdo; AA = &gar-agua; BDA

batata-dextrose-agar; V8CaCOs = suco de vegetais; MC = meio completo; IVCM

indice de velocidade de crescimento micelial.

O isolado de C. fumosorosea apresentou maior [IVCM no meio V8CaCOs (1,21
mm/dia), porém, néo diferiu estatisticamente dos meios BDA e completo, com 1,07 e
1,15 mm/dia, respectivamente, j& o menor valor foi encontrado no meio agar-agua,
com 0,62 mm/dia (Tabela 2).

Ainda analisando os resultados da Tabela 2, verificou-se que a maior
esporulacdo de C. fumosorosea ocorreu no meio BDA (8,05 x 10° esporos/mL),
seguido pelo meio V8CaCOs e completo (6,81 x 10° e 2,39 x 108 esporos/mL,
respectivamente). A menor producdo de esporos se deu no meio agar-agua, com
6,14 x 10* esporos/mL.

Verificando o crescimento micelial e esporulacdo de diferentes espécies de
Cordyceps em meio de cultura SAB (Sabouraud-Agar-Peptona), Lopes et al. (2021)
encontraram para C. fumosorosea (isolado ESALQ 1296), aos 12 dias de incubacao,
média de crescimento de 44,40 mm e esporulacdo média de 2,82 x 10° esporos/mL.
Mesmo utilizando o meio de cultura SAB, este estudo corrobora com os resultados
do presente trabalho, quando comparado com os valores de média geral de
crescimento e esporulacdo aos 12 dias de incubacdo (49,38 mm e 3,46 x 10°
esporos/mL).
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Em relacdo aos quatro meios de cultura testados, o diametro das col6nias de
Metarhizium anisopliae variou entre 14,73 mm (IBCB 425) e 69,47 mm (IBCB 348),
apresentando valor médio de 48,41 mm (Tabela 3). Com rela¢do ao isolado IBCB
348, o maior crescimento da colonia se deu no meio de cultura V8CaCO3 (69,47
mm), seguido dos meios BDA (49,00 mm), completo (46,75 mm) e agar-agua (34,91
mm), havendo diferencas estatisticas no crescimento micelial em relacdo ao meio de
cultura. J& para o isolado IBCB 425, ndo foram encontradas diferengas significativas
entre os meios V8CaCOs e completo, com 60,11 mm e 59,83 mm, respectivamente,
0 meio agar-agua apresentou menor média de crescimento micelial (14,73 mm),
diferindo estatisticamente dos demais. Em todos os meios de cultura testados,
verificaram-se diferengas significativas em relagcdo ao crescimento micelial entre os

isolados (Tabela 3).

Tabela 3 - Crescimento micelial (mm), indice de velocidade de crescimento micelial
(mm/dia) e esporulacdo (esporos/mL) de Metarhizium anisopliae em diferentes

meios de cultura, aos 15 dias de incubacéao*.

Isolado AA BDA MC V8CaCOs; Média geral CV (%)
Crescimento micelial (mm)
IBCB 348 34,91Ca* 49,00 Bb 46,75 Bb 69,47 Aa
48,41 4,14
IBCB 425 14,73 Cb 52,46 Ba 59,83 Aa 60,11 Ab
indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia)
IBCB 348 0,49 Ca 1,01 Aa 0,91 Ba 1,04 Aa
0,76 5,15
IBCB 425 0,21 Cb 0,74 Bb 0,82 Bb 0,90 Ab

Esporulagéo (esporos/mL)

IBCB 348 4,51 x10*Ca 6,82 x10°Aa 2,35x10°Ba 6,10 x 10°Aa

2,72 x10° 16,75
IBCB 425 5,96 x 10* Ba 1,20 x 10° Bb 3,50 x 10° Aa 1,71 x 10° ABb

*Médias seguidas por mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de
variagcdo; AA = 4gar-agua; BDA = batata-dextrose-agar, V8CaCOs = suco de

vegetais; MC = meio completo; IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial.

Os resultados deste estudo corroboram com o trabalho de caracterizacao
morfologica de M. anisopliae realizado por Bezerra (2012), que observou, em meio

de cultura BDA, ap6s 14 dias de incubacdo, que o tamanho das coldnias variou
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entre 29,66 mm e 51,33 mm de didmetro, com média de 43,12 mm. Ja Garcia et al.
(2011) observaram, ap6s 10 dias de crescimento de M. anisopliae, diametro de 25
mm, apresentando uma coloragdo que variou do verde-oliva ao verde escuro.
Adicionalmente, Fernandes et al. (2010), ao analisarem o tamanho das colbnias de
isolados de M. anisopliae, encontraram médias de diametros inferiores a 70 mm.

Em relacdo aos isolados de M. anisopliae, verificou-se que o maior IVCM
variou entre 0, 21 mm/dia (IBCB 425) e 1, 04 mm/dia (IBCB 348), com média geral
de 0, 76 mm/dia (Tabela 3). A respeito do isolado IBCB 348, o maior IVCM ocorreu
no meio V8CaCOs (1,04 mm/dia), ndo diferindo estatisticamente quando comparado
com o meio BDA (1,01 mm/dia). Em contrapartida, o menor valor pode ser
observado no meio agar-agua, sendo este de 0,49 mm/dia.

Da mesma forma que o isolado IBCB 348, o isolado IBCB 425 apresentou
maior IVCM no meio V8CaCOs (0, 90 mm/dia). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os meios BDA e completo (0,74 e 0,82 mm/dia, respectivamente)
e, novamente o menor valor de IVCM foi observado no meio agar-agua, com 0,21
mm/dia. Em todos os meios de cultura testados, houveram diferencas significativas
em relacdo ao valor de IVCM entre os isolados.

Os valores de esporulacdao de Metarhizium anisopliae em diferentes meios de
cultura variaram entre 4,51 x 10* esporos/mL (IBCB 348) e 6,82 x 10° esporos/mL
(IBCB 348), sendo o valor médio de 2,72 x 106 esporos/mL (Tabela 3). O isolado
IBCB 348 apresentou maior esporulagcdo nos meios BDA e V8CaCO3, com 6,82 x
10% e 6,10 x 108 esporos/mL, respectivamente, diferindo estatisticamente dos
demais, sendo que a menor esporulacdo se deu no meio agar-agua, com 4,51 x 104
esporos/mL. Com relacéo ao isolado IBCB 425, a maior esporulacéo se deu no meio
completo (3,50 x 10° esporos/mL), seguido pelo meio V8CaCOs (1,71 x 108
esporos/mL), e a menor producdo de esporos se deu no meio agar-agua (5, 96 x 104
esporos/mL), ndo havendo diferencga significativa entre este e o meio BDA (1, 20 x
106 esporos/mL).

Analisando os valores de crescimento micelial e esporulacdo de todos os
isolados, verificou-se que quando submetidos ao meio agar-agua, foram
encontrados 0s menores resultados. Tal fato pode ser justificado pela falta de
nutrientes que o0 meio possui, 0 que ocasiona um menor crescimento e esporulacao
dos fungos (CANO et al., 2020). Em contrapartida, ao utilizar os demais meios (BDA,

completo e V8CaCOs), foram obtidos maiores valores de crescimento micelial e



46

esporulacdo dos isolados. O maior desenvolvimento dos isolados nestes meios de
cultura se da devido as fontes de carboidratos existentes nos mesmos, tendo em
vista que este nutriente € de suma importancia para o crescimento e esporulacdo de
fungos entomopatogénicos (ABATI, 2015).

Tendo em vista que para a producdo massal de fungos entomopatogénicos
para o controle biolégico, a esporulacdo abundante do microrganismo é um fator
fundamental para a sua implementacdo no Manejo Integrado de Pragas, 0s meios
BDA, completo e V8CaCOs suprem essa necessidade. Porém, ao se considerar 0os
fatores econbmicos necessarios para a viabilidade da producdo de fungos
entomopatogénicos em larga escala, verifica-se que o meio de cultura BDA é o mais
indicado, considerando seu menor custo de producao.

Com relagdo a caracterizagdo dimensional dos conidios, o isolado de
Beauveria bassiana apresentou largura e comprimento médio de conidios de 2,7 um
e 3,1 um, respectivamente. O isolado de Cordyceps fumosorosea apresentou largura
média de 1,9 um e comprimento médio de 2,1 um. Para os isolados de Metarhizium
anisopliae, foi observada largura média dos conidios de 2,5 um e 4,3 um para 0s
isolados IBCB 348 e IBCB 425, respectivamente e, em relacdo ao comprimento, 0s
conidios apresentaram média de 5,6 um para o isolado IBCB 348 e 4,5 um para o
isolado IBCB 425.

Para o isolado de Beauveria bassiana as colbnias apresentaram micélio aéreo
de coloracdo branca em todos os meios de cultura avaliados (Figura 1); ja a
coloracado do reverso da placa de Petri apresentou variacdo entre amarelo e marrom.
Em relacdo ao aspecto das col6nias, o isolado apresentou como caracteristica o
aspecto aveludado (Tabela 4). Corroborando com o presente trabalho, Rodrigues et
al. (2016) verificaram que as colonias de Beauveria bassiana apresentaram
coloracdo esbranquicada, com pequenas regides variando em tonalidade para

branco-amareladas.

Figura 1 - Aspecto das colbnias de isolados de Beauveria bassiana, Cordyceps
fumosorosea e Metarhizium anisopliae em diferentes meios de cultura, apds 15 dias

de incubacao.
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Em que: IBCB 130 = isolado de Cordyceps fumosorosea; IBCB 348 e IBCB 425 =

isolados de Metarhizium anisopliae; IBCB 632 = isolado de Beauveria bassiana; AA

= agar-agua; BDA = batata-dextrose-agar; MC = meio completo; V8CaCOs = suco de

vegetais.

