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RESUMO

Influéncia da qualidade de diferentes tipos de arroz e inibidores de proteinases no
rendimento e na viruléncia de conidios do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
(Mestch.) Sorokin (Ascomycota: Hypocreales)

Com o intuito de gerar subsidios para melhoria do processo de producdo de Metarhizium
anisopliae, o presente estudo teve como principais objetivos, determinar os efeitos de inibidores
de proteinases de soja no crescimento vegetativo, esporulacéo e viruléncia do fungo e comparar a
producdo, viabilidade e viruléncia dos conidios produzidos em diferentes tipos de arroz e
aditivos. A adicdo de 5 g.L™ de inibidores de proteinases semi-purificados de soja ou 0,5 g.L™* de
inibidor purificado do tipo Kunitz no meio de cultura ME resultou em grande aumento na
esporulacdo (de duas a 75 vezes) sem afetar a viabilidade dos conidios de quatro isolados
(ESALQ-1037, IBCB348, E9, F20) de M. anisopliae. A presenca destes inibidores de proteinases
também alterou a morfologia dos conidios produzidos em ME. Os mecanismos responsaveis por
estas alteracOes fisioldgicas ndo foram determinados, mas provavelmente estejam associados a
acao anti-nutricional, diminuindo a absorcao protéica e estimulando a esporulacdo. Os conidios
produzidos no meio com adicéo de 0,5 g.L™ de inibidor de proteinase do tipo Kunitz ou com 2,5
g.L™ de albumina de soro bovino e no meio BDA apresentaram viruléncia superior aos conidios
produzido no meio ME sem inibidores. Quando o inibidor de proteinase do tipo Kunitz foi
adicionado a suspensdo de conidios do fungo antes da pulverizacdo de lagartas de Diatraea
saccharalis, a eficiéncia de controle foi 35,1%, inferior ao apresentado pelos demais tratamentos
sem a presenca deste inibidor. Nos estudos para determinacdo dos melhores tipos de arroz para
producdo de M. anisopliae, tentou-se correlacionar a producéo de conidios com caracteristicas
destes substratos como valor nutricional, teor de residuos de agrotoxicos e densidade de
microorganismos. O arroz parboilizado foi responsavel pela maior producdo de conidios (4,38 x
10° conidios.g™). Este tipo de arroz apresentou teor de proteina bruta menor do que a maioria dos
arrozes e 0 maior teor de umidade (41,3% apds a autoclavagem). Além disto, os grdos apos
autoclavagem ficaram menos gelatinosos e mais soltos, o que facilita o processo de producéo do
fungo. Enquanto que os arrozes dos tipos brancos polidos, canjicdo e integral ficaram pegajosos e
formaram grumos, o que provavelmente deve acarretar em menor superficie de desenvolvimento
para o fungo. O segundo melhor arroz, o canjicio, com producéo de 3,42 x 10° conidios.g™, teve
a maior quantidade de fungos contaminantes nos grdos crus. Quantidades intermediarias de
conidios foram produzidas pelos arrozes branco polido irrigado, de terras altas e organico. O
integral foi o que resultou na menor quantidade de conidios (1,53 x 10° conidios.g™), sendo o
mais rico em minerais, proteina bruta e extrato etéreo. Nenhum dos aditivos (farelo de soja, gréos
de soja partidos, extrato de soja, peptona de soja, inibidores de proteinases de soja semi-
purificados e purificado do tipo Kunitz, polpa citrica e levedura) resultou em aumento na
producdo de conidios em comparagdo com o arroz parboilizado sem aditivos. Os conidios
produzidos em todos os arrozes e aditivos apresentam viabilidade superior a 99%. As vantagens
da utilizagéo do arroz parboilizado levando-se em consideracdo custo, facilidade de manuseio e
produtividade séo discutidas.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae; Controle microbiano; Entomopatogeno; Inibidores de
proteinases; Kunitz; Arroz; Producdo massal; Esporulacéo; Viruléncia
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ABSTRACT

Influence of quality of different types of rice and proteinase inhibitors on yield and
virulence of conidia of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae (Mestch.)
Sorokin (Ascomycota: Hypocreales)

