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INTRODUGAO

Embora os inseticidas quimicos temham representado
um avango no combate aos insetos indesejaveis, a emer-—
gencia de mutantes na populacao de insetos que sao resis
tentes aos mesmos, torna muitas vezes a sua utlllzagao
pouco eficiente. Além do mais, com o uso abusivo e in-
discriminado de inseticidas quimicos, outros  problemas
podem surgir entre os quais a eliminacao dos inimigos na
turais do inseto indesejavel e os efeitos toxicos dos
mesmos em animais e no proprio homem. Finalmente, o uso
de inseticidas representa uma medida antl economica em
certas condigoes, especialmente em regioes troplcaLs Des
sa forma, no que se refere ao controle de pragas agrlco—
las, visando a preservacao das condigoes naturais previa
mente existentes e a d1m1nu1gao dos gastos, tem se dado
enfase ao uso do controle integrado. Neste, alia-se o
controle quimico e biologico, alem de outras praticas a-
gricolas, de modo a reduzir as populdgoes de insetos pra
gas e mante-las a um nivel tal que nao causem danos eco-
nomicos as culturas.

Quanto ao controle microbiologico, o fungo cntomopa
togenico Metarhizium anisopliae (Metsch) 3Sorokin tem pa
pel de destaque, principalmente no Brasil (AQUINO, 1974;
AQUINO et alii, 1975; NAVES, 1980), onde ele ja e produ-
zido em escala 1ndustr1a1 por orgaos governamentais e
firmas particulares. Sua utilizacgao ocorre espec1a1men-
te no controle de cigarrinhas de pastagens e cana-de-agu
car. Para que esse controle seja o mais eficiente pos—
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sivel, e necessario o uso de linhagens apropriadas que
possuam qualidades como: alta eficiencia no controle dos
insetos pragas, facil disseminagao, resistencia a condi-
goes adversas, alem de qualidades industriais, como oti-
ma conidiagao e taxa de crescimento elevada. Essas qua-
lidades podem existir em linhagens isoladas da natureza
ou serem conseguidas por inducao de mutagoes. Para um
programa de melhoramento e importante o estabelecimento

do nivel de variabilidade matural que ocorre em linha-
gens selvagens com relagao a caracteristicas desejaveis;
e importante, tambem, a verificacao da possibilidade do
isolamento de mutantes induzidos por agentesmutagenicos.
O presente trabalho foi conduzido com a finalidade de se
estudar a variabilidade natural existente em 11 linha-
gens de Metahizium anisopliae com relagao a taxa de cres
cimento, produgao de esporos, assim como a sobrevivéencia
de determinadas linhagens a luz ultra-violeta.

0 carater resistencia a luz ultra-violeta & impor-
tante nao so para a sobrevivencia de conidios quando apli
cados em condigoes de campo, como tambem o ebtabelec1men

to de curvas de sobrev1venc1a, facilitando o posterior
uso desse agente mutagenico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as seguintes linhagens:

Linhagem izg?imggto Hospedeiro original
VA Salvador (BA) Mahanarva posticata
Al9 Salvador (BA) Deods schach

C Recife (PE) M. posticata

Eg, Eg Vitoria (ES) Deods flavopicta

K Jahu (SP) D. fLavopicta

M Manaus (AM) Deodis sp.

MT Mato Grosso Deods sp.

AL Maceio (AL) M. posticata
PE(PLs5) Pernambuco M. posticata

MJ (major)  UsA
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Todas as linhagens foram classificadas como M. ani-
sopliae var. anisopliae com excegao da linhagem MJ clas
sificada como M. an&Aopﬂ&ae var. majon. As linhagens fo
ram mantidas em meio completo solido inclinado a 49C.

Meios de cultura: foi usado em todos os experimen-
tos o meio completo solido (PONTECORVO et alii, 1933, mo
dificado por AZEVEDO & COSTA, 1973).

