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INTRODUGAO

As cigarrinhas (Homoptera - Cercopidae) atacam as
pastagens, constituindo-se em um dos sérios problemas pa
ra a pecuaria em diversas regioes do pais; também para a
cana-de-agﬂcar, os prejuizos causados pelo inseto nas
jreas mais infestadas, como os estados de Pernambuco e
Alagoas, sao ainda incalculaveis, nao s6 pela  extensao
da area, como também pela intensidade de infestacao.

Considerando que os inseticidas ja nao tem uma acao
eficaz devido ao aparecimento de ragas resistentes do in-
seto, de ja se ter constatado a grande acao toxica  dos
mesmos sobre os animais e o proprio homem, além do fato
de que sua aplicacao em plantacoes de cana-de-aglcar e
em pastagens, que ocupam grandes areas, torna-se uma me-
dida muitas vezes anti-economica, tem-se partido para a
utilizacao do controle microbiologico de pragas.
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Dentre os microrganismos entopatogénicos conhec;
dos, o fungo Metarhizium anisoplige mostrou-se o mais ef,
ciente contra as cigarrinhas (GUAGLIUMI, 1970, 1971, 197,
MARQUES & VILAS BOAS, 1973). Entretanto, sua utEIEZagaé
em larga escala pode ser prejudicada pelo pouco conhec;
mento de alguns aspectos de sua biologia, especialmentg®
de isolados brasileiros. 1

Dessa forma, este trabalho se propoe a estudar en
uma linhagem de M. anisopliae, que serd designada de A o
que esta sendo usada nos experimentos de campo em variog
Institutos de Pesquisa no Brasil, alguns aspectos biolg-
gicos como crescimento em temperaturas elevadas, efeitq
de -diferentes intensidades de luz no crescimento e ng
producao de conidios e a determinagdo do meio de cultura
no qual o fungo melhor se desenvolva.

MATERIAL E METODOS
A. Efeito da temperatura na germinacao

Suspensao de conidios, obtidos das coldnias incuba
das por oito dias em placas de Petri contendo meio com-
pleto (PONTECORVO e col., 1953) foi preparada em  solu-
cao de Tween 80 (0,1% v/v). Atraves de hematimetro esti-
mou-se o numero de conidios em cerca de 10° - 107 / ml.
Dessa suspensao foram feitas diluicoes convenientes de
modo a se obter uma concentracao aproximada de 100 coni-
dios por placa de Petri. Aliquotas contendo esse numero
de conidios foram semeadas em 15 placas de Petri, sendo
duas delas incubadas a 289C e as restantes a 37°9C, as
quais foram sendo retiradas duas a duas, a partir de 24
horas nesta temperatura e passadas para 289C; no quinto
dia de incubagao a 379C as Gltimas cinco placas foram re
tiradas e incubadas a 28¢°C.

Apos cinco dias de incubagao, efetuou-se a conta-
gem tanto das colonias das placas mantidas a 289C, como
daquelas retiradas diariamente de 379C e transferidas pa
ra 289cC.
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g. Efeito da luz na taxa de crescimento

De uma suspensao de conidios preparada como descrij
no ftem anterior, efetuou-se a semeadura das mesmas
o

to °° quxilio de um fio de platina, molhando-o na suspen

o e inoculando-o no centro das placas de Petri conten-
Saomeio completo. Foram utilizadas quinze placas, sendo
g?nco delas colocadas sob luz continua, cinco sob luz al
rernada € cinco em escuro total.

A luminosidade total foi obtida através de trés lam
sdas incandescentes de 60W e quatro lampadas fluorescen
ges, ficando as mesmas a uma altura de 60cm da  bancada
onde s€ situaram as placas. A luminosidade alternada foi
obtida cobrindo-se as placas, que ficaram na mesma banca
Ja, com tecido preto a cada 12 horas. Na sala existia um
cistema de ar condicionado a fim de manter a temperatura

5 28¢C.