In order to optimize the production process of Metarhizium anisopliae, the present study
aimed to determine the effects of soybean proteinase inhibitors on growth, sporulation and
virulence of the fungus and to compare yield, viability and virulence of M. anisopliae conidia
produced in different types of rice and additives. The addition of 5 g.L™* of semi-purified soybean
proteinase inhibitor or 0.5 g.L™ of Kunitz-type inhibitor purified on the culture medium ME
resulted in large increases in sporulation (two to 75 times) without affecting the viability of
conidia of four M. anisopliae isolates (ESALQ-1037, IBCB348, E9, F20). The presence of
proteinase inhibitors altered morphology of conidia produced in ME. Mechanisms responsible for
these physiological changes in the fungus have not been determined, but it is probably associated
to an anti-nutritional action, reducing the absorption of protein and stimulating sporulation.
Spores produced in the medium with the addition of 0.5 g.L™* Kunitz-type inhibitor purified or
2.5 g.L™ of bovine serum albumin (BSA) and PDA medium showed higher virulence of conidia
produced in ME without inhibitors. When the Kunitz-type inhibitor was added to conidial
suspension of the fungus before spraying larvae of Diatraea saccharalis, control efficiency was
35.1% lower than that presented in other inhibitor-free treatments. In the studies aiming to
determine the best types of rice for production of M. anisopliae, we tried to correlate production
of conidia with characteristics of these substrates such as nutritional content, pesticide residues
and density of microorganisms. The parboiled rice was responsible for greater production of
conidia (4.38 x 10° conidia.g™). This type of rice showed crude protein content lower than most
rice and the highest moisture content (41.3% after autoclaving). Besides that, grains became less
gelatinous and loose after autoclaving, and these feature favored fungus production. While types
of polished white, brown rice and course (broken) rice grain were sticky and formed clumps,
providing a smaller area for fungus development. The second best rice, course rice grain, with
production of 3.42 x 10° conidia.g”, had the highest amount of fungal contaminants in raw
grains. Intermediate amounts of conidia were produced by white irrigated polished rice, upland
rice and organic rice. The brown rice was the kind that resulted in fewer conidia (1.53 x 10°
conidia.g™), being the richest in minerals, protein and lipids. None of the additives (soybean
meal, soybean parties, soy extract, soy peptone, semi-purified soybean proteinase inhibitor,
Kunitz-type inhibitor purified, citrus pulp and yeast) resulted in increased production of conidia
compared to parboiled rice without additives. Conidia produced in all types of rice and additives
presented viability greater than 99%. The advantages of the use of parboiled rice taking into
consideration the cost, easy handling and productivity are discussed.

Keywords: Metarhizium anisopliae; Microbial control; Entomopathogen; Proteinase inhibitors;
Kunitz; Rice; Mass-production; Sporulation; Virulence
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1 INTRODUCAO

O controle bioldgico tem sido explorado desde séculos passados, porém, com a descoberta
do DDT em 1939, ocorreu um rapido incremento do emprego de inseticidas quimicos na
agricultura e um menor interesse pelo controle biolégico. Com o aumento do uso dos
“defensivos” surgem os efeitos negativos como o desequilibrio da microbiota do solo, da fauna e
flora, além de favorecer a selecdo de pragas resistentes, resultantes da forte pressdo de selecao
exercidas pelos pesticidas. Os problemas ligados ao uso de inseticidas tradicionais despertaram
nos pesquisadores um maior interesse por uma agricultura sustentavel e pela pratica do controle
biolégico. E é diante desde cenéario, de conscientizacdo, que o controle biolégico em suas
diversas estratégias ressurge com f6lego novo.

O controle microbiano de pragas é uma estratégia de controle bioldgico merecedora de
destaque, ja que os bioinseticidas & base de agentes entomopatogénicos, constituem um método
efetivo no controle de artropodes-pragas. Dentre esses agentes, os fungos entomopatogénicos, se
adaptam bem a producdo in vitro, e por ndo agredirem o meio ambiente, 0s animais e 0 homem
tém sido utilizados como alternativa aos inseticidas quimicos convencionais.

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Mestch.) Sorokin tem se destacado
nas ultimas décadas, porém para ser utilizado no controle microbiano como inseticida, o fungo
precisa estar disponiveis em grande quantidade. No Brasil, mesmo para a comercializacdo, 0s
fungos entomopatogénicos ainda sdo produzidos em escala semi-industrial, ja que o sistema de
producdo se caracteriza pelo elevado uso de médo-de-obra, e pequena automatizacdo do processo.
A produgdo nacional de M. anisopliae se d& sobre o substrato arroz, sendo o arroz polido
(branco) o principal tipo utilizado.

Sabe-se que a composicdo do meio (substrato) de producdo exerce influéncia sobre a
produtividade, viabilidade e viruléncia de conidios, porém os estudos realizados no pais tém
considerado apenas 0 aspecto quantitativo da producdo ignorando o aspecto qualitativo
(viabilidade, viruléncia). Neste sentido, tambem existem especulacfes quanto ao melhor tipo de
arroz e utilizacdo de aditivos para se produzir M. anisopliae, no entanto faltam informagdes
confiaveis, justificando-se assim, o estudo destes fatores.

