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Resumo

Metharizium anisopliae vem sendo bastante utilizado no controle de Mahavarna fimbriolata, entretan-
to, nem sempre este fungo é o mais adequado para aplicagdo devido a influéncia de diversos fatores
ambientais. Nesse sentido buscou-se avaliar a colonizagdo de fungos filamentosos no biocontrole de
cigarrinha-da-raiz. Amostragens de solo e de Brachiaria brizantha foram realizadas para isolamento,
quantificagao e identificagdo das espécies fungicas. Quatorze fungos foram isolados e aspergidos em
cigarrinhas, avaliando-se no cadaver, 24 e 48 h apds a aspersao, a taxa de colonizagdo. Concomitan-
temente avaliou-se a producao de micotoxinas. Foram quantificados em média 2,0 x 10° UFC.g" e
identificados cinco géneros fungicos, sendo que Aspergillus € o fungo mais prevalente tanto no solo,
quanto em forrageiras em regides de clima tropical. A forrageira apresentou maior quantidade de col6-
nias fungicas.g™' em relagdo ao solo. Alta diversidade fungica é observada nos ecossistemas estuda-
dos. Apenas o Metarhizium anisopliae apresentou 100 % de colonizacdo. O género Aspergillus (IF-12)
isolado do solo apresentou taxa de colonizacao de 77 %, ja isolados oriundos do rimen apresentaram
taxa de colonizagao de 66 % (IF-01), 17 % (IF-03) e 0 % (IF-02) respectivamente, os demais isolados
apresentaram taxa de colonizagéo inferior a 35%. A produgéo de micotoxina foi observada apenas em
dois dos isolados avaliados, Aspergillus spp. (IF-14) e Trichophyton spp. (IF-05). O género Aspergillus
apresenta potencial para uso em biocontrole da cigarrinha, no entanto sdo necessarios maiores estu-
dos buscando avaliar outras concentragdes dos fungos testados, formas de manipulagéo para aperfei-
¢oamento e aplicagdo no controle de percevejos, como a cigarrinha-da-raiz.

Palavras-chave: Controle biolégico. Entomopatégenos. Microbiologia.

In vitro evaluation of filamentous fungi in the biological control of Mahavarna
fimbriolata

Abstract

Metharizium anisopliae has been widely used for controlling Mahavarna fimbriolata, however, not al-
ways this fungus is the most suitable for application due to the influence of various environmental fac-
tors. In this sense we sought to evaluate the colonization of filamentous fungi in biocontrol of leafhopper
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the root. Soil samples and B. brizantha were made for isolation, quantification and identification of fungal
species. Fourteen fungi were isolated and sprinkled in leafhoppers, evaluating the corpse, 24 and 48 h
after spraying, the rate of colonization. Concomitantly also evaluated in the production of mycotoxins.
They were quantified on average 2.0 x 10 CFU.g" and identified five genera of fungi, being that As-
pergillus is the most prevalent fungus in the soil, as in forage in tropical regions. The forage had higher
amounts of fungal colonies.g™' relative to the ground. High fungal diversity is observed in the studied
ecosystems. Only Metarhizium anisopliae showed 100% colonization. The genus Aspergillus (IF-12)
isolated from soil showed 77% colonization rate, already isolates from the rumen showed colonization
rate of 66 % (IF-01), 17 % (IF-03) and 0 % (IF-02) respectively, the other isolates showed colonization
rate of less than 35 %. The mycotoxin production was observed in only two of the tested isolates, Asper-
gillus spp. (IF-14) and Trichophyton spp. (IF-05). The genus Aspergillus has potential for use in biocon-
trol of leathoppers, however more studies are necessary to assess seeking other fungal concentrations
tested forms of manipulation for improvement and application in control of bedbugs, as the Mahavarna

fimbriolata.

Keywords: Biological control. Entomopathogens. Microbiology.

Introducao

A Mahavarna fimbriolata (Hemiptera:
Cercopidae) popularmente conhecida como “ci-
garrinha-da-raiz” no Brasil, é considerada uma
das principais pragas da cana-de-agucar (BAR-
BOSA, 2011). As ninfas dessa espécie ocasio-
nam uma desordem fisiolégica em decorréncia
de suas picadas que prejudicam o transporte
de agua e nutrientes para os pontos de cresci-
mento aéreo quando se alimentam nas raizes
da planta e, os adultos injetam toxinas no ter-
¢o superior da cana-de-agucar em crescimento,
ocasionando manchas nas folhas das mesmas
(GARCIA et al., 2006; BARBOSA, 2011).