Tabela 4 - Coloragéo e aspecto das coldnias de Beauveria bassiana em diferentes

meios de cultura*.

Meio de cultura

Coloracéo da colonia Coloracao reverso

Aspecto da colbnia

BDA branco amarelo-claro
V8CaCOs branco marrom-claro
MC branco amarelo-claro
AA branco branco

aveludado
aveludado
aveludado
aveludado

"‘De acordo com Munsell (2009). AA = A4gar-agua; BDA =

V8CaCOs = suco de vegetais; MC = meio completo.

batata-dextrose-agar;
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Em relacéo ao isolado de Cordyceps fumosorosea, as colbnias apresentaram
coloracdo que variou de vermelho-claro ao branco (Figura 1); ja o reverso da placa
de Petri variou entre tons de vermelho e branco. No que diz respeito ao aspecto das
colonias, verificou-se que em todos os meios de cultura utilizados, o isolado
apresentou como caracteristica o aspecto aveludado (Tabela 5). Em contrapartida,
Lopes et al. (2021) observaram as colénias de Cordyceps fumosorosea em meio
SAB com aspecto cotonoso e cor branca, tal fato pode ser explicado pelos diferentes

meios de cultura utilizados.

Tabela 5 - Coloracdo e aspecto das colénias de Cordyceps fumosorosea em

diferentes meios de cultura*.

Meio de cultura  Coloracdo da colénia  Coloracdo reverso  Aspecto da colbnia

BDA vermelho-claro vermelho-claro aveludado
V8CaCOs3 vermelho-claro vermelho-claro aveludado
MC vermelho-claro vermelho-brilhante aveludado
AA branco branco aveludado

‘De acordo com Munsell (2009). AA = Aagar-agua; BDA = batata-dextrose-agar;

V8CaCOs = suco de vegetais; MC = meio completo.

Os isolados de Metarhizium anisopliae apresentaram micélio aéreo da colbénia
que variou entre tons de verde, amarelo e branco (Figura 1). J& a coloragdo do
reverso da placa de Petri apresentou tons de amarelo, verde-oliva e branco. As
colénias de Metarhizium anisopliae apresentaram como principal caracteristica o
aspecto aveludado em todos os meios de cultura testados (Tabela 6). Corroborando
com o presente estudo, Jones (2017) verificou em isolados de Metarhizium spp., que
inicialmente as colonias apresentaram coloracédo branca, tornando-se amarelas com
o inicio da producédo de conidios que se concentraram mais ao centro e, com 0
amadurecimento, conferiram as colénias colora¢des que variaram em tonalidades de
verde-oliva. O autor verificou ainda que o reverso das colbnias apresentou
coloracdes que variaram de amarelo claro a alaranjado, e que, em geral, as colonias
apresentaram aspecto pulverulento e crescimento de aparéncia entre lisa e zonada.

E importante destacar que a variacdo na coloracdo das coldnias no reverso das
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placas de Petri se da principalmente devido a influéncia dos diferentes meios de

cultura.

Tabela 6 - Coloragcdo e aspecto das coldnias de Metarhizium anisopliae em

diferentes meios de cultura*.

Meio de Coloracao da Aspecto da
Isolado cultura colénia Coloracgéao reverso colénia
IBCB
348 BDA verde-acinzentado amarelo-claro aveludado
IBCB verde-oliva-
348 V8CaCOs verde-acinzentado acinzentado aveludado
IBCB
348 MC amarelo amarelo aveludado
IBCB
348 AA branco branco aveludado
IBCB
425 BDA verde-acinzentado amarelo-claro aveludado
IBCB verde-oliva-
425 V8CaCOs verde-acinzentado acinzentado aveludado
IBCB
425 MC amarelo amarelo aveludado
IBCB
425 AA branco branco aveludado

‘De acordo com Munsell (2009). AA = Aagar-agua; BDA = batata-dextrose-agar;
V8CaCOs = suco de vegetais; MC = meio completo.

Cabe ressaltar que a coloragéo da col6nia e do reverso se apresentou na cor
branca, quando avaliado o meio de cultura agar-agua, em todos os isolados
estudados. Novamente, deve-se considerar que este meio de cultura possui uma
menor quantidade de nutrientes, com isso, interferiu no desenvolvimento dos fungos
e consequentemente, impediu que os mesmos atingissem a coloracdo caracteristica

gue pode ser observada nos demais meios de cultura utilizados neste experimento.
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CONCLUSOES
Os meios de cultura influenciam nas caracteristicas morfofisiolégicas dos
isolados de B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae.
Considerando a viabilidade econb6mica, o meio de cultura BDA é o mais
recomendado para a producado massal de fungos entomopatogénicos para o controle

bioldgico de insetos-praga.
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ARTIGO 2

3.2 PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS A
OPERARIAS DE Acromymex heyeri (Forel, 1899) (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)
Artigo submetido a Revista Floresta.

PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS A OPERARIAS DE Acromyrmex heyeri (FOREL,
1899) (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

Mateus Alves Saldanha, Ervandil Corréa Costa, Alexsandra Cezimbra Quevedo, Leandra Pedron, Janaina Silva
Sarzi, Marlove Fatima Brido Muniz

Resumo:

As formigas cortadeiras se destacam dentre os principais problemas fitossanitarios que atingem cultivos agricolas e plantios
florestais. O controle quimico é o0 método mais comumente utilizado para 0 manejo destes insetos-praga, sendo necessario o
desenvolvimento de novas técnicas menos danosas ao meio ambiente. Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar a
acdo de isolados de Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium anisopliae sobre a mortalidade de
Acromyrmex heyeri, in vitro. Para tanto, foram utilizados sete isolados de fungos entomopatogénicos, sendo trés isolados de
Beauveria bassiana (IBCB 66, IBCB 170 e IBCB 632), um isolado de Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) e trés isolados de
Metarhizium anisopliae (IBCB 348, IBCB 383 e IBCB 425), e cinco concentracdes de esporos (1,0 x 104 1,0 x 105 1,0 x
10%; 1,0 x 107 e 1,0 x 108 esporos.mL™) para cada isolado fingico. O tratamento controle consistiu da aplicacdo de agua
destilada autoclavada e Tween 40 0,01 %, sem a adi¢do de patdgenos fingicos. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes. A estimativa das concentragdes letais de CLso e ClLoo foi
realizada utilizando a analise de Probit. Observou-se que os isolados de B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae foram
patogénicos as formigas cortadeiras com as cinco concentracdes de esporos utilizadas, sendo que, com o aumento da
concentragéo, obteve-se maior mortalidade dos espécimes. Dessa maneira, verificou-se que os fungos entomopatogénicos
avaliados neste estudo mostraram-se eficientes como agentes de controle biolégico de Acromyrmex heyeri.

Palavras-chave: Beauveria bassiana; controle bioldgico; Cordyceps fumosorosea; formigas cortadeiras; Metarhizium
anisopliae.

PATHOGENICITY OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI ISOLATES TO WORKERS OF ACROMYRMEX
HEYERI (FOREL, 1899) (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

Abstract:

Leaf-cutting ants stand out among the main phytosanitary problems that affect agricultural crops and forest plantations.
Chemical control is the most commonly used method for the management of these insect pests, requiring the development of
new techniques that are less harmful to the environment. So,the aim of the present study was to verify the action of isolates of
Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea and Metarhizium anisopliae on in vitro mortality of Acromyrmex heyeri. For
this purpose, seven isolates of entomopathogenic fungi were used, being three isolates of Beauveria bassiana (IBCB 66,
IBCB 170 and IBCB 632), one isolate of Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) and three isolates of Metarhizium anisopliae
(IBCB 348, IBCB 383 and IBCB 425), and five concentrations of spores (1.0 x 104 1.0 x 10% 1.0 x 10; 1.0 x 10" and 1.0 x
108 spores.mLt) for each fungal isolate. The control treatment consisted of the application of autoclaved distilled water and
0.01% Tween 40, without the addition of fungal pathogens. The experiments were carried out in a completely randomized
design with five replications. Estimation of lethal concentrations of LCso and LCgo Was performed using Probit analysis. It
was observed that the isolates of B. bassiana, C. fumosorosea and M. anisopliae were pathogenic to leaf-cutting ants with the
five concentrations of spores used, and with increasing concentration, there was a higher mortality of the specimens. Thus, it
was found that the entomopathogenic fungi evaluated in this study proved to be efficient as agents for the biological control
of Acromyrmex heyeri.

Key-words: Beauveria bassiana; biological control; Cordyceps fumosorosea; leaf-cutting ants; Metarhizium anisopliae

INTRODUCAO

As formigas pertencem & familia Formicidae, com mais de 16 mil espécies vélidas, 17 subfamilias, 39
tribos e 337 géneros, sendo animais que estdo presentes em todos os ambientes terrestres (Lucky et al., 2013;
Bolton, 2020). Desempenham fungdes ecoldgicas importantes, interagem formando cadeias alimentares
complexas, sendo que qualquer modificacdo nesta estrutura pode reduzir a quantidade de espécies, a sua
diversidade e o funcionamento de outros invertebrados (WAGG et al., 2014).
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Consideradas um dos principais problemas fitossanitarios em cultivos agricolas e plantios florestais, as
formigas cortadeiras sdo insetos pertencentes aos géneros Atta (salvas) e Acromyrmex (quenquéns), sua
importancia econdmica é destacada pelo fato delas cortarem material vegetal fresco que serve de substrato para o
fungo simbionte mutualista Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales) (DELLA LUCIA;
SOUZA, 2011), podendo promover prejuizos econdmicos severos (NICKELE et al., 2013; BACCARO et al.,
2015).