Melhorar importantes parametros no processo de producdo de M. anisopliae para garantir
maior eficiéncia no controle de pragas foi o objetivo geral deste trabalho. Especificamente
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objetivou-se determinar os efeitos de inibidores de proteinase sobre o desenvolvimento, produgéo
de conidios e viruléncia de M. anisopliae, além de avaliar diferentes tipos de arroz (Oryza sativa,
L.) e diferentes aditivos a serem utilizados como substrato no sistema de producéo do fungo para
incrementar seu rendimento e a sua viruléncia.

Desta forma, este trabalho foi dividido em duas partes. A primeira parte destinou-se ao
estudo da agé@o de inibidores de proteinase sobre M. anisopliae, na qual se constatou o efeito
destes no crescimento vegetativo e esporulacdo do fungo. Verificou-se, ainda, que a adi¢do dos
inibidores no meio de cultura do fungo, assim como, na suspensdo de conidios pode influenciar a
viruléncia do entomopatdgeno. A segunda parte do trabalho foi destinada propriamente ao
processo de producdo do fungo. Nesta fase o objeto de estudo foi a matéria prima utilizada como
substrato de producdo. Diversos de tipos de arroz (arroz polido branco produzido em sistema
irrigado e em sistema de terras altas, arroz integral, arroz parboilizado, arroz organico e arroz
canjicdo) foram testados quanto as variaveis produtividade e qualidade de conidios. Além disso,
efetuou-se a andlise de residuos de agrotoxicos, a analise microbiolégica e nutricional nas
amostras de arroz com intuito de correlacionar a producdo de M. anisopliae com a qualidade da

matéria prima empregada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Controle microbiano

Debach, Fleschner e Dietrick (1951, p.763) definiram o controle bioldgico como “a agao
de inimigos naturais sobre uma populacéo de pragas resultando numa posi¢édo geral de equilibrio
mais baixo do que prevaleceria na auséncia deste”. O controle microbiano de pragas ¢ um dos
métodos de controle bioldgico que mais tem se desenvolvido na ultima década, sendo empregado
em diversas culturas, devido a sua eficiéncia, custo e menor risco ambiental, pois, procura
preservar, restabelecer e/ou imitar os mecanismos naturais de reducdo das populacfes de pragas.
Além disso, tem importante contribui¢do social, gerando empregos em empresas denominadas
biofabricas.

Diversos microorganismos podem ser empregados no controle microbiano de pragas,
como por exemplo, bactérias, protozoarios, virus, nematdides e fungos. Os fungos patogénicos
apresentam certas vantagens em relacdo aos outros microorganismos ja que possuem uma ampla
gama de hospedeiros, se encontram amplamente distribuidos no solo e apresentam boa dispersao
de um hospedeiro infectado para outro ndo infectado. A infeccdo se da via tegumento nao sendo
necessaria a ingestdo. Além disto, os fungos ndo sdo infecciosos para humanos ou outros
vertebrados. Podem ser facilmente produzidos in vitro em laboratério e/ou escala industrial
(KAMP; BIDOCHA, 2002; SUN; FUXA; HENDERSON, 2003; WANG; POWELL, 2004).

“Aproximadamente 80% das doencas de insetos conhecidas até o momento tém com
agente etioldgico os fungos, pertencentes a cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies” (ALVES,
1998, p. 289). Dentre os fungos entomopatogénicos destacam-se espécies dos géneros,
Lecanicillium, Zoophthora, Erynia, Paecilomyces, Aschersonia, Entomophthora, Neozygites,
Batkoa, Hirsutella, Nomurea, Sporothrix, Metarhizium e Beauveria (ALVES, 1998). Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin e Metarhizium anisopliae (Mestch.) Sorokin sdo o0s mais
empregados no controle de pragas (ALVES et al., 2008), fato que provavelmente se deva a ampla
distribuicdo geogréafica, ampla gama de hospedeiros e a ampla variabilidade genética destas duas
espécies.

O primeiro estudo de controle microbiano utilizando um fungo entomopatogénico foi

realizado pelo zoologista e patologista russo llya Mestchnikoff que, em conjunto com
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Krassilstschic, aplicou M. anisopliae sobre Cleonus puctiventris, curculionideo praga da
beterraba (LATCH, 1965). A partir dessa época, diversas linhagens de M. anisopliae vém sendo
estudadas para o controle de varias espécies de insetos (ALVES, 1998).