Adultos e ninfas de cigarrinha-das-pas-
tagens se alimentam no xilema das plantas hos-
pedeiras causando danos que diminuem a sua
producgdo, provocando amarelecimento das fo-
Ihas com posterior secagem e morte das folhas
(LOHMANN et al., 2010; TEIXEIRA; SA, 2010).

Metharizium anisopliae é um patdégeno
de insetos, relevante economicamente e, que
vem sendo amplamente estudado no contro-
le biolégico de percevejos como a Mahavarna
fimbriolata e Deois flavopicta (PEREIRA et al.,
2008). Contudo, nem sempre este microrganis-
mo é o mais indicado para a producgéo e apli-
cagao na regidao em estudo (LOUREIRO et al.,
2012; MACEDO, 2005), pois a temperatura, a
umidade e o tipo de solo, podem afetar a persis-
téncia do conidio, mortalidade do hospedeiro e
a esporulacao do fungo sobre o inseto infectado
(LANZA, 2009). Além disso, sua utilizagao € limi-
tada devido a sua viabilidade nao ser alta quan-
do relacionada com inseticidas quimicos (LEAO,
2011).

O uso de Metarhizium anisopliae no
controle de M. fimbriolata, além de ser eficiente,
é interessante por ser economicamente e ecolo-
gicamente vidvel (KASSAB et al., 2012b). Como
a maioria das variedades de cana-de agucar
de interesse comercial sdo suscetiveis aos da-
nos causados por ninfas e adultos dessa praga
(KASSAB et al., 2012a), pesquisas nesta linha
sdo de suma relevancia para o manejo de pra-
gas da cultura.

Para o controle das cigarrinhas normal-
mente sdo empregados inseticidas quimicos,
porém este método nido € eficiente devido a
localizagdo das ninfas desses insetos no solo
(LEITE et al., 2002). Com isso, a busca por
bioinseticidas eficazes no controle de pragas
danosas a agropecuaria se torna crescente.
Praticas de inser¢do e manutengao de popula-
¢bes de inimigos naturais de culturas agricolas
tem sido utilizado amplamente nos ultimos anos,
principalmente por apresentar resultados satis-
fatérios no controle de pragas sem degradar o
ambiente (CORREIA, 2013).

A ocorréncia dessas pragas tornou-se
relevantes nos locais de elevadas temperaturas,
devido as condi¢gdes de alta umidade propor-
cionadas pela grande porgao cobertura vegetal
junto ao solo, o que favorece o desenvolvimen-
to das ninfas da praga (DINARDO-MIRANDA et
al., 2002). A microbacia de Ceres-Go caracteri-
za-se por apresentar temperatura média anual
de 25°C, precipitagdo média anual de 1.300
mm, o clima de acordo com a classificagdo de
Kobeppen, é do tipo Aw, ou seja, clima tropical
com estacdo Umida e seca bem definidas (MAR-
QUES, 2013).
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Pouco se sabe sobre a atividade e efi-
cacia de fungos no controle de cigarrinhas que
infestam regides como as encontradas no Norte
do estado de Goias. Dessa forma, objetiva-se
com o presente estudo avaliar a diversidade
fungica de dois diferentes microambientes da
fazenda experimental do IF Goiano (Ceres-GO),
testar Metarhizium anisopliae e isolados fungi-
cos naturalmente isolados dos sitios de estudo
e verificar existéncia de produgédo de micotoxi-
nas, a fim de selecionar cepas promissoras para
serem usadas no controle biolégico de pragas,
como a cigarrinha-da-raiz.

Material e métodos

Amostras aleatérias representativas de
solo e de Brachiaria brizantha foram obtidas nas
dependéncias do setor de Bovinocultura do Ins-
tituto Federal Goiano, Campus Ceres. A regido
amostrada possui um Latossolo Vermelho Dis-
trofico tipico, cultivado com Brachiaria brizantha.
Aforrageira estudada nao estava sob pastejo de
animais.