Crescimento e produgao de conidios: conidios das 11
linhagens foram suspensos em solugao salina (0,85%) con-
tendo o agente espalhante Tween 80 (0,17 v/v) e semeados
com diluigoes apropriadas em placas com meio  completo.
Microcolonias de cada linhagem com 48 horas de desenvol-
vimento foram transferidas para o centro de placas de Pe
tri com meio completo e frascos com tampa de baquelite
fracamente rosqueadas contendo o mesmo meio de cultura e
incubadas a 289C. A determinagao da taxa de crescimento
das colonias nas placas foi efetuada do 59 ao 109 dia de
incubacao, pela medida do diametro das mesmas. Concomi—
tantemente foi determinada a quantidade de conidios pro-
duzidos nos frascos. Para tal, ad1c1onou se 2,5 ml de
solugao de Tween 80 (0,17 v/v) e apos forte agltagao com
auxilio de uma pipeta, retiraram—se aliquotas da suspen-
sao, para contagem dos conidios em camara de Neubauer.

Sobrevivencia a luz ultravioleta: conidios de 5
linhagens (Eg, Eg, A4, M e MJ) foram submetidos a dife-
rentes tempos de irradiagao (0, 1, 2, 4 e 8 minutos) por
luiz ultravioleta (254 nm), com fluxo de 1 J/mz/seg Apos
irradiagao, os conidios foram semeados, com diluigoes a-
propiadas, em placas contendo meio completo. Incubou-se
por 4 dias a 289C. A contagem de colonias nas placas
permitiu o estabelecimento das curvas de sobrevivencia.

RESULTADOS

0 quadro I apresenta os valores medios obtidos para
o diametro das colonias das diferentes linhagens de M.
anisopliae. No quadro_II sao apresentados 0s resulta
dos relatlvos a produgao de conldlos das 11 11nhagens de
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porcentarens relativas dos conidios sobreviventes a ultra
violeta ¢.. 5 linhagens analisadas estao resumidos no qua
dro III e figura 1.

DISCUSSAO

Taxa de crescimento: como se verifica pelo quadro
I, a taxa de crescimento das linhagens de M. andisopliae
variou bastante. Em geral, linhagens que apresentam me-
nor crescimento inicial, como a M e Al, continuaram sen-
16 as de menor taxa de crescimento até o 109 dia, enquan
“o que a linhagem Aj9, que alcancou maior diametrono 59
dia, continuou sendo tambem a de maior taxa de crescimen
to ate o 109 dia. Entretanto, nota-se que as linhagens

K, C, PE e MJ nao seguiram exatamente esse padrao, pois
apesar de apresentarem um bom crescimento inicial, foram
superadas pelas linhagens Eg, Eg e MT ao atingirem o 109

dia de desenvolvimento.

Verifica-se, portanto, que na maioria dos casos ha
possibilidade de uma selegao entre linhagens que apre—
sentam melhor taxa de crescimento ja no 59 dia de desen-—
volvimento ou talvez ate antes, com sensivel economia de

tempo, no processo de seleggo. Uma vez que ja e possi-
vel o cruzamento dentro de linhagens (MESSIAS & AZEVE~
DO, 1980) e mesmo entre linhagens atraves da fusao de

protoplastos (SILVEIRA, 1983), a variabilidade existente
quanto a esse carater permite posterior estudo para a de
terminagao da genética do crescimento em M. anisopliae.
Por exemplo, o cruzamento da linhagem Ajg, a de maior
crescimento nas condigaes usadas, com AL, a de menor
crescimento, possibilitaria melhor conhecimento da natu-
reza genetica da taxa de crescimento e permitiria que um
programa de melhoramento, visando obter-se recombinantes
de alta taxa de crescimento e outras caracteristicas de-
sejaveis, pudessem ser desenvolvidas.