Efetuaram-se medicoes diarias dos diametros das co
16nias a partir do terceiro, até o sétimo dia de incuba

gao

C. Efeito da luz na producao de conidios

De suspensoes de conidios preparadas como descrito
ho Ttem A foram retiradas aliquotas de 0,1 ml e semeadas
em 15 placas de Petri, sendo cinco delas colocadas  sob
luz continua, cinco sob luz alternada e cinco em escuro
total, nas mesmas condigoes descritas no item anterior.

Apos o terceiro dia de geminagéo e, diariamente,
até o setimo dia, foram retiradas duas amostras de cada
placa. Essas amostras constituiam-se em discos de meio
de cultura, contendo o fungo em crescimento, obtidos com
0 auxflio de um furador de rolha, de 7mm de diametro.

Cada disco foi colocado, separadamente, em um tubo
de ensajo contendo 2,5 ml de Tween 80. Apos agitacao dos
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tubos durante 1 minuto, retiraram-se alfquotas e o ng
ro de conidios foi estimado em hematimetro. M,

D. Germinacao em diferentes meios de cultura

De suspensoes preparadas como descrito no Ttep
foram retiradas aliquotas de 0,1 ml e colocadas em tup,
de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura, resu]tawi
na concentragao adequada para se obter cerca de 50 Conﬁ
dios por campo de microscopio.

Foram usados trés meios de cultura 1iquidos: Mej,.
completo, batata-dextrose e meio de arroz (AQUINO, 197M
os quais foram distribuidos em quinze tubos de ensa%:
sendo cinco tubos contendo 10 ml de cada meio de culg
ra.

A partir da primeira hora de incubagao, a 289C ap
a 122 hora, retiraram-se aliquotas dos tubos contendo g
diversos meios de cultura, efetuando-se a contagem dos
conidios germinando, em laminas de microscopio, de um t
tal de 50 conidios por campo. ’

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A. Efeito da temperatura na germinacao

Como pode ser verificado no quadro I, a linhagemA
de M. antsopliae comportou-se diferentemente quando incy
bada a 289C e 37°C, observando-se crescimento apenas nas
placas incubadas a 289C cujas colonias apresentava tama
nho bem grande.

Estes resultados estao de acordo com os obtidos pof
BALFOUR-BROWNE (1960), MASERA (1957) e DIOMANDE (]969%
0s quais mostraram que a temperatura Ootima para o cresc!
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JADRO 1 - Nimero de colonias obtidas apos incubagao de
¢ conidios da linhagem A de M. anisopliae a 28°C
e 37¢C.
—_ _-
379C » 28¢9cC
370c 285C ____ e
1 2 3 4 5
—-".--.___

wédias 0 98 84,0 42,5 10,0 0,
porcentagens 0 100 85,7 43,3 10,2 0,

==
* As placas incubadas a 37°C foram sendo retiradas diari

amente e colocadas a 28¢9C.

0,0
0,0

mento do fungo esta entre 259C e 30°C e a maxima entre
320C e 349C.

Verifica-se que as placas re-incubadas a 28°C, apos
terem permanec1do durante 24, 48 e 72 horas a 37°9C, apre
sentaram um numero menor e decrescente de coldnias em re
lagao as obtidas a 289C, enquanto que as placas mentidas
por 96 a 120 horas a 37°C mesmo apos cinco dias de re-
incubacao a 289C, nao apresentaram crescimento algum.

VEEN (1968) verificou que até 429C, nao ha morte
dos esporos mas que exposicoes de esporos a 50°C por 5
minutos eram suficientes para inibir a germinacao. Con-
cluiu que os esporos parecem ter um ponto termal de mor-
te relativamente baixo. No presente trabalho, entretan-
to, verificou-se que a temperatura de 37¢9C, nas condi-
coes utilizadas, por 96 horas ou mais, ja € suficiente
para causar a morte dos esporos. 0 conhecimento desse da
do para a linhagem A de M. anisopliae e importante  por
ser esta a linhagem utilizada em experimentos de contro-
le biolégico em regioes do Brasil cuja meédia anual de tem
peratura € alta. Assim, para um controle mais efetivo, po
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der-se-ia pensar no isolamento de linhagens ja resistep.
tes a temperaturas existentes na natureza ou um melhora
mento genético do fungo por |ndugao, atraves de agenteg
mutagenicos, de mutantes com maior resisténcia a tempera
turas elevadas ou por recomblnagao com outras linhageng
que tenham essa caracteristica, e selecao dos recombing,
tes desejados. Deve-se objetivar ainda, as diferentes ¢
gioes do Brasil onde se devera aplicar o fungo, a fim dqa
uma possivel utilizacao nas mesmas, de linhagens de .
anisopliae adaptadas a temperatura de cada uma delas.