No Brasil, os fungos entomopatogénicos, vém sendo estudados desde 1923, quando
Pestana identificou duas espécies de cigarrinhas infectadas por M. anisopliae, que ele chamou
naquela ocasido de Penicillium anisopliae. Na década de 40, estudos experimentais sobre 0 uso
de fungos entomopatogénicos para controle de cigarrinhas da cana-de-acUcar voltaram a ser
realizados, no estado de Sergipe. O italiano Pietro Guagliumi realizou varios trabalhos de
laboratorio e de campo, a partir de 1955, sobre controle bioldgico de cigarrinhas da cana-de-
acucar e das pastagens por meio do fungo M. anisopliae (GUAGLIUMI, 1968). Depois disso,
varios autores brasileiros passaram a avaliar a viabilidade do uso de fungos para o controle de
diferentes espécies de insetos-praga.

Acredita-se que a espécie M. anisopliae ocorra naturalmente sobre mais de 300 espécies
de artrépodes, em especial insetos e &caros, incluindo pragas importantes (ROBERTS; St.
LEGER, 2004). Atualmente, M. anisopliae é utilizado para controle de pragas em muitos paises
como EUA, Austrdlia, Irlanda, China e Brasil (LORD, 2005). Segundo Alves (1998), no Brasil 0s
principais programas de controle de pragas empregando este entomopatégeno sdo o controle das
cigarrinhas da cana-de-acucar (Mahanarva posticata e Mahanarva fimbriolata), das cigarrinhas
das pastagens (Deois sp. e Zulia sp.), do cupim das pastagens (Cornitermes cumulans) e da cana-
de-acucar (Heterotermes sp.), do gorgulho da cana-de-acucar (Metamasuis hemipterus), da broca
da bananeira (Cosmopolites sordidus) e da broca dos citrus (Diploschema rotundicolle), entre
outros ainda em processo de desenvolvimento.

Diversos autores tém demonstrado a patogenicidade de M. anisopliae sobre carrapatos de
diferentes géneros e espécies como, por exemplo, Boophilus microplus, Ixodes scapularis e
Amblyomma variegatum (BITTENCOURT; MASCARENHAS; FACCINI, 1999; FERNANDES
et al., 2004; GINDIN, 2002; KAAYA, 2000; KIRKLAND; WESTWOOD; KEYHANI, 2004;
MANGARA et al., 2005; MILNER, 2000). A acdo patogénica de M. anisopliae sobre vetores de
doencas humanas também tem sido alvo de estudos, como por exemplo, o controle do vetor da
doenca de Chagas (Triatoma infestans), da maléria (Anopheles gambiae) (SCHOLTE; KNOLS;
TAKKEN, 2006), da filariose (Culex quinquefasciatus), do vetor do virus da dengue (Aedes
aegypti) JUAREZ et al., 2000; SCHOLTE et al., 2003; SCHOLTE; TAKKEN; KNOLS, 2007).
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Entretanto, alguns fatos tém limitado o aumento do uso do controle microbiano com
fungos em varias culturas. Um dos problemas para a aceitacdo de micoinseticidas no mercado de
controle biologico € o maior tempo necessario entre a aplicagdo do biopesticida e a morte da
praga quando comparado aos pesticidas convencionais. Além disso, é necessario que haja
condi¢Bes ambientais favoraveis como temperatura, umidade e luminosidade para que sejam
eficientes, pois a atividade fungica é fortemente influenciada pelas condigdes bidticas e abidticas
(PELL et al., 2001). Desta forma, pesquisas referentes ao controle microbiano de pragas vém de
encontro a demanda da sociedade, de produtores e consumidores por alimentos mais saudaveis, e
podem sobremaneira contribuir para que esta tecnologia alcance a totalidade de seu potencial de

uso.

2.2 O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Segundo a classificagcdo de Sung et al. (2007), o fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae (Mestch.) Sorokin, em sua fase anamorfica, pertence ao filo Ascomycota, a classe
Sordariomycetes (Pyrenomycetes), a ordem Hypocreales, familia Clavicipitaceae e foi descrito
pela primeira vez como Entomophtora anisopliae, pelo russo Ilya Mestchnikoff em 1879, quando
foi isolado de larvas do besouro do grdo do trigo Anisopliae austriaca (Coleoptera:
Scarabaeidae). Posteriormente, em 1883, Sorokin o classificou como Metarhizium anisopliae
(ALVES, 1998). Tulloch (1976) com base em caracteres morfoldgicos admitiu apenas duas
espécies M. flavoviride e M. anisopliae, sendo a ultima dividida em var. majus ou var. anisopliae.
Posteriormente, Driver, Milner e Trueman (2000) e Pantou, Manvridou e Typas (2003) baseando-
se em caracteres morfoldgicos e moleculares reconheceram trés espéecies para Metarhizium: M.
anisopliae, variedades anisopliae, majus, lepidiotum e acridum; M. flavoviride, variedades
flavoviride, minus, novazealandicum, pemphigum e Tipo E; e M. album. Segundo Dong et al.
(2007) uma nova variedade para M. anisopliae foi descrita na China com a denominagéo
Dcjhyium.