Formigas do género Acromyrmex (34 espécies) estdo amplamente distribuidas na regido neotropical e
em todo o territorio brasileiro, apresentando forrageamento durante o ano todo, enquanto Acromyrmex heyeri
(Forel, 1899), comumente nomeada de formiga-de-monte, é uma espécie de formiga cortadeira com distribuicéo
restrita @ América do Sul, sendo encontrada em pastagens e nas bordas de fragmentos florestais (BARRERA et
al., 2015; SARUBBI; RAMIREZ, 2020).

O controle de insetos com organizacdo social, com coldnias apresentando sobreposicdo de
geragdes, cuidado parental e divisdo de castas, associado com habito de corte, se torna dificil, uma vez que ndo
basta eliminar a operaria que esta forrageando (DELLA LUCIA et al., 2014). Assim como formas de evitar que a
acdo das formigas cortadeiras causem perdas significativas, principalmente nas areas agricolas e cultivos
florestais, comumente sdo empregados os métodos de controle quimico, como o uso de iscas atrativas. Porém, tal
fato é preocupante, ja que o Brasil é apontado como maior consumidor de produtos quimicos na agricultura,
gerando resiliéncia de residuos no solo e, consequentemente, a contaminagdo do ambiente (FAN et al., 2018).

Atualmente, tem-se observado uma preocupacdo no desenvolvimento de pesquisas em métodos de
controle que visem maior efetividade e menores impactos ambientais, sendo o consumo de produtos bioldgicos
uma alternativa promissora, ja que 0 mesmo ocorre naturalmente em qualquer ecossistema. Porém, deve-se
considerar que 0 homem pode interferir, facilitando sua ac&o, através de um ou mais formas de manipulagdo dos
organismos envolvidos (FONTES et al., 2020). Desta forma, o uso de fungos entomopatogénicos pode ser uma
alternativa viavel para o controle bioldgico de formigas cortadeiras. Tendo em vista esses aspectos, o efetivo
conhecimento sobre a dindmica, desde a especificidade até a colonizagdo fangica numa populagdo-alvo,
relacionada a transmissdo horizontal de propéagulos flingicos, ird4 contribuir para um controle mais efetivo da
praga visada.

Diversos trabalhos evidenciam o efeito de microrganismos no controle biolégico como Metarhizium
anisopliae contra as formigas-de-fogo Solenopsis invicta (QIU et al., 2019) e Beauveria bassiana contra formiga
cortadeira (FOLGARAIT et al., 2020). No entanto, vérias etapas sdo necessarias até a obtencdo de um produto,
entre elas isolamento do organismo do ambiente, selecdo de isolados eficientes no controle, otimizagcdo da
producdo de testes a campo e testes dos efeitos destes organismos no solo e demais organismos presentes no
ambiente (UNFER et al., 2019).

Porém, destaca-se que ha produtos biolégicos comercializados a base dos fungos
entomopatogénicos mencionados, a exemplo, Boveril® a base de Beauveria bassiana (CEPA ESALQ
PL63 - Registro no MAPA 4902) para controle de Tetranychus urticae, Gonipterus scutellatus,
Hypothenemus hampeie e Bemisia tabacie, e 0 Metarril®, a base de Metarhizium anisopliae (CEPA
ESALQ E9 -Registro no MAPA 6605), para controle de Mahanarva fimbriolata, ambos os produtos sdo
comercializados pela empresa Koppert Brasil (KOPPERT, 2020). No caso de Cordyceps fumosorosea, produtos
comerciais & base deste fungo ja sdo utilizados principalmente na América do Norte, México, Coldmbia e
Europa para o controle de mosca branca, pulgdes e tripes (FARIA; WRAIGHT, 2007). No entanto estes
microrganismos nao sdo utilizados para o controle biolégico de formigas cortadeiras.

Dessa forma, verifica-se que o controle biolégico com o uso de fungos entomopatogénicos certamente é
uma area promissora de pesquisa, mas atualmente esta clara a necessidade de conhecimentos biolégicos para que
estratégias de controle de formigas cortadeiras possam ser de fato aplicadas. A perspectiva da real
patogenicidade dos fungos entomopatogénicos contra as formigas cortadeiras, bem como o desenvolvimento de
novas técnicas para a aplicacdo destes produtos biolégicos podem contribuir para um controle mais efetivo, bem
como reduzir os danos causados por formigas cortadeiras em cultivos agricolas e florestais. Assim, o objetivo do
presente estudo foi verificar a acdo de isolados de Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium
anisopliae sobre a mortalidade de Acromyrmex heyeri, in vitro.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Entomologia Florestal e no Laboratorio de
Fitopatologia “Dr* Elocy Minussi”, pertencentes ao Departamento de Defesa Fitossanitaria, Centro de Ciéncias
Rurais da Universidade Federal de Santa Maria.

Coleta e identificacéo dos insetos alvos

O material foi coletado em uma area de pastagem, entre um cultivo jovem de acécia-negra e um plantio
de eucalipto, pertencentes ao Centro Estadual de Diagnostico e Pesquisa Florestal (Santa Maria, Rio Grande do
Sul), no dia 23 de fevereiro de 2021. A é&rea proxima ao ninho se encontrava em intensa atividade de
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forrageamento das formigas. Foram coletados espécimes de operarias de uma col6nia. O material biolégico foi
obtido no horério das 14:00 as 15:00, periodo de intensa atividade de forrageamento das operarias (SANTOS et
al., 2020).

Os espécimes de formigas cortadeiras foram coletados com pingas e colocados em um recipiente
esterilizado com tampa e encaminhadas para o Laboratério de Entomologia Florestal, pertencente ao Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria. Para o procedimento de identificagdo, alguns
exemplares foram montados, e a partir da observagdo de caracteres morfolégicos em microscépio
espectroscopio, identificou-se o material bioldgico em nivel de género. A identificacdo em nivel de espécie
confirmou-se com a Dr? isis Caroline Siqueira dos Santos.

Procedéncia e manutencao dos isolados de fungos entomopatogénicos

Para este estudo, foram utilizados sete isolados de fungos entomopatogénicos, sendo trés isolados de
Beauveria bassiana (IBCB 66, IBCB 170 e IBCB 632), um isolado de Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) e
trés isolados de Metarhizium anisopliae (IBCB 348, IBCB 383 e IBCB 425), os quais foram cedidos pelo
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, Colegdo de Fungos Entomopatogénicos “Oldemar Cardin Abreu”.

Para a repicagem dos isolados de fungos entomopatogénicos foram utilizadas placas de Petri (90 mm),
contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar), onde foi repicado no centro de cada placa uma pequena
quantidade de micélio dos fungos. Ap6s a inoculagdo, as placas foram mantidas em cdmara climatizada do tipo
B.0.D. a 25 = 2 °C em regime de luz alternado com fotoperiodo de 12 horas, durante um periodo de dez dias
para crescimento e esporulagdo dos fungos.

Preparo das suspensdes de esporos

Decorridos os dez dias de crescimento micelial, nas placas de Petri contendo os isolados, foram
preparadas suspensdes com os esporos. Foram adicionados 10 mL de agua destilada estéril na placa de Petri e,
com o auxilio de alca de Drigalski foi realizada a raspagem do micélio fungico na superficie do meio, sendo a
suspensdo filtrada em dupla camada de gaze para um béquer e adicionado espalhante adesivo a 0,01% (Tween
40) para realizar a contagem dos esporos em camara de Neubauer. Apos a contagem de esporos, a suspensdo foi
calibrada para as concentragdes de: 1,0 x 10% 1,0 x 105 1,0 x 10%; 1,0 x 107 e 1,0 x 108 esporos.mL ™, para cada
isolado fangico.

Teste de patogenicidade

Para cada isolado fungico, foi realizado um experimento com 250 espécimes de formigas cortadeiras,
correspondendo a cinco repeticdes de 10 formigas para cada tratamento (T1 = suspensdo de 1,0 x 10*
esporos.mLt; T2 = suspensdo de 1,0 x 10° esporos.mL™?; T3 = suspensdo de 1,0 x 10° esporos.mL; T4 =
suspensdo de 1,0 x 107 esporos.mL™; T5 = suspensdo de 1,0 x 108 esporos.mL™?). O tratamento controle foi feito
utilizando-se apenas 4gua destilada autoclavada e Tween 40 0,01 %, sem a adigdo de patdgenos fingicos.

As formigas foram transferidas individualmente para caixas do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm),
previamente esterilizadas com &lcool 70 %, contendo papel filtro com 1 mL das suspensdes de esporos descritas
anteriormente e bolas de algoddo umedecidas com uma solucdo de mel a 10 %. As caixas foram mantidas a
temperatura de 25 * 2 °C e umidade relativa de 70 £+ 10 %, sendo avaliadas a cada 24 horas durante dez dias.

A fim de confirmar se a mortalidade das formigas foi ocasionada pelos fungos estudados, as formigas
mortas foram retiradas diariamente das caixas gerbox e armazenadas em camara Umida a temperatura de 25 + 2
°C e umidade relativa de 70 £ 10 %, por sete dias, para verificar a possivel extrusdo do patégeno fangico.

Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias ao teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o
software SISVAR versdo 5.6.86 (FERREIRA, 2014), para a obtencdo do percentual de controle dos isolados de
fungos entomopatogénicos nas diferentes concentrag@es de esporos utilizadas.

Para avaliar a suscetibilidade de formigas cortadeiras aos diferentes isolados de fungos
entomopatogénicos, os dados de concentracdo-mortalidade foram submetidos a um teste qui-quadrado (y?), a fim
de verificar se 0s mesmos se ajustavam as suposi¢cbes do modelo Probit. Em seguida, a partir de anélise de
Probit, foram estimadas as concentragdes letais de CLsy e CLgo € 0s respectivos intervalos de confianca a 95 %
(SAS INSTITUTE, 2002).

RESULTADOS

No inicio do bioensaio, as formigas mostravam-se agitadas, caminhando rapidamente em varias
direcBes. Ao longo dos dias, comegaram a exibir outros tipos de comportamentos, como, por exemplo, o ato de
cortar os papéis filtro presentes nas placas.
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Figura 1. Bioensaio com formigas cortadeiras da espécie Acromyrmex heyeri, com destaque para o
comportamento exibido pelas formigas durante a realizagdo do ensaio em laboratério.

Figure 1. Bioassay with leaf-cutting ants of the species Acromyrmex heyeri, highlighting the behavior exhibited
by the ants during the test in the laboratory.

Observou-se que os isolados de B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae foram patogénicos as
formigas cortadeiras com as cinco concentragdes de esporos utilizadas (1,0 x 104 1,0 x 10% 1,0 x 10%; 1,0x 107 e
1,0 x 108 esporos.mL?). A confirmacdo da mortalidade dos espécimes de formigas cortadeiras pelos fungos
entomopatogénicos foi a partir da observacdo da extrusdo do patégeno nos cadaveres (FIGURA 2).

Figura 2. Extrusdo de fungos entomopatogénicos em cadaveres de Acromyrmex heyeri. (A) Beauveria bassiana.
(B) Cordyceps fumosorosea. (C) Metharizium anisopliae.

Figure 2. Extrusion of entomopathogenic fungi in corpses of Acromyrmex heyeri. (A) Beauveria bassiana. (B)
Cordyceps fumosorosea. (C) Metharizium anisopliae.

A respeito dos isolados de B. bassiana, verificou-se que as maiores mortalidades de formigas
cortadeiras ocorreram quando utilizadas concentra¢cdes mais elevadas de esporos dos fungos entomopatogénicos
(Tabela 1). O isolado IBCB 632 apresentou mortalidade de 92 % quando submetido a concentragdo de 1,0 x 108
esporos.mL%, porém, ndo diferiu estatisticamente do valor encontrado ao se utilizar a concentracdo de 1 x 107
esporos.mL* (78 %). N&o houve diferenca significativa ao se utilizar a concentragdo de 1 x 10*esporos.mL™2e o
controle, com valores de 30 e 24 %, respectivamente.

Tabela 1. Percentual de controle (%) de espécimes de Acromyrmex heyeri por isolados de Beauveria bassiana
em diferentes concentracfes de esporos.

Table 1. Control percentage (%) of Acromyrmex heyeri specimens by Beauveria bassiana isolates at different
spore concentrations.

Mortalidade (%)

Concentragdes (esporos.mL™?)
IBCB 632 IBCB 170 IBCB 66
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1x 104 30 c* 34cd 36 cd
1x10° 46 bc 58 bc 50 bc
1x 108 64 ab 56 bc 68 b
1x 107 78 a 82 ab 74 ab
1x 108 92 a 90 a 100 a
Controle 24 ¢ 24 d 24 d
M.G. 55,7 57,7 58,7
C.V.(%) 26,75 25,97 31,96

*Médias seguidas por mesma letra na linha néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de variagao.

O isolado IBCB 170 apresentou percentual de controle de 90 % quando submetido & concentragéo de
1,0 x 108 esporos.mL, diferindo estatisticamente dos demais valores encontrados. Da mesma forma, o isolado
IBCB 66 obteve, ao se utilizar a concentracdo maxima de esporos, 100 % de mortalidade dos espécimes.

Com relagdo aos isolados de M. anisopliae, 0os maiores percentuais de controle de espécimes de
formigas cortadeiras ocorreram quando houve aumento na concentragdo de esporos de fungos
entomopatogénicos, sendo que o isolado IBCB 387 apresentou a maior mortalidade (100 %) ao se utilizar a
concentragéo de 1,0 x 108 esporos.mL™ (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de controle (%) de espécimes de Acromyrmex heyeri por isolados de Metarhizium
anisopliae em diferentes concentracfes de esporos.

Table 2. Control percentage (%) of Acromyrmex heyeri specimens by Metarhizium anisopliae isolates at
different spore concentrations.

Mortalidade (%)

Concentragdes (esporos.mL™?)

IBCB 348 IBCB 425 IBCB 387
1x10* 28 cd* 36¢C 26d
1x10° 42 cb 62 bc 44 cd
1 x 108 56 bc 56 bc 64 bc
1x 107 82 ab 80 ab 92 ab
1x 108 96 a 98 a 100 a
Controle 24 d 24 ¢ 24 d
M.G. 54,7 59,4 58,4
C.V.(%) 26,4 34,95 25,14

*Meédias seguidas por mesma letra na linha nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de variagao.

Os isolados IBCB 348 e IBCB 425 apresentaram mortalidade de 96 e 98 %, respectivamente, para a
concentragéo de 1,0 x 108 esporos.mL™, diferindo estatisticamente das demais concentracdes. Da mesma forma
que os isolados de B. bassiana, ndo foram encontradas diferencas significativas entre a concentragéo de 1,0 x 10*
esporos.mL! e o tratamento controle.

A respeito do isolado de C. fumosorosea, foi verificada que a maior mortalidade de formigas cortadeiras
ocorreu quando utilizada a concentragdo de 1,0 x 108 esporos.mL, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos. Da mesma forma que os isolados de B. bassiana e M. anisopliae, foi verificada diminui¢do na
mortalidade dos espécimes quando utilizadas menores concentracdes de esporos (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de controle (%) de espécimes de Acromyrmex heyeri por isolado de Cordyceps fumosorosea
em diferentes concentracfes de esporos.

Table 3. Control percentage (%) of Acromyrmex heyeri specimens by Cordyceps fumosorosea isolate at different
spore concentrations.

Concentracdes (esporos.mL™) Mortalidade (%)
1x 10 32 cd*

1x10° 50 cd

1x 108 58 be

1x 107 88 ab

1x108 100 a
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Controle 24d
M.G. 58,7
C.V. (%) 26,86

*Meédias seguidas por mesma letra na linha néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. C\VV= Coeficiente de variagao.

Pelas analises de Probit, foram estimadas as concentracfes letais médias de mortalidade, ocorridas a
partir das diferentes concentracfes de esporos utilizadas. As concentracBes necessarias para causar 50 % da
mortalidade de operéarias de A. heyery ap6s 10 dias de exposi¢cdo aos isolados de fungos entomopatogénicos
variaram entre 1,58 x 10° esporos.mL (isolado IBCB 170) e 6, 94 x 108 esporos.mL™ (isolado IBCB 425). Ja a
respeito das concentracBes necessarias para matar 90 % dos espécimes de formigas cortadeiras, os valores
variaram entre 1, 84 x 10° esporos.mL" (isolado IBCB 130) e 1, 10 x 108 esporos.mL (isolado IBCB 632)
(Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdo - letal (CLso € CLgo; esporos.mL™) de isolados de Beauveria bassiana, Cordyceps
fumosorosea e Metarhizium anisopliae contra espécimes de Acromyrmex heyeri.
Table 4. Concentration - lethal (LCso and LCg; spores.mL-1) of Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea

and Metarhizium anisopliae isolates against Acromyrmex heyeri specimens.

Isolado n Inclinagéo + LCs0(95% IC) LCog0 (95% IC) v df
EP

IBCB 250 0.54+0.21 471x105(253x10°-7.27x 1.10x 108 (6.85x10°-153x 6.43 3

632 109) 10°)

IBCB 250 0.40+0.14 1.58 x 10° (1.74 x 10*-9.89 x  9.01 x 107 (2.57 x 105-8.00 x 7.77 3

170 10%) 109)

IBCB66 250 0.89+0.25 1.92 x 106 (3.21 x 10— 4.44x 522 x107(1.99x10"-3.03x 2.60 3
107 109)

IBCB 250 0.86+0.22 1.60 x 106 (1.00 x 10°-5.09 x  4.98 x 107 (1.84 x 10" —2.97 x 9.69 3

348 109) 109)

IBCB 250 1.38+0.52 6.94 x 105 (2.31 x 10°-1.64 x 2,39 x 107 (4.25x105-2.88x 7.31 3

425 107) 109)

IBCB 250 1.11+0.27 7.42 x 10°(9.46 x 10—~ 1.89 x 1.06 x 107 (4.72x 106 -3.76 x 9.23 3

383 109) 107)

IBCB 250 1.32+0.50 1.95x 106 (1.53 x 104~ 4.90 x 1.84 x 10°(8.35x 105-2.29 x 6.88 3

130 109) 10%)

Onde: LCs: concentragio de fungos entomopatogénicos (esporos.mL™ necessaria para matar 50 % de formigas-cortadeiras em observagio
por um periodo de 10 dias. De forma similar, LCq é a concentracdo de fungos entomopatogénicos necesséaria para matar 90 % das
formigas-cortadeiras testadas. y2 = P > 0.05 no teste de ajuste de qualidade. df = Graus de liberdade.