Produgao de conidios: pelo quadro I, verifica-se que
tambem a produgao de conidios em termos cumulativos va-
riou bastante entre as linhagens. Contudo, nota-se que
dentro da mesma linhagem existe uma correlacao (variando
de 0,71 a 1,00) no que se refere ao diametro da colo-
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FIGURA 1 - Curvas de sobrevivéncia a luz UV de 5 1linha-
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esse demonstrado estatisticamente pelo coeficiente de
correlagao de Spearman (rs). "

Ev1dentemente, quanto maior o diametro da colonia,
maior a produgao de conidios dentro da mesma  linhagem.
Entretanto, observa-se tambem que entre linhagens, algu-
mas delas apresentam um menor diametro em relagao as ou-
tras, apesar de possuirem boa produgao de conidios; este
& o caso da linhagem M (quadros I e II). Tambem nem sem
pre uma linhagem que apresenta boa produgao de conidios
no inicio do crescimento sera melhor no final. Assim,
por exemplo, nota-se que a linhagem PE, a que mais produ
ziu conidios no 59 dia de desenvolvimento, foi a 62 clas
sificada no final, enquanto que a linhagem M, melhor pro
dutora no 109 dia, ate o 89 dia foi superada por outras
linhagens menos produtivas. Esses dados sao de grande
importancia do ponto de vista do melhoramento genétiao
onde esses fatores tem que ser levados em con91deragao
quando se selecionam mutantes para alta conidiagao. As-
sim, por exemplo, o cruzamento da 11nhagem Eg, uma das
mals eficientes usadas no controle blologlco (MESSIAS,
nao publicado), com a linhagem M (a que mais produziu
conidios), poderia resultar em um aumento da producao de
conidios aliados a alta agressividade nos recombinantes.
Outro fato evidente, & que em geral as linhagens apre-
sentam um pico de produgao ao redor do 79 e 89 dias. Uma
explicacao possivel para esse fato, poderia estar rela-
cionada a uma diminuicao de nutrientes do meio, parcial-
mente consumidos, o que criaria condigoes adversas ao
crescimento linear, proporcionando intensa conidiacao.
Aliados aos estudos genéticos, seria interessante o de-
senvolvimento de pesqulsas visando reduzir o tempo neces
sario para a producao de conidios, com evidentes vanta-
gens industriais.

Sobrevivencia a luz ultravioleta: utilizando-se a
luz ultravioleta, foi possivel a construgao da curva de
sobrevivencia em 5 linhagens de M. anisopfiae (quadro IIT
e figura 1), evidenciando-se uma correlacao entre dose e
efeito produzido. A dose capaz de inviabilizar 957 dos
conidios foi obtida com um tempo de 1,95 minutos para
a linhagem 4,; 3,60 e 3,80 para MJ e M respectivamente e
entre 7,35 e 7,80 minutos para asllgqhagens Eg e Eg com
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mo nas « . .acteristicas analisadas anteriormente, as 1i-
nhagens apresentaram diferentes respostas a luz ultra-
violeta, 1nd1cando tambem nesse caso uma alta variabili-
dade quanto a resistencia natural em relacao a esse agen
te.

De qualquer modo, conclui-se que a variabilidade &
bastante grande nas linhagens da especie M. anisopliae
para os caracteres analisados, o que permitira o desen-
volvimento de programa de melhoramento genético na espe-
cie, sem a necessidade inicial da inducao de mutantes.

RESUMO

O presente trabalho foi conduzido com a finalida-
de de se estudar a variabilidade natural existente em 11
linhagens do fungo entomopatogenico Metarhizium andso-
pliae, com relagao ao crescimento, producao de conidios
e sobrevivencia a luz ultravioleta. Os resultados indi-
caram a existencia de uma alta variabilidade entre 1i-
nhagens quanto ao crescimento e producao de conidios. As
linhagens que apresentaram maior conidiagao foram M, Eg,
Ay e Eg. Com relagao a luz ultravioleta, as 11nhagens
Eg e Ep foram as mais resistentes entre as linhagens ana
lisadas. Os resultados mostram que um programa de melho
ramento genetico na especie pode ser conduzido utilizan-
do a variabilidade natural ja presente na mesma.

SUMMARY

The natural variability presented in eleven strains
of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae was
studied. The characters colony growth, conidia produc
tion and survival to ultraviolet light were considered.
The results showed the occurrence of a high wvariability
among the strains used for all traits analyzed. High co-
nidia production was detected in strains M, Eg, A4 and
E9. Strains Eg and Eg presented higher ultrav1olet re-—
sistance in relation to other strains. The results show
that a breeding programme can be carried out using the
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