Porém recentemente, Bischoff, Rehner, e Humber (2009) fizeram significativas alteraces
na classificagdo do complexo M. anisopliae. Os autores elevaram ao nivel de espécies: M.
anisopliae, M. guizhouense, M. pingshaense, M. acridum, M. lepidiotae, e M. majus.

Adicionalmente, descreveram duas novas espécies M. globosum e M. robertsii, trazendo de volta
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0 nome M. brunneum, e mostraram que M. taii € sinonimia posterior a M. guizhouense. A
variedade proposta por Dong et al. (2007) foi dada como nomen nudum, devido a ndo designagéo
de um holdtipo.

M. anisopliae, a mais comum das espécies, morfologicamente apresenta micélio hialino e
septado, com conidioforos caracteristicos ramificados do tipo fialides, sobre os quais surgem
conidios cilindricos organizados em colunas. As filides clavadas ou cilindricas sdo originarias
do vértice de hifas e se colocam uma ao lado da outra. Os conidios, em geral, sdo hialinos ou com
leve pigmentacao, ndo septados (ALVES, 1998; BOCIAS; PEDLAND, 1998).

O fungo tem ciclo de vida simples, as suas formas de reproducdo conhecidas
compreendem a fase assexual, propria do desenvolvimento vegetativo da espécie, e a parassexual,
como alternativa para troca de material genético, caracterizada por fendbmenos como
heterocariose e a recombinacdo somatica (ROBERTS; St. LEGER, 2004; WANG; TYPAS;
BUTT, 2002). Os teleomorfos sdo raros, atualmente, trés espécies de Metacordyceps, sendo elas
Metacordyceps brittlebankisoides, Metacordyceps campsosterni e Metacordyceps taii sdo
conhecidos como teleomorfos de Metarhizium. Para a fase teleomdrfica Metacordyceps
brittlebankisoides, o anamorfo € M. majus (= M. anisopliae var. major). (LIANG; LIU; LIU,
1991; LIU et al. 2001; SUNG et al., 2007; ZHANG et al. 2004).

Quando cultivado in vitro, normalmente, o desenvolvimento vegetativo ocorre entre 15 e
32°C e pH entre 2,0 e 8,5, estando a temperatura 6tima entre 24 e 30°C e o pH 6timo é de 6,9.
Apresentam pouca exigéncia nutricional in vitro, sendo o amido uma excelente fonte de
carboidrato (ALVES, 1998; DRIVER; MILNER; TRUEMAN, 2000).

No hospedeiro, a infeccdo é iniciada pelos conidios, produzidos assexuadamente, que em
contato com a cuticula do hospedeiro suscetivel se fixa e germina (SHAH; PELL, 2003). O
processo de infeccdo de M. anisopliae ocorre em fases sucessivas de germinacdo, diferenciacéo,
penetracdo, colonizacdo, reproducdo e disseminacdo (ALVES, 1998). A infeccdo inicia-se pela
adesdo e germinacdo de conidios do fungo na superficie do artrépode, seguida de penetracdo da
hifa através da cuticula. Na penetracdo estdo envolvidos os fatores fisicos (pressdo da hifa que
rompe areas membranosas ou esclerosadas) e quimicos, resultante da liberacdo, pelo fungo, de
enzimas (esterases, proteases, lipases e quitinases) que facilitam a penetragcdo mecéanica.

As proteases produzidas pelo fungo tém importante papel no processo de infeccdo de

insetos, estando estas proteases envolvidas na hidrdlise dos componentes cuticulares
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(predominéncia de proteinas) facilitando a penetracdo da hifa através da cuticula dos insetos.
Uma enzima do tipo subtilisina, denominada Prl, destaca-se entre as principais enzimas
produzidas por M. anisopliae durante a infeccdo para degradar o tegumento do hospedeiro (St.
LEGER et al., 1989). Os insetos colonizados se tornam rigidos e cobertos por uma camada
pulverulenta uniforme de conidios de coloracdo verde sobre o cadaver, por isso, a doenca é

conhecida como muscardine verde.