DISCUSSAO

O ato de cortar os papéis filtro presente nas caixas gerbox, pode estar relacionado a propria biologia das
formigas cortadeiras, as quais, quando em seu ambiente natural, apresentam o habito de cortar folhas para
alimentar o fungo que cultivam (HAEDER et al., 2009).

Observou-se que, nos tratamentos controle, ndo houve crescimento flngico sobre os cadaveres das
formigas cortadeiras, indicando que a mortalidade nesses grupos, ndo foi resultado da infecgéo pelos fungos, mas
se deu, possivelmente, em decorréncia do estresse provocado pelo isolamento social ou, até mesmo, devido a
senescéncia das formigas.

Conforme pode ser observado na Tabela 1, ao se utilizar menores concentracfes de esporos, verificou-
se que houve redugdo na mortalidade dos espécimes de formigas cortadeiras. No tratamento controle a
mortalidade ndo diferiu estatisticamente dos valores encontrados quando utilizada a concentragdo de 1,0 x 104
esporos.mLt. O mesmo pode ser observado por Santos et al. (2020), onde com o aumento crescente de esporos
de M. anisopliae e B. bassiana, foi verificada maior percentagem de infecgdo pelos fungos entomopatogénicos
em espécimes de A. heyery.

Todas as concentraces de esporos utilizadas neste trabalho foram capazes de assegurar a infeccéo e o
progresso da doenga nos espécimes de formigas cortadeiras. A concentracdo de esporos teve uma resposta linear
positiva com a mortalidade, dado que uma maior concentragdo ocasionou maior mortalidade. 1sso pode estar
relacionado a quantidade de esporos vidveis que conseguem se posicionar na cuticula do inseto e que mais tarde
irdo germinar, desta forma, eles podem ter maior oportunidade de infectar o inseto (RAMIREZ-SANCHEZ et
al., 2019).

Pode-se destacar que, os fungos entomopatogénicos possuem grande espectro de acdo, podendo
colonizar diversas espécies, assim como ser utilizados como agentes no controle biolégico de espécies de insetos
potencialmente causadores de prejuizos econdmicos. Estes microrganismos podem ser bioprospectados de
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diversos ambientes, como o solo, assim como do proprio inseto que se deseja o controle (GOFFRE et al., 2018;
SCHAPOVALOFF et al., 2015).

Os fungos dos géneros Beauveria e Metarhizium estdo entre os principais géneros fungicos que atuam
como mecanismos reguladores de populagdes de insetos em diversos ecossistemas, sendo que, B. bassiana e M.
anisopliae sdo consideradas duas espécies fungicas amplamente atualizadas em estudos no controle de insetos
praga em diversas culturas agricolas e florestais (CASTILLO et al., 2012; POTRICH et al., 2009). J4 o fungo
Cordyceps fumosorosea se apresenta em fase inicial de estudos, sendo ainda inexistentes pesquisas visando o
controle de formigas cortadeiras. Porém, considerando os resultados do presente estudo, sua utilizacdo é
promissora, tendo em vista que o mesmo ocasionou elevada mortalidade dos espécimes nas diferentes
concentracdes de esporos utilizadas, bem como, obteve o menor valor estimado de CLgo (Tabela 4).

Novos estudos em laboratdrio e campo, envolvendo diferentes espécies e isolados, concentracfes de
esporos, castas de formigas e formas de aplicacdo, necessitam ser conduzidos para melhor aferir a eficiéncia dos
fungos como agentes controladores desses insetos em condi¢des de campo, viabilizando sua utilizagdo em
programas de manejo integrado de pragas.

CONCLUSAO
Os isolados fangicos de B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae proporcionaram controle de A.
heyeri em niveis de 26 a 100%.
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ARTIGO 3:

3.3 COMPATIBILIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS COM O INSETICIDA
FIPRONIL PARA O CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS

Artigo submetido & Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias.

Compatibilidade de fungos entomopatogénicos com o inseticida Fipronil para o controle
de formigas cortadeiras

Mateus Alves Saldanha, Ervandil Corréa Costa, Marlove Fatima Brido Muniz, Alexsandra
Cezimbra Quevedo

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do inseticida Fipronil sobre o crescimento
vegetativo e a esporulacdo de isolados de fungos entomopatogénicos, in vitro, classificando o
mesmo quanto a sua toxicidade sobre os isolados. Para tanto, foram utilizados sete isolados,
sendo trés de B. bassiana, um de C. fumosorosea e trés de M. anisopliae, e quatro
concentracdes de Fipronil (0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 ¢g/L), adicionadas em meio de cultura BDA
(batata-dextrose-agar). Apos 15 dias, efetuou-se a mensuracdo do didametro das coldnias e a
contagem dos esporos. Ao se utilizar a concentracdo de 0,8 g/L, verificou-se reducdo no
crescimento vegetativo dos isolados. Para os isolados de B. bassiana e M. anisopliae, houve
diminuicdo na producéo de esporos quando adicionadas concentracfes superiores a 0,4 g/L de
inseticida; para C. fumosorosea, essa diminui¢do ocorreu quando adicionadas concentragoes
superiores a 0,6 g/L. O inseticida Fipronil foi classificado como “compativel” quanto a
toxicidade in vitro sobre os isolados e com isso, confirmou-se a possibilidade do uso
consorciado do inseticida Fipronil com os isolados de fungos entomopatogénicos testados
para o controle de formigas cortadeiras.

Palavras-chave: Beauveria bassiana; controle biolégico; Cordyceps fumosorosea; insetos-
praga; Metarhizium anisopliae

Compatibility of entomopathogenic fungi with the insecticide Fipronil for leaf-cutting
ant control

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effect of the insecticide Fipronil on the
vegetative growth and sporulation of entomopathogenic fungi isolates, in vitro, classifying it
in terms of its toxicity on the isolates. For this purpose, seven isolates were used, three of B.
bassiana, one of C. fumosorosea and three of M. anisopliae, and four concentrations of
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Fipronil (0.2, 0.4, 0.6 and 0.8 g/ L), added to PDA culture medium (potato-dextrose-agar).
After 15 days, the colony diameter and spore count were measured. When using the
concentration of 0.8 g/L, there was a reduction in the vegetative growth of the isolates. For the
isolates of B. bassiana and M. anisopliae, there was a decrease in spore production when
concentrations above 0.4 g/L of insecticide were added; for C. fumosorosea, this decrease
occurred when concentrations above 0.6 g/L were added. The insecticide Fipronil was
classified as "compatible™ in terms of in vitro toxicity on the isolates, and with this, the
possibility of using the insecticide Fipronil together with the isolates of entomopathogenic
fungi tested for the control of leaf-cutting ants was confirmed.

Keywords: Beauveria bassiana; biological control; Cordyceps fumosorosea; pest insects;
Metarhizium anisopliae

INTRODUCAO

No Brasil, o setor de florestas plantadas tem sido um importante indicador de
desenvolvimento econdmico, social e ambiental. Em 2019, a &rea total de arvores plantadas
totalizou 9,0 milhdes de hectares, um crescimento de 2,4% em relacdo a 2018 (8,79 milhdes
de hectares). Desse total, a maioria (77%) é representada pelo cultivo de eucalipto, com 6,97
milhdes de hectares, e 18% de pinus, com 1,64 milhdo de hectares (IBA, 2020). Com o
aumento de areas com plantios destas espécies, tem-se o incentivo de mudangas econémicas
locais, oferecendo novas oportunidades de trabalho e gerando renda para a populacdo, bem
como contribuicdo com a adaptacdo e mitigacdo das mudancas climaticas e na proviséo de
servicos ecossistémicos (IBA, 2020).

No entanto, com o crescimento gradativo de areas com plantios homogéneos, houve
também um acréscimo significativo nos problemas fitossanitarios, especialmente com insetos
(Machado & Costa, 2017). Dentre os principais insetos-praga, merecem destaque as formigas-
cortadeiras, visto que provocam danos aos cultivos ao cortarem material vegetal, em sua
maioria folhas, e utilizd-lo como substrato para o cultivo de um fungo simbionte, o qual
constitui o principal alimento das formigas (Bezerra, 2018). O controle de formigas
cortadeiras tem sido realizado por meio da utilizacdo de inseticidas quimicos, sendo os a base
de Fipronil mais comumente utilizados (Ortiz et al., 2017).

O Fipronil é um inseticida do grupo quimico fenil pirazol (Britto et al., 2016). E um
composto aromatico, sendo sua classificagao toxicologica de Classe Il e tem uso agricola com
aplicacdo de solo, foliar, semente, muda e &gua de irrigacdo, dependendo da cultura
(ANVISA, 2019). Atua no sistema nervoso central dos insetos, mais especificamente nos

receptores do acido gama aminobutirico (GABA) associados a canais de cloreto, bloqueando
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a passagem de ions cloreto, eliminando, desse modo, a inibicdo normal dos impulsos
nervosos, provocando um aumento da atividade neural e, por conseguinte, a paralisia e a
morte do organismo (Chaguri, 2016).

O método de controle quimico tem apresentado problemas significativos, em virtude
da contaminacdo ambiental, baixa especificidade, possibilidade de ressurgéncia da praga,
selecdo de insetos resistentes e dos riscos potenciais a saude humana e animal (Barbosa et al.,
2015). Dessa forma, ha necessidade de pesquisas por medidas alternativas de controle que
impactem menos o0 ambiente, como a utilizacdo do controle bioldgico (Pessoa et al., 2020b).
Nesse sentido, os fungos entomopatogénicos sdo empregados como uma alternativa viavel
para 0 manejo de pragas florestais (Wilcken, 2016).