As amostras coletadas nos diferentes
pontos foram homogeneizadas para a retirada
de uma subamostra de 1 g de material. As su-
bamostras foram acrescidas de agua destilada
esterilizada na proporgao de 1: 10 (10 mL) e di-
luidas em cem vezes. Apds sucessivas diluigdes
seriadas, foi retirada uma aliquota de 0,1 mL da
ultima diluigdo (10%) e inoculada em placa de
Petri com meio de cultura de Agar Batata Dex-
trose e, espalhada com o auxilio de uma alga
de Drigalsky. Posteriormente as placas foram
incubadas em estufa a 37°C para crescimento
e esporulacao do fungo por 15 dias. As colbnias
desenvolvidas foram quantificadas e repicadas
para tubos contendo meio inclinado e, apos
desenvolvimento, mantidas em geladeira para
posterior manipulacdo e identificagdao. Foram
obtidas doze repetigdes por tratamento (solo e
forrageira).

Um representante de cada morfotipo
distinto seguiu para etapa de identificacdo. A
identificacdo dos fungos obtidos baseou-se nas
caracteristicas macroscoépicas da colonia, como
cor, forma e aspecto, bem como nas estruturas
microscoépicas e reprodutivas, através da técni-
ca de microcultivo (KERN; BLEVINS, 1999). To-
dos os fungos obtidos e utilizados neste ensaio
foram preservados e armazenados em colegao,
por meio da técnica de Castellani (CASTELLA-
NI, 1967).

Uma cepa de Metarhizium anisopliae
(fungo referéncia no controle bioldgico de pra-
gas) foi adquirida por meio de compra de bioin-
seticida comercial. Esta foi multiplicada em meio
de cultura Agar Batata Dextrose (BDA) no la-
boratério de Microbiologia do Instituto Federal
Goiano, Campus Ceres. Também foram avalia-
das cepas de Aspergillus spp. (n=3) oriundas de
ramen de bovinos de corte criados em sistema
extensivo de pastejo, cedidos pela Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Solugdes dos isolados fungicos obtidos
foram padronizadas em fungdo da escala de
Mac Farland 3 (concentragédo: 108 conidios.mL"
). Para isso, os conidios foram raspados das
superficies das placas contendo o fungo e, res-
suspendidos em agua destilada estéril adicio-
nado a surfactante Tween 20 (LORENZETTI et
al., 2012). Cada cepa fungica avaliada constituiu
um tratamento, sendo quatro fungos oriundos
de solo, sete de forrageira, trés de rumen, o fun-
go comercial M. anisopliae (controle positivo) e
um tratamento testemunha (controle negativo).
O tratamento controle negativo foi representado
por aspersao de agua destilada estéril nas uni-
dades experimentais. Totalizando 16 tratamen-
tos avaliados.

Amostras de cigarrinhas-da-raiz foram
obtidas aleatoriamente na fazenda experimen-
tal do Instituto Federal Goiano Campus Ceres e
levadas ao laboratério de Microbiologia do refe-
rido Instituto. As cigarrinhas foram armazenadas
sobre folhas de pastagem (Brachiaria brizantha)
de aproximadamente 8 cm de comprimento no
interior de caixas plasticas do tipo Gerbox (11 x
11 x 3,5 cm). Individualmente, foram banhadas
com 10 yL do inéculo padronizado dos respecti-
vos fungos. Cada fungo foi aspergido em cinco
cigarrinhas. Apds asperséao, as placas ficaram
em condi¢gdo ambiente e, as 24 e 48 h apds a
aspersao, realizou-se a leitura para determina-
¢do da capacidade de colonizagdo e antago-
nismo dos inéculos. O indice de mortalidade foi
determinado considerando o numero de insetos
mortos quantificados observando-se concomi-
tantemente o crescimento micelial e conidio-
génese na parte externa do cadaver. Ja a taxa
de colonizagdo foi medida de forma qualitativa
por observagéo visual por meio de escores (0,
1, 2, 3) metodologia adaptada de Loureiro et al.
(2005). Apos obtencao dos dados, determinou-
se a taxa de colonizacdo de cada tratamento
proposto.
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Cada isolado obtido foi avaliado quanto
a produgao de micotoxinas. Adotando-se o mé-
todo de identificagcdo de cepas produtoras e ndo
produtoras de micotoxinas conforme descrito
por Saito e Machida (1999). Cada isolado fungi-
co, em triplicata, foi inoculado no centro da placa
de Petri com meio de cultura agar dextrose ba-
tata (BDA). Apds um periodo de incubagio de
cinco dias em estufa a 37°C adicionou-se nas
tampas das placas, dois mL de solugao de hidro-
xido de aménio (NH,OH) 25%. Posteriormente
as placas foram vedadas e incubadas invertidas
em estufa a 37°C por mais 24 horas. Apds esse
periodo, as placas foram retiradas da estufa e,
observada a coloragdo da base das colbnias
crescidas em comparagao a uma placa controle
(sem adigéo de NH,OH).