2.3 Producéo de fungos entomopatogénicos

A producdo de microorganismos entomopatogénicos representa uma importante fase no
desenvolvimento desses agentes como produto microbiano. Dependendo do microorganismo, da
estratégia de aplicacdo, do potencial de indculo necessario, entre outros fatores, a producdo pode
ser dar em diferentes escalas e processos. Para serem utilizados no controle microbiano como
inseticidas, os fungos entomopatégenos precisam estar disponiveis em grande quantidade. A
producdo pode ser feita in vivo, usando o inseto hospedeiro, ou in vitro, através de processos
fermentativos simples ou complexos, empregando-se meios adequados. Cada um desses
processos de producdo apresenta vantagens e desvantagens, sendo destacada a praticidade da
producdo in vitro, porém, atualmente, nem todos os fungos entomopatogénicos podem ser
produzidos sobre meios artificiais de maneira eficiente.

Os fungos entomopatogénicos apresentam diferentes estruturas de sobrevivéncia e
disseminacdo que podem ser empregadas no controle microbiano de pragas. A forma de
producdo, assim, como a escolha da estrutura do fungo a ser utilizada, depende da espécie, do
isolado, da praticidade na sua producdo, do ambiente onde sera aplicado o fungo e do método de
aplicacdo. Na maioria dos fungos, a estrutura utilizada é o conidio, blastosporo ou micélio, sendo
as duas primeiras estruturas as preferidas por serem infectivas ao hospedeiro (LEITE et al.,
2003).

Os conidios séo estruturas com funcgéo de reproducéo e disseminacgéo e para sua producao
fazem-se necessarias condi¢des de aeracdo, ou seja, sdo produzidos em meios solidos ou na
superficie do meio liquido. Esses propagulos sdo adequados para uso no controle microbiano de
pragas, pois, sdo mais resistentes as condi¢fes adversas do ambiente. Os blastosporos sao

produzidos por brotamento, segmentacdo ou fragmentacdo da hifa. A escolha pela producao
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dessa estrutura se deve a possibilidade de ser produzida submersa no meio de cultura, o que
facilita o processo de producdo, antecipa o tempo de colheita, além de possibilitar uma maior
producdo de unidades infectivas por volume de meio (TORRE; CARDENAS-COTA, 1996). O
micélio que é composto por estruturas ramificadas geradas a partir do tubo germinativo,
blastosporo ou corpo hifal é produzido em ambos os processos. A secagem do micélio pode
induzir o fungo a um estado de baixo metabolismo, permitindo seu armazenamento por maior
periodo. Por ocasido da aplicacdo, em condicdes favoraveis o fungo reabsorve umidade e entra
em conidiogénese produzindo o conidio que € a forma infectiva (LEITE et al., 2003).

Dependendo do propéagulo desejado e da espécie a ser produzida, segundo Alves e Pereira
(1998), os fungos podem ser produzidos sobre meios artificiais utilizando-se trés processos ou
métodos: 1) meios liquidos ou fermentacdo submersa; 2) meios solidos ou semi-solidos; 3)
fermentacdo bifasica, na qual sdo utilizados os meios liquidos ou semi-liquidos para o
crescimento vegetativo e em seguida substratos solidos para a conidiogénese. A vantagem da
fermentacdo sélida € que o processo requer poucos equipamentos, € relativamente barata e o
substrato pode ser adquirido facilmente (CASTILHO et al., 2000).

Com base no volume e no destino da producdo dos fungos, entre os diversos sistemas de
producdo, sdo reconhecidas trés escalas: 1) laboratorial ou experimental, que visa a producdo de
pequenas quantidades de material destinadas a experimentos de laboratorio; 2) artesanal ou semi-
industrial, quando quantidades intermediarias de material sdo produzidas para experimentos
maiores, comercializacdo e utilizacdo em aplicacBes de campo; 3) industrial, que visa a obtencéo
de grandes quantidades de material destinadas ao mercado consumidor.

No Brasil, mesmo para a comercializagdo, os fungos entomopatogénicos ainda séo
produzidos em escala semi-industrial, ja que o sistema de producdo se caracteriza pelo elevado
uso de mao-de-obra, e pequena automatizacdo do processo. A producdo industrial altamente
automatizada estd presente em paises como os Estados Unidos, onde a mao-de-obra tem custo
elevado. Neste sistema os meios de cultura sdo especialmente preparados e 0s equipamentos
desenvolvidos especificamente para producdo de microorganismos a serem utilizados no controle
microbiano de pragas (ALVES; PEREIRA, 1998; ALVES et al., 2008).