Testes de compatibilidade in vitro de inseticidas com fungos entomopatogénicos
descrevem o0s possiveis efeitos negativos ou positivos que podem ocorrer quando sdo
aplicados em associagdo com outros produtos, especialmente nos casos em que é realizada a
mistura, visto que os produtos fitossanitarios quimicos também podem atuar de forma
deletéria sobre esses microrganismos, inibindo o  crescimento  vegetativo, a
conidiogénese e a esporulacdo, podendo até causar mutacGes genéticas, as quais
podem levar a reducdo da patogenicidade e viruléncia (Alves & Lopes, 2008; Barbosa
Junior, 2020). Os resultados dos testes de compatibilidade in vitro podem ser base para a 0
desenvolvimento de estratégias de Manejo Integrado de Pragas (MIP), podendo-se associar 0
uso de fungos entomopatogénicos e inseticidas para o controle de insetos-praga (Fiedler &
Sosnowska, 2017).

Pesquisas com o objetivo de verificar o sinergismo de fungos entomopatogénicos e
inseticidas no controle de insetos-praga tém sido desenvolvidas e apresentado resultados
promissores da associacdo destes dois métodos de controle (Ashraf et al., 2017; Shewale &
Mohite, 2018). Desta forma, verifica-se a possibilidade da utilizacdo consorciada de agentes
de controle bioldgico e inseticidas para 0 manejo de insetos-praga (Pessoa et al., 2020b). Essa
associacdo é capaz de auxiliar na reducdo da populagéo e incidéncia das pragas, otimizando
entdo o seu potencial como agentes de controle, devido & presenca de  substancias
contidas nos produtos fitossanitarios quimicos que atuam como  estressantes,
favorecendo entdo a infeccdo de fungos que realizam o controle biolégico de pragas
(Wilcken et al., 2010).

Permitir a acdo de agentes de controle bioldgico, de maneira natural ou aplicada, € de
grande importancia para 0 MIP (Pessoa et al., 2020a). Esses agentes sdo ferramentas

importantes, utilizados como alternativa para reduzir os varios problemas causados pelo uso
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indiscriminado de inseticidas (Lopes et al., 2018). Visando uma alternativa para o controle de
formigas-cortadeiras, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do inseticida Fipronil
sobre o crescimento vegetativo e a esporulacdo de isolados de Beauveria bassiana, Cordyceps
fumosorosea e Metarhizium anisopliae, in vitro, classificando-o quanto a sua toxicidade sobre

os fungos entomopatogénicos.

MATERIAL E METODOS
O presente estudo foi realizado no Laboratério de Fitopatologia “Dr* Elocy Minussi”,
pertencente ao Departamento de Defesa Fitossanitaria, Centro de Ciéncias Rurais da

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul.

Preparo e manutencao dos fungos entomopatogénicos utilizados

Foram utilizados sete isolados de fungos entomopatogénicos, sendo trés isolados de
Beauveria bassiana (IBCB 66, IBCB 170 e IBCB 632), um isolado de Cordyceps
fumosorosea (IBCB 130) e trés isolados de Metarhizium anisopliae (IBCB 348, IBSP 383 e
IBCB 425), os quais foram cedidos pelo Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, Colecao de fungos
Entomopatogénicos “Oldemar Cardin Abreu”.

Para a repicagem dos isolados de fungos entomopatogénicos foram utilizadas placas
de Petri esterilizadas, contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar), onde foi
repicado no centro de cada placa uma pequena quantidade de micélio do fungo. Apos a
inoculagéo, as placas foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D a 25 + 2 °C em
regime de luz alternado com fotoperiodo de 12 h, por um periodo de sete dias para
crescimento e esporulacao dos fungos.

Decorridos os sete dias de crescimento micelial nas placas de Petri contendo 0s
isolados, procedeu-se a preparacdo das suspensdes de esporos. Foram adicionados 10 mL de
agua destilada estéril na placa de Petri e, com o auxilio de al¢a de Drigalski foi realizada a
raspagem do micélio fangico na superficie do meio, sendo a suspensédo filtrada em dupla
camada de gaze para um béquer e adicionado espalhante adesivo a 0,01% (Tween 40) para
realizar a contagem dos esporos em camara de Neubauer. Ap6s a contagem de esporos a

suspens&o foi calibrada para uma concentracéo de 1 x 10° esporos por mL.

Cultivo dos fungos entomopatogénicos em meio de cultura contendo Fipronil
O meio de cultura BDA foi preparado e autoclavado a 121 °C durante 20 minutos,

aproximadamente. Apds esfriar por alguns minutos em temperatura ambiente, foi adicionado
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0 antibidtico penicilina ao meio. Em seguida, foram adicionadas quatro diferentes
concentragOes de inseticida a base de Fipronil (0,01% pp) (0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 g/L), sendo este
previamente filtrado utilizando-se filtros de 0,22 um de diametro com o intuito de remover
contaminantes. Os controles negativos foram feitos cultivando-se os isolados em meio BDA
contendo apenas penicilina, sem o inseticida. Os frascos contendo o meio BDA, penicilina e o
inseticida, foram agitados manualmente durante um minuto para homogeneizagdo desses
componentes e, depois, vertido em placas de Petri estereis.

Com auxilio de um pipetador, foi transferido 10 pL da suspenséo de esporos (1 x 108
esporos por mL) preparadas previamente, no centro de cada placa de Petri. Posteriormente, as
placas foram incubadas em cémaras do tipo B.O.D. em regime de temperatura e luz

controlados (25 £ 2 °C e fotoperiodo de 12 h), por um periodo de 15 dias.

Avaliacao do crescimento micelial e esporulagdo dos fungos entomopatogénicos

Transcorridos os 15 dias de incubacéo, realizou-se a avaliagdo do crescimento micelial
e esporulacdo dos isolados de fungos entomopatogénicos. O crescimento micelial de cada
isolado nas diferentes concentracfes do inseticida Fipronil foi mensurado com auxilio de
paquimetro digital, em dois sentidos diametralmente opostos da col6nia, para a obtencéo das
médias dos valores de crescimento micelial.

Para a avaliagdo da esporulacdo dos isolados, foram adicionados 10 mL de &gua
destilada esterilizada em cada placa de Petri, sendo, em seguida, realizada a raspagem da
colénia com auxilio de alca de Drigalski para a liberacdo dos esporos. A suspensdo foi
pipetada e filtrada em dupla camada de gaze para retengdo dos fragmentos miceliais e meio de
cultura. A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer, com auxilio de

microscopio optico, com aumento de 40 vezes.

Classificacdo do inseticida Fipronil quanto a toxicidade sobre diferentes isolados de
fungos entomopatogénicos

Para a classificagdo do inseticida quanto a toxicidade sobre os isolados de B. bassiana,
C. fumosorosea e M. anisopliae, in vitro, foi utilizado o modelo proposto por Alves et al.
(1998), pelo qual séo calculados os valores percentuais com relacdo a testemunha (100%),
conforme a equacdo a seguir: T = 20(CV) + 80(ESP)/ 100, onde T = valor corrigido do
crescimento vegetativo e esporulacdo para classificacdo do produto, CV = porcentagem de
crescimento vegetativo com relagdo ao controle, e ESP = porcentagem de esporulacdo com

relacdo ao controle.
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A partir dos valores de “T”, o inseticida foi classificado como muito toxico (0 a 30),
toxico (31 a 45), moderadamente tdxico (46 a 60) ou compativel (> 60) (Alves et al., 1998).

Anélise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes. Para os isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae foram
utilizados um bifatorial, composto de dois fatores: quatro concentracGes x trés isolados. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias ao teste de Tukey (p <
0,05), utilizando o software SISVAR versao 5.6.86 (Ferreira, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir do ensaio in vitro, observou-se que, em relacdo aos isolados de B. bassiana
tratados com Fipronil, houve reducdo no crescimento vegetativo dos mesmos em todas as

concentracdes analisadas, em comparacdo as respectivas testemunhas (Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento micelial (mm) de isolados de Beauveria bassiana em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA),
tratados com diferentes concentragdes (g/L) do inseticida Fipronil, aos 15 dias de incubacéo.

Concentragdes
Isolado

Controle 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8 g/L
IBCB 66 54,14 a* 4467b 42,99 b 44,32b 42,30b
IBCB 170 52,80 a 48,48 ab 46,21 b 43,13 ¢ 4237c
IBCB 632 52,94 a 46,94 b 44,85 be 43,55 be 41.82¢
Meédia geral 46,09
CV (%) 5,31

*Meédias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV= Coeficiente
de variagéo.

N&o houve diferencga significativa entre os isolados. Com relagdo ao crescimento
micelial do isolado IBCB 66, a maior reducéo se deu na concentragédo de 0,8 g/L; este valor,
qguando comparado a respectiva testemunha, teve reducdo no crescimento de 21,87%. O
mesmo ocorreu com os isolados IBCB 170 e IBCB 632, onde houve maior reducdo do
crescimento micelial na concentracdo de 0,8 g/L, tendo redugdo de 19,75 e 21%,
respectivamente.