O delineamento experimental adotado
foi inteiramente ao acaso (DIC). Aplicando-se
analise exploratoria para todas as variaveis ana-
lisadas, de forma a verificar homocedasticidade
e normalidade por meio dos testes de Lilliefors
e Bartlett. Variaveis que seguiram os pressupos-
tos paramétricos apés transformagéo logaritmi-
ca (LOG,, X+10) foram avaliadas por meio do
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Variaveis
nao paramétricas foram comparadas pelo teste

de Mann-Whitney (0=0,05). Todas as analises
foram realizadas no pacote estatistico ASSIS-
TAT 7.7 Beta (SILVA; AZEVEDO, 2009).

Resultados e discussao

A forrageira estudada apresentou maior
quantidade de Unidade Formadora de colbnias
por Grama (UFC . g em relagédo ao solo, di-
ferindo-se estatisticamente (p<0,05) (GRAFICO
1). Entre os fatores que podem contribuir para a
baixa microbiota fungica nas amostras de solo,
de acordo com Klich (2002), estdo a variedade
floristica reduzida, fatores abiodticos e manejo
inadequado das areas exploradas. A maior di-
versidade de géneros em forrageira pode estar
relacionada com o teor de umidade da mesma
conforme citado por Reis et al. (1997).

Lacey (1975) observou grande abun-
dancia de fungos em material derivados do
solo e do ar que estava morto ou senescente,
desenvolvendo especificamente em gramineas
nativas na forma saproéfita. Considerando que
existem géneros saprdfitas presente neste am-
biente, Nepomuceno et al. (2008) afirmam que
a presenga de fungos em forrageiras pode estar
relacionada ao parasitismo, refletindo em fitopa-
tologias ou saprofitismo.

Grafico 1 - Quantidade de UFC.g™' de fungos filamentosos nos diferentes locais de amostragem
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Nota: Médias seguidas de letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney a 1 % de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2016.

O manejo correto do solo e das culturas
pode influenciar as dinamicas das populagbes de
organismos de solo, e a rotagdo de culturas, cul-
tivos em cobertura, uso de estercos sao praticas
que favorecem uma populagdo biologicamente
diversificada no solo (GLIESSMANN, 2000).

Espécies entomopatogénicas, pato-
génicas, saprofita e queratinofilicos se fazem
presentes nos ecossistemas estudados, eviden-
ciando assim que apesar do ambiente pobre em
que foram obtidos, existe uma grande diversi-
dade de microrganismos fungicos, apresentan-
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do inclusive espécie com potencial para uso em
programas de controle biolégico, como o Tricho-
derma ssp..

Durante o experimento foram quantifi-
cados em média 2,0 x 10® UFC . g" e identifi-
cados (FIGURA 1) fungos dos géneros Asper-
gillus, Gliocadium, Paecilomyces, Trichoderma,

Trichophyton e Scedosporium (TABELA 1), sen-
do que o Aspergillus apresentou maior prevalén-
cia, corroborando com os resultados obtidos por
Borges et al. (2011). De acordo com Stamford
et al. (2005), todos os géneros identificados sédo
habitantes comuns do solo de florestas, cam-
pos, solos arenosos ou areas cultivadas.

Figura 1 - Fungos pesquisados no controle biolégico de Mahavarna fimbriolata

Nota: a) Morfotipologia da diversidade de colénias flungicas obtidas; b) Cultivo de Aspergillus terreus (placa 90 x 15 cm) oriundo
de rumen; c) Cultivo de Trichoderma sp. isolado de Brachiaria spp.; d) Microscopia éptica (objetiva de 40 x) da estrutura de re-

produgéao de Aspergillus sp..
Fonte: Arquivo dos autores.

Tabela 1 - Distribuicdo dos géneros de fungos, identificados por técnica de microcultivo, isolados de

Brachiaria brizantha e latossolo

Géneros B. brizantha Latossolo
Aspergillus 5 4
Gliocladium 1 0
Paecilomyces 1 0
Trichoderma 1 0
Trichophyton 1 0
Scedosporium 0 1
Total 9 5

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.
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Dos fungos obtidos no ensaio acima,
onze foram selecionados para ensaio bioldgico.
Destes isolados (TABELA 1), o Aspergillus spp.
foi o género predominante em ambos sitios,
haja visto que este representa um grupo de fun-

gos disseminado nos mais diversos ambientes,
ocorrendo frequentemente em areas cultivadas
e em solos de florestas tropicais geralmente,
dominante em numero de UFC e de espécies
nesses ambientes (SILVERIO, 2007).