A producdo massal de fungos entomopatogénicos no Brasil é tradicionalmente realizada
empregando-se arroz cozido como substrato (FARIA; MAGALHAES, 2001). Apds a

colonizagdo do arroz pelo microrganismo, a mistura “arroz + fungo™ é triturada e comercializada
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na forma de p6 molhével. Alternativamente, a mistura "arroz + fungo" é vendida sem triturag&o,

ficando a cargo dos produtores rurais a tarefa de lavar o substrato com &gua para remoc¢do dos

€SPOoros.

Alves et al. (2008) relatam que atualmente a producdo de fungos entomopatogénicos esta

em torno de 2518,5 toneladas de arroz ao ano. Destes, M. anisopliae € o mais produzido no pais,

sendo responsavel por aproximadamente 90% do volume produzido. Na Tabela 1 tem-se uma

estimativa da area tratada anualmente para o controle de diferentes insetos-pragas. Além das

biofabricas, universidades e institutos de pesquisa, algumas usinas de cana-de-agucar, também

produzem os fungos M. anisopliae, neste caso para consumo proprio.

Tabela 1.1 - Producéo anual de fungos entomopatogénicos no Brasil: Empresas privadas, usinas

de acucar e alcool e 6rgdos oficiais

(continua)
Local Espécie I:‘l;]oudaulg(il)o Praga-alvo Area tratada (ha)
ORGAOS OFICIAIS

Ceib (SP) S. insectorium 2 Perccevejo-de-renda 2.000 (Sudeste)
IPA (PE) M. anisopliae Cercopideos 2.500 (Nordeste)
IPA (PE) B. bassiana Moleque-da-bananeira 3.3000 (Nacional)
Asplan (PB) M. anisopliae Cercopideos 20.000 (Nordeste)
Arpb/GOV M. anisopliae Cercopideos 4.000 (Nordeste)
Empaer (MT) M. anisopliae Cercopideos

B. bassiana Moleque-da-bananeira  10.000 (Centro-Oeste)

Sporothrix Perccevejo-de-renda
Total 41.800

EMPRESAS PRIVADAS

Biotech (AL)

Bioagro (AL)

Fitossan (AL)

M. anisopliae

M. anisopliae

B. bassiana

M. anisopliae

Cercopideos

Cercopideos

Diversos

Cercopideos

10.00 (Nordeste)
35.000 (Sudeste)
20.000 (Nordeste)
50.000 (Sudeste)
2.000 (Nacional)
12.500 (Nordeste)
5.000 (Sudeste)
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Tabela 1.1 - Producdo anual de fungos entomopatogénicos no Brasil: Empresas privadas, usinas

de acUcar e alcool e 6rgdos oficiais

(continuacao)

Producéo

Laboratério Espécie anual (t) Praga-alvo Area tratada (ha)
EMPRESAS PRIVADAS
Probio (AL) M. anisopliae 60 Cercopideos 6.000 (Nordeste)
Bioplan (AL) M. anisopliae 10 Cercopideos 1.000 (Nordeste)
BioCana (SP) M. anisopliae 58 Cercopideos 12.000 (Sudeste)
ztsa;;)rte BioProdutos M. anisopliae 110 Cercopideos 50.000 (Nacional)
B. bassiana 16 Diversos 5.000 (Nacional)
Lecanicillium 12,5 Orthezia 3.000 (Sudeste)
BioCerto (DF) M. anisopliae 28 Cercopideos 28.000 (Nacional)
;I'Sog)ubo do Brasil M. anisopliae 5 Cercopideos 1.000 (Sudeste)
B. bassiana 40 Sphenophorus levis 4.000 (Sudeste)
Methavida (SP) M. anisopliae 62 Cercopideos 15.000 (Sudeste)
Total 1.941,50 319.500

Santa Clotilde (AL)
Agroserra (MA)
Triunfo (AL)
Utinga Leéo (AL)
Santa Antonio (AL)
Guaxuma (AL)
Rocadinho (AL)
OlhoDagua (PE)
Cruangi (PE)

Itajobi (SP)
Grupo Cosan (SP)
CTC (SP)

USINAS DE ACUCAR E ALCOOL

. anisopliae
. anisopliae
. anisopliae
. anisopliae
. anisopliae
. anisopliae

. anisopliae

=T I I 2 £ £ LKL

. anisopliae
M. anisopliae
B. bassiana
M. anisopliae
M. anisopliae
M. anisopliae

B. bassiana

55
30
35
36
14

o1 o1 © O

0,5

98

Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos
Diversos
Cercopideos
Cercopideos
Cercopideos