Avaliando o efeito do inseticida Fipronil sobre o crescimento vegetativo e a

esporulacdo de diferentes isolados de fungos entomopatogénicos, Bezerra (2018) verificou
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que os isolados tratados o com inseticida na concentragdo de 0,8 g/L apresentaram uma
reducdo no crescimento vegetativo em comparacgdo as respectivas testemunhas, sendo que o
isolado de B. bassiana apresentou a maior reducdo do crescimento vegetativo entre todos 0s
isolados de fungos entomopatogénicos testados, cerca de 80,9 = 0,98%. Este valor foi superior
ao encontrado no presente estudo, que para essa mesma concentragdo de Fipronil, foi obtida
uma reducao média de crescimento vegetativo de 20,88%.

O ensaio in vitro revelou que houve reducéo na producéo de conidios dos isolados de
B. bassiana. A maior reducédo na esporulacdo ocorreu na concentracdo de 0,8 g/L de Fipronil,
apresentando uma reducéo de 28,18, 32,81 e 33,58%, respectivamente, para os isolados IBCB
66, IBCB 170 e IBCB 632 (Tabela 2). As concentragdes de 0,2, 0,4 e 0,8 g/L, néo
ocasionaram diferencas significativas em relacdo a esporulacdo dos isolados. J& observando
os valores da concentracdo de 0,6 g/L, verificou-se que houve diferenca significativa em
relacdo a esporulagdo entre os isolados, sendo que a maior esporulagdo ocorreu no isolado
IBCB 170 e a menor, no isolado IBCB 632.

Tabela 2. Esporulacdo (x 108. mL?) de isolados de Beuaveria bassiana em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA),
tratados com diferentes concentragdes (g/L) do inseticida Fipronil, aos 15 dias de incubacéo.

Concentragdes
Isolado

Controle 0,2g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8g/L
IBCB 66 6,21 Aa* 5,02 Aa 4,35Ba 4,35 Bab 4,46 Ba
IBCB 170 6,43 Aa 5,26 Aa 4,75 Ba 4,66 Ba 4,32 Ba
IBCB 632 5,33 Aa 4,35 Ab 3,96 ABa 3,42 Bb 3,54 Ba
Média geral 4,67
CV (%) 14,78

*Médias seguidas por mesma letra maiUscula na linha e minuscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. CVV= Coeficiente de variagao.

Corroborando com os resultados do presente estudo, Fregonesi et al. (2016),
analisando a toxicidade de agroguimicos em isolados de B. bassiana, observaram, aos 15 dias
de incubacgdo, quando incorporado o ingrediente ativo Fipronil ao meio de cultura BDA,
valores médios de crescimento micelial variando entre 44,25 e 50,75 mm, e esporulagéo
variando entre 1,40 x 10° e 4,97 x 10° esporos/mL. Tais valores se assemelham aos resultados
obtidos na presente pesquisa, onde a média geral de crescimento micelial de B. bassiana foi

de 46,09 mm, e esporulagdo média foi de 4,67 x 108, mL™.
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O crescimento micelial de M. anisopliae quando submetido a diferentes concentracfes
de Fipronil podem ser observados na Tabela 3. Analisando os resultados obtidos pelo isolado
IBCB 348, percebeu-se que a maior reducdo no crescimento micelial se deu quando o mesmo
foi submetido a concentracdo de 0,8 g/L do inseticida, tendo uma reducdo de 15,98 % em

relagdo ao respectivo controle.

Tabela 3. Crescimento micelial (mm) de isolados de Metarhizium anisopliae em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA),
tratados com diferentes concentracfes (g/L) do inseticida Fipronil, aos 15 dias de incubag&o.

Concentracdes
Isolado

Controle 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8 g/L
IBCB 348 55,48 a* 49,71 ab 48,56 b 49,10 b 46,61 b
IBCB 383 54,67 a 48,85 ab 48,53 ab 44,56 b 45,02 b
IBCB 425 50,24 ab 54,03 a 52,42 ab 46,70 b 46,45 b
Média geral 49,39
CV (%) 6,35

*Meédias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV= Coeficiente
de variagéo.

Observando os resultados de crescimento micelial do isolado IBCB 383, verificou-se
gue a maior reducdo no crescimento foi quando o mesmo foi exposto a concentracdo de 0,6
g/L, o que representou uma reducédo de 18,49% quando comparado ao respectivo controle,
porém, foi observado que ndo houve diferenca significativa quando comparado com a média
de crescimento micelial na concentracdo de 0,8 g/L. Diferindo dos demais isolados de M.
anisopliae, o IBCB 425 apresentou maior crescimento micelial quando exposto a
concentracdo de 0,2 g/L, porém, ndo diferiu estatisticamente ao ser comparado com o
respectivo controle e quando exposto a concentragdo de 0,4 g/L. Assim como os isolados de
B. bassiana, verificou-se que ndo houveram diferencas significativas entre os tratamentos
utilizados e os isolados (Tabela 3).

A esporulagdo foi reduzida em comparagdo aos respectivos controles para alguns
isolados de M. anisopliae submetidos as concentragdes do inseticida Fipronil (Tabela 4). O
isolado IBCB 348 ndo apresentou diferengas significativas entre as concentragdes de Fipronil
utilizadas. Para este mesmo isolado, verificou-se que a concentracdo de 0,4 g/L apresentou a
menor producdo de esporos, representando uma redugéo de 22,61% quando comparada com o

respectivo controle.
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Tabela 4. Esporulagdo (x 108. mL™) de isolados de Metarhizium anisopliae em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA),
tratados com diferentes concentracdes (g/L) do inseticida Fipronil, aos 15 dias de incubag&o.

Concentracfes
Isolado

Controle 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8¢g/L
IBCB 348 7,12 Aa* 5,77 Aa 5,51 Aa 6,11 Aa 5,84 Aa
IBCB 383 5,63 Aa 6,29 Aa 4,52 ABa 5,19 Aa 3,32Bb
IBCB 425 6,43 Aa 5,65 Aa 5,00 Aa 5,76 Aa 3,63Bb
Média geral 5,38
CV (%) 16,79

*Médias seguidas por mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. C\VV= Coeficiente de variagao.

Em relacdo ao isolado IBCB 383, a maior producdo de conidios se deu na
concentracdo de 0,2 g/L, ndo diferindo do tratamento controle. Em contrapartida, a maior
reducdo na producdo de conidios se deu quando o isolado foi submetido a 0,8 g/L, o que
representou uma reducdo de 41,03% quando comparado ao respectivo controle. J& o isolado
IBCB 425, a concentracdo de 0,8 g/L apresentou a menor producdo de conidios, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos, e apresentando uma reducdo de 56,45% quando
comparada ao respectivo controle. Verificou-se que houve diferencas significativas na
concentracdo de 0,8 g/L, visto que o isolado IBCB 348 apresentou a maior producdo de
esporos, diferindo estatisticamente dos isolados IBCB 383 e IBCB 425. Para 0os demais
tratamentos (0,2, 0,4 e 0,6 g/L, e controle) ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0s mesmos e os isolados.

Nesse sentido, Bezerra (2018) verificou que o isolado de M. anisopliae (URM 4920),
tratado com inseticida Fipronil na concentracdo de 0,8 g/L ndo apresentou uma reducdo na
producdo de conidios quando comparado a testemunha. Tal variacdo pode estar relacionada ao
fato que se tratam de isolados diferentes, que tendem a apresentar desenvolvimentos distintos,
mesmo quando submetidos a condi¢des semelhantes de ambiente.

Para C. fumosorosea (IBCB 130), houve reducdo no crescimento micelial com o
aumento da concentragdo do inseticida Fipronil (Tabela 5). A menor média de crescimento
micelial foi obtida quando o isolado foi submetido a concentracdo de 0,8 g/L, o que

representou uma reducao de 18,24% quando comparado ao controle.
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Tabela 5. Crescimento micelial (mm) e esporulagdo (x 106. mL!) de isolados de Cordyceps fumosorosea em meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA), tratados com diferentes concentragdes (g/L) do inseticida Fipronil, aos 15 dias de incubagdo.

Concentragdo Crescimento micelial (mm) Esporulagdo (x 106. mL™1)
Controle 58,88 a* 6,24 a

0,2 g/L 53,05 a 5,47 ab

0,4 g/L 49,59 a 5,03 b

0,6 g/L 48,86 b 4,75 be

0,8g/L 48,14 b 3,69c¢c

Meédia geral 51,71 5,04 x 108

CV (%) 4,40 11,98

*Médias seguidas por mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de
variagdo.

Em relacdo a esporulacdo, verificou-se que houve diferengas entre os tratamentos,
sendo que a menor producao de esporos ocorreu a 0,8 g/L, 0 que representou uma reducao de
40,86% quando comparada ao respectivo controle (Tabela 5). Conforme observado por Rojas
(2015), no Brasil ndo existem produtos registrados a base de C. fumosorosea e poucos estudos
foram realizados com esta espécie de fungo entomopatogénico. Porém, os resultados deste
estudo demonstram perspectiva de compatibilidade C. fumosorosea e o inseticida Fipronil,
levando em consideracdo as concentracfes a serem utilizadas, de modo que ndo venham a
interferir significativamente no desenvolvimento do isolado fungico, e consequentemente, em
sua acdo patogénica sobre 0s insetos.

Os sete isolados de fungos entomopatogénicos tratados com Fipronil, na concentragao
de 0,8 g/L, apresentaram reducdo no crescimento vegetativo. Uma possivel explicacdo para
estes resultados é citada por Oliveira et al. (2002). Esses autores sugerem que a metabolizacédo
do meio contendo a formulagdo pelos fungos, pode gerar residuos téxicos que, ao se
acumularem, podem bloquear vias de compostos importantes para o crescimento fangico.