B. Efeito da luz na taxa de crescimento

A figura 1 evidencia as curvas de crescimento obtj
das através da média dos diametros das colonias proveni
entes de placas incubadas sob luz continua, luz alterna-
da e escuro total. 0 quadro || sumariza a diferenca de
crescimento em centimetros entre o 39 e 7% dia de incuba
cao a partir da média dessas colonias. )

Aplicou-se o teste F, de acordo com a formula pro-
posta por PIMENTEL GOMES (1963), resultando o mesmo sig-
nificativo ao nivel de 5% de probabilidade, indicando que
existem, provavelmente, diferencas entre tratamentos pa-
ra a taxa de crescimento. 0 teste de Tukey (quadro II)
mostrou que na auseéncia de luz, a taxa de crescimento da
linhagem utilizada de M. antsopliae, nao diferiu signifi
cativamente em relacao ao tratamento com luz  alternada
sendo, entretanto, diferente estatisticamente do trata-
mento com luz continua. Este Gltimo, por sua vez, nao di
fere estatisticamente do tratamento com luz alternada pa-
ra o carater taxa de crescimento

Ha uma forte evidéncia, portanto, de que o escuro
propicia melhor crescimento do fungo do que a luz conti-
nua. Ao maior crescimento das colonias mantidas no escu-
ro deve-se adicionar ainda, o desenvolvimento micelial
muito grande, ficando as colonias com micéelio branco,
abundante e de aspecto cotonoso. As colonias submetidas
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QUADRO 11 - Total de crescimento das coldnias (em cm) g
] . . a
linhagem A de M. antsopliae entre o 39 .
7° dia de incubacao sob luz continua, alter.
nada e escuro total

T
Luz
Repeticoes  mmmemeeemm . Escuro
Continua Alternada
1 1,5 1,7 1,9
2 1,2 1,5 1,9
3 J:59 1,9 1,9
4 1,2 1,9 1,7
5 1,6 - 2,0
TOTAL 7.4 7,0 9,4
MEDIA 1,48b* 1,73ab 1,88a

* Médias com as mesmas letras nao diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5%.

a luz alternada ficaram intermediarias entre os outros
dois tratamentos, sendo que a taxa de crescimento e o de
senvolvimento micelial das colonias mantidas sob luz coﬁ
tinua foram bem menores. Esses dados concordam com os
de MULLER-KOGLER (1967), o qual observou que a porcenta-
gem de germinagao do fungo, nas primeiras 24 horas de ger
minagéo, foi mais elevada no escuro do que na luz.

C. Efeito da luz na producao de conidios
A figura 2 evidencia as curvas de produgio de conj
dios obtidos de coldnias submetidas a diferentes intensi

dades luminosas.

Verifica-se que o nimero de confdios produzidos sob
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luz continua foi superior aquele produzido sob luz alter
nada e escuro total, sendo essa producao iniciada logo ng
3¢ dia, enquanto que para os outros dois tratamentos foi
somente a partir do 42 e 52 dia, respectivamente. Apenag
apos o 69 dia de contagem & que a producio de conidios
sob luz alternada igualou-se a de luz continua.

A produgao de conidios sob escuro total foi bem in-
ferior aos dois tratamentos com luz, além dos conidos sg
comegarem a ser produzidos a partir do 59 dia. Por outro
lado, nas placas submetidas a esse tratamento, observou-
se uma grande produgao de micélio branco e cotonoso, en-
quanto que nos outros tratamentos nao se verificou este
fato, indicando que a luz parece ter grande influénciana
produgao de conidios. 0 mesmo fato ja havia sido verifi-
cado por CHENG & CHEN (1962), MATTA & OLIVEIRA  (1978),
COCHRANE (1958) e VEEN (1968).