Sphenophorus levis

3.700 (Nordeste)
3.000 (Nordeste)
3.500 (Nordeste)
3.600 (Nordeste)
1.195 (Nordeste)
900 (Nordeste)
1.663 (Nordeste)
6.000 (Nordeste)

2.000 (Nordeste)

2.000 (Sudeste)
49.000 (Sudeste)

1.000 (Sudeste)
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Tabela 1.1 - Producdo anual de fungos entomopatogénicos no Brasil: Empresas privadas, usinas
de acUcar e alcool e 6rgdos oficiais

(concluséo)

Producéo

anual (t) Praga-alvo Area tratada (ha)

Laboratorio Espécie

USINAS DE ACUCAR E ALCOOL
Outras usinas

associadas a0 M. anisopliae 22 Cercopideos 10.000 (Sudeste)
CTC (SP) B. bassiana 75 Sphenophorus levis

S&o Jodo (SP) M. anisopliae 8 Cercopideos 2.000 (Sudeste)
Jaijoro (AM) M. anisopliae 8 Cercopideos 2.500 (Norte)
Itamaraty (MT) M. anisopliae 150 Cercopideos 50.000 (Sudeste)
Total 503 142.058
Total geral 2.518,50 503.358

Fonte: Alves et al. (2008)

Nota: ... dado numérico ndo disponivel.

2.4 Importancia nutricional do meio de cultivo para Metarhizium anisopliae

A viabilidade, a germinacdo dos conidios, o desenvolvimento apressorial, o
desenvolvimento e crescimento vegetativo, a conidiogénese, 0 niumero de conidios produzidos, a
viruléncia, assim como a capacidade de sobreviver a condi¢bes adversas de umidade, luz (raios
ultravioleta), temperatura e até a estabilidade do produto formulado com conidios de M.
anisopliae, sdo alguns dos aspectos que ja foram demonstrados serem influenciados pelo meio de
cultura e condiges de cultivo na produgéo do fungo.

Li e Holdon (1990) testaram o efeito de oito carboidratos, seis acidos organicos, dezessete
fontes de nitrogénio e seis vitaminas sobre a germinacdo de conidios, crescimento micelial e
esporulacdo em meio sélido de dois isolados de M. anisopliae. Os carboidratos foram testados
com peptona ou com nitrato de potassio como fonte de nitrogénio. A adicdo de carboidratos
aumentou a esporulacdo. O crescimento foi drasticamente inibido quando se adicionou sorbose a
ambas as fontes de nitrogénio, a germinacdo de conidios foi inibida em meio onde a fonte de
nitrogénio era o nitrato de potassio. Em meio cuja fonte de nitrogénio era a peptona, a adi¢éo de

amido resultou em grande esporulacdo, ja a glicose, maltose e manose resultaram em maior
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esporulacdo quando o meio tinha nitrato de potassio como fonte de nitrogénio. Os &cidos
organicos oxalico, sorbico e tartarico inibiram completamente a germinacdo de conidios, j& o0s
acidos acéticos, citrico e malico reduziram o crescimento e a esporulacdo, enquanto que a
germinacédo ndo foi afetada. Nitrato de sddio e amdnia foram utilizados pelo fungo como fonte de
nitrogénio, porém, este ndo foi capaz de aproveitar cisteina, que inibiu o crescimento e a
esporulacdo. A adicdo de treonina, lisina e sulfato de amonia resultaram em maiores produgdes
de conidios. Quanto as vitaminas, nenhuma aumentou o crescimento e/ou esporulagédo do fungo.

Os meios de cultura comerciais, sabouraud dextrose agar (SDA), extrato de malte agar
(MEA), nutriente &gar (NA), farinha de milho agar (CMA), extrato de levedura peptona dextrose
agar (YPD) e batata dextrose agar (PDA), foram testados por Kamp e Bidochka (2002) com o
propdsito de observar a producdo de conidios por M. anisopliae. No estudo, foram utilizados 10,
15 e 20 mL de cada meio para as col6nias. Os autores observaram que a maior producdo de
conidios ocorreu no meio de batata dextrose agar com volume de 10 mL, mostrando que a
producdo 6tima de conidios ndo depende apenas do isolado utilizado, mas também do meio de
cultura e do volume utilizado. De forma semelhante, o desenvolvimento vegetativo e esporulacdo
de M. anisopliae em resposta a composicdo nutricional do meio de cultura, foram estudados por
Jabor et al. (2003), sendo que os meios analisados foram 0 meio completo