Os resultados de crescimento micelial e esporulagdo dos isolados de B. bassiana
(IBCB 66, IBCB 170 e IBCB 632) e M. anisopliae (IBCB 348, IBCB 383 e IBCB 425),
verifica-se uma variabilidade nos valores encontrados, quando comparados isolados da
mesma espécie. Tal variabilidade pode estar relacionada ao fato de que a toxicidade dos
produtos quimicos sobre fungos entomopatogénicos varia em virtude da espécie ou da
linhagem fangica, bem como da natureza quimica do ingrediente ativo, do modo de acgéo ou

formulacédo do produto (Silva et al., 2013).
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A partir dos resultados obtidos, em relagdo ao crescimento vegetativo e a esporulacao,
o0 inseticida Fipronil foi classificado quanto a sua toxicidade in vitro sobre cada um dos

isolados de fungos entomopatogénicos nas diferentes concentracdes utilizadas (Tabela 6).

Tabela 6. Valores calculados do indice “T” e classificagdo do inseticida Fipronil, em diferentes concentragdes, quanto a
toxicidade in vitro sobre isolados de Beauveria bassiana (IBCB 66, IBCB 170, IBCB 632), Cordyceps fumosorosea (IBCB
130) e Metarhizium anisopliae (IBCB 348, IBCB 383, IBCB 425).

Isolados Concentragéo (g/L) Valores de "T" Classificagdo*
0,2 81 Compativel
0,4 75 Compativel
IBCB 66
0,6 72 Compativel
0,8 73 Compativel
0,2 83 Compativel
0,4 76 Compativel
IBCB 170
0,6 74 Compativel
0,8 69 Compativel
0,2 84 Compativel
0,4 77 Compativel
IBCB 632
0,6 69 Compativel
0,8 68 Compativel
0,2 125 Compativel
0,4 82 Compativel
IBCB 130
0,6 78 Compativel
0,8 64 Compativel
0,2 83 Compativel
0,4 80 Compativel
IBCB 348
0,6 86 Compativel
0,8 82 Compativel
0,2 107 Compativel
0,4 82 Compativel
IBCB 383
0,6 90 Compativel

0,8 64 Compativel
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0,2 92 Comepativel

0,4 83 Compativel
IBCB 425

0,6 90 Compativel

0,8 64 Compativel

*Classificacdo em conformidade com Alves et al., 1998.

Esses resultados corroboram com outros estudos como Fregonesi et al. (2016), que
classificou inseticida a base de Fipronil como compativel em isolados de B. bassiana,
afirmando que o mesmo pode ser utilizado em associacdo; e Bezerra (2018), que encontrou
valores do fator T semelhantes para B. bassiana e M. anisopliae, classificando o inseticida
Fipronil como compativel para os isolados de fungos entomopatogénicos.

Inserido nessa discussdo, Pessoa et al. (2020b) comentam que o fungo, numa
atividade comparavel ao que ocorre com seres vivos em geral, faz uso de todo o seu esforco
reprodutivo quando em presenca de um principio toxico que altera seu ambiente, e prejudica o
seu desenvolvimento, resultando assim, em maior crescimento vegetativo e conidiogénese.
Ainda, Alves & Lopes (2008) afirmam que o microrganismo, num mecanismo de resisténcia
fisiologica, pode metabolizar os principios téxicos do ingrediente ativo, utilizando as
moléculas resultantes desse processo, liberadas no meio de cultura, como nutrientes
secundarios, promovendo seu crescimento vegetativo e a conidiogénese. Estas informacdes
justificam o fato de que no presente estudo, apesar de ser observado um decréscimo na
esporulacdo de alguns isolados tratados com Fipronil em comparacdo as respectivas
testemunhas, esses valores ndo se mostraram estatisticamente significativos.

Na metodologia proposta por Alves et al. (1998), os produtos quimicos séo
adicionados em concentracdes pré-estabelecidas ao meio de cultura fundido, ou seja, ainda
ndo solidificado e a férmula para a classificacdo dos mesmos quanto a toxicidade in vitro
sobre fungos entomopatogénicos, baseia-se no célculo do fator T. Os valores elevados do
fator “T” (> 60 = compativel) encontrados no presente estudo, foram determinados pelo bom
desempenho na producdo de conidios, considerando-se que a formula proposta por Alves et
al. (1998), atribui 80% de participacao para esse parametro na composic¢éo final do valor.

Os estudos in vitro tém a vantagem de expor a0 maximo 0 microrganismo a ac¢ao do
produto quimico, fato que ndo ocorre em condi¢des de campo, onde varios fatores servem de
obstaculo a essa exposicdo. Assim, constatada a inocuidade de um produto em laboratorio,

espera-se que 0 mesmo seja compativel em campo (Oliveira et al., 2018). Por outro lado, a
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alta toxicidade de um produto in vitro nem sempre indica a sua elevada toxidez em campo,
mas sim a possibilidade da ocorréncia de danos dessa natureza (Moino Junior & Alves, 1998).

No contexto do MIP todas as taticas de controle sdo utilizadas e a estratégia de
aplicacdo de fungos entomopatogénicos associado a inseticida, deve-se dar prioridade ao uso
dos produtos que apresentam compatibilidade, levando em consideracdo que estes
entomopatdgenos podem adaptar-se ao ambiente, apresentando posteriormente agdo de
enzootia e epizootia contribuindo para o controle bioldgico natural (Costa et al., 2018). S&o
escassos na literatura estudos referentes ao efeito do inseticida Fipronil sobre fungos
entomopatogénicos, principalmente ao se tratar das espécies de Beauveria bassiana,
Cordyceps fumosorosea e Metarhizium anisopliae. Dessa maneira, outras pesquisas visando
verificar a compatibilidade entre este inseticida e fungos entomopatogénicos se fazem
necessarias, tendo em vista um manejo mais adequado do controle de formigas-cortadeiras,
considerando a biologia dos organismos envolvidos, sendo mais eficazes e menos danosas ao

meio ambiente.

CONCLUSOES
O crescimento vegetativo e a esporulacdo dos isolados de fungos entomopatogénicos
estudados é reduzido com a utilizagdo concentragdes entre 0,4 e 0,8 g/L do inseticida Fipronil.
O inseticida Fipronil é classificado como “compativel” quanto a toxicidade in vitro
sobre os isolados dos fungos entomopatogénicos B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae

estudados.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A prospecgdo de agentes para o biocontrole de formigas cortadeiras € uma linha de
pesquisa importante dentro do contexto econémico, tendo em vista que estes insetos-praga
causam danos significativos aos cultivos florestais. Além disso, a busca por métodos que
viabilizem o controle bioldgico é importante ao meio ambiente, ja que os produtos quimicos,
atualmente utilizados, acumulam-se na natureza e ndo sdo biodegradados sob condig¢des
ambientais. No presente estudo, avaliou-se os fungos entomopatogénicos, importantes agentes
de controle biolégico a diversos grupos de insetos. A associacdo de fungos
entomopatogénicos e inseticidas quimicos para o controle de insetos-praga € uma estratégia
de Manejo Integrado, visto que diversifica os modos de acdo sobre os alvos. Entretanto,
considera-se pertinente ainda investigar o efeito do inseticida Fipronil sobre as caracteristicas
morfologicas dos isolados utilizados nos bioensaios.

No trabalho em discussdo, permite-se concluir que os isolados de Beauveria bassiana
(IBCB 66, IBCB 170 e IBCB 632), Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) e Metarhizium
anisopliae (IBCB 348, IBCB 383 e IBCB 425) sdo particularmente promissores ao
desenvolvimento de bioinseticidas. Cabe destacar que para C. fumosorosea sao inexistentes
na literatura estudos sobre sua patogenicidade em formigas cortadeiras, sendo que 0s
resultados do presente estudo representam subsidios iniciais para futuras pesquisas.
Adicionalmente, observou-se potencialidade do uso consorciado do inseticida Fipronil com os
fungos entomopatatogénicos explorados neste estudo. Ainda, considerando o contexto do
Manejo Integrado de Pragas, verificou-se que o meio de cultura BDA é o mais recomendado
para a producdo massal de fungos entomopatogénicos, tendo em vista que, além de menor
custo, garante a esporulagdo abundante dos microrganismos.

A utilizacdo dos fungos entomopatogénicos B. bassiana, C. fumosorosea e M.
anisopliae se apresentou como uma alternativa potencial para o manejo de populacbes de
Acromyrmex heyeri. Porém, cabe destacar que essa potencialidade deve ser verificada em
condi¢cdes de campo, bem como, a realizagdo de ensaios com outras espécies de formigas
cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex.

A utilizacdo de produtos quimicos, além de serem toxicos a0 meio ambiente e ao
aplicador, eleva os custos de producdo e ndo tem surtido efeito adequado em inumeras
situacOes. Nesse sentido, novos estudos na linha de pesquisa de controle bioldgico de

formigas cortadeiras com fungos entomopatogénicos sado necessarios, considerando a
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diversidade de espécies de fungos entomopatogénicos e sua viruléncia, bem como a condugéo
de metodologias de manejo a campo, considerando os fatores bidticos e sua interferéncia na
viabilidade dos microrganismos utilizados.

Dessa maneira, verifica-se que o controle bioldgico atende a necessidade crescente do
Manejo Integrado de Pragas, ou seja, controlar os insetos-praga com a manutencdo das
condigdes ambientais que permitam a manutencao do ecossistema como um todo. Em adicéo,
a utitilizacdo do controle biolégico ndo objetiva o exterminio das formigas cortadeiras, mas
sim uma reducéo populacional para minimizar os danos econémicos e ambientais ocasionados

pela mortalidade das plantas.