Tabela 2 - Identificacdo e sitio de origem dos isolados utilizados no bioensaio de colonizagdo em Mah-

avarna fimbriolata.

Isolado Cddigo Ambiente
Asperqgillus fumigatus IF-01 Rumen
Aspergillus sp. IF-02 Rumen
Aspergillus terreus IF-03 Rdamen
Paecilomyces sp. IF-04 Brachiaria brizantha
Trichophyton sp. IF-05 Brachiaria brizantha
Aspergillus terreus IF-06 Brachiaria brizantha
Trichoderma sp. IF-07 Brachiaria brizantha
Aspergillus nidulans IF-08 Brachiaria brizantha
Aspergillus sp. IF-09 Brachiaria brizantha
Asperqgillus sp. IF-10 Brachiaria brizantha
Aspergillus terreus IF-11 Latossolo
Aspergillus sp. IF-12 Latossolo
Scedosporium prolificans IF-13 Latossolo
Aspergillus sp. IF-14 Latossolo

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

Apenas o Metarhizium anisopliae apre-
sentou 100 % de colonizagdo (GRAFICO 2). O
género Aspergillus (IF-12) isolado do solo apre-
sentou taxa de colonizagéo de 77 %, ja isola-
dos oriundos do rumen apresentaram taxa de
colonizagéo de 66 % (IF-01), 17 % (IF-03) e O
% (IF-02) respectivamente, os demais isolados
apresentaram taxa de colonizagédo inferior a
35%. O aparecimento de insetos mortos ocorreu
principalmente apds as 24 h de avaliagéo (FI-

GURA 2). O género Aspergillus ainda é pouco
estudado no biocontrole de cigarrinhas-da-raiz,
contudo Seye (2009) relata que este género tem
potencial para uso no controle biolégico de Ae-
des aegypti.

A producédo de micotoxina foi observada
apenas em dois dos isolados avaliados (FIGU-
RA 3), sendo Aspergillus spp. (IF-14) e Tricho-

phyton spp. (IF-05).
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Grafico 2 - Taxa de colonizagdo sobre Mahavarna fimbriolata pelos isolados estudados.
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2016.

Figura 2 - Colonizagdo de Metarhizium anisopliae (a), Aspergillus spp. IF-12 (b) e Aspergillus fumigatus

IF-01 (c) em cigarrinhas-da-raiz, 24 h apo6s aspersao dos inéculos fungicos

Fonte: Arquivo dos autores, 2016.
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Figura 3 - Fungos produtores de micotoxina isolados de solo e Brachiaria spp.

Nota: A alteragdo de cor na base da coldnia indica a produgdo de micotoxinas, conforme método descrito por Saito; Machida

(1999).
Fonte: Arquivo dos autores.

De acordo com lamanaka et al. (2010),
0s géneros dos fungos mais comumente asso-
ciados com toxinas que ocorrem naturalmente
sédo Aspergillus, Penicillium e Fusarium, sendo
que Aspergillus e Fusarium destacam-se por
contaminarem produtos agricolas e/ou alimen-
tos e por produzirem metabdlitos secundarios
téxicos, denominados micotoxinas, podendo
provocar intoxicagdes em seres humanos e ani-
mais (LAZZARI, 1997).

Em nosso estudo verificamos que exis-
tem fungos, presentes no ambiente, promis-
sores para o biocontrole de cigarrinha-da-raiz,
contudo outros estudos devem ser feitos visan-
do elucidar o mecanismo de agao das diferentes
cepas, bem como da melhor concentragao de
esporos.

Conclusao

Aspergillus é o fungo mais prevalente
tanto no solo, quanto em forrageiras em regides
de clima tropical. Alta diversidade fungica é ob-
servada nos ecossistemas estudados.

Metarhizium anispliae e Aspergillus spp.
sao antagonistas a praga de estudo, sendo as-
sim agentes promissores no biocontrole de ci-
garrinhas de pastagem ou de cana-de-agucar.

A ocorrénia de fungos produtores de mi-
cotoxinas € baixa em microambientes de solo e
pasto formado com Brachiaria brizantha.
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