D. Germinacao em diferentes meios de cultura

Como pode-se verificar na figura 3, o meio de ar-
roz foi o melhor substrato para ocorrer agerminagaomais
rapida dos esporos da linhagem A de M. anisopliae, veri-
ficando-se uma alta porcentagem de germinagao ja a par-
tir da 32 hora apds a inoculacao.

Os meios de batata e completo tiveram efeito seme-
Thante na germinagao dos conidios, verificando-se a par-
tir da 102 hora apos a inoculagdo, porcentagens bem pré-
ximas daquelas apresentadas no meio de arroz.

A superioridadedomeiode arroz em relagao aode bata
ta dextrose e ode amido foi comprovada por AQUINO (1974) na
frutificagao e desenvolvimento do fungo num menor espago
de tempo. MARQUES & VILAS BOAS (1973) ja haviam verifica
do o bom crescimento e esporulagao do fungo nesse meio e
outros autores como VILLACORTA (1977) e COSTA & MAGALHAES
(1974) utilizaram esse meio para o cultivo do fungo com
exito. Entretanto, esses resultados referem-se mais ao
crescimento e esporulacao obtidos sempre em 15 dias de
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FIGURA 3 - Curvas da germinacao de conidios da linhagemA

de M. anisopliae nos meios completo, de bata-
ta e de arroz liquidos.
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cultivo, ndo havendo informagoes sobre a relagao gerp,
cao/tempo. My

0s dados sobre o tempo de germinacao de M. anyg
pliae poderao ter aplicagao nos estudos geneticos OnJ
se visa a obtengao de mutantes atraves dernutagénicosqu?
micos, os quais poderao ser usados entre 6 e 12 horas a{
pos a inoculagao do fungo, quando se tera certeza de Qe
o DNA ja sofreu pelo menos uma replicacao.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podem-se tj.
rar as sequintes conclusoes, pelo menos na linhagem utj.
lizada:

A - a temperatura de 379C inibe o crescimento do
fungo, tornando os confdios inviaveis apos 9
horas de incubagao;

B - a luz continua aumenta a esporulagao de M. ani
sopliae, enquanto o escuto total favorece o de
senvolvimento micelial do mesmo, mantendo-se a
luz alternada intermediaria aos outros dois
tratamentos;

C - a germinacao dos conidios de M. anisoplice &

mais rapida em meio de arroz do que emmeio com
pleto ou meio de batata.

RESUMO

0 presente trabalho foi realizado para verificaros
efeitos de temperatura e intensidade de luz no crescimel
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rodugéo de conidios de uma linhagem do fungo ento-
génico, Metarhizium anisopliae, que vem sendo usa-
Brasil para o controle biologico de cigarrinhas.
£studou=se também a influéncia de diferentes meios de cul
Livo no desenvolvimento do fungo. Verificou-se que a tem
eratura de 379C inibe a germinacao dos conidios da 1i-
P agem usada, tornando-os inviaveis se forem expostos por
;2i§ de 96 horas nesta temperatura. A luz continua  tem
inf]uéncia sobre a produgao de conidios aumentando-a bas
rante em relacao a luz alternada e ao escuro total, sen-
do que este ultimo favorece o desenvolviwento micelial.
Foi verificada a porcentagem de germinacao em alguns
peios de cultura liquidos, ogservando—se que o meio de
arroz propiciou uma germinacao mais rapida.

e P

mopa t©
da n°

SUMMARY

This work was done to determine the effects of tem
perature and light intensity on the growth and production
of conidia by an entomopathogenic strain of Metarhiziwn
anisopliae used in the grasshopper biological control in
Brazil:. The influence of different culture media on fun-
gus growth was also studied. The results showed that the
re was no conidium germinationat 379C. After 96 hours
at this temperature the conidia became inviable. Conti-
nous visible light increased conidiumproduction but myce
lial growth was favoured in total darkness. The liquid
rice brothwas themost objective for a faster conidiumgermi
nation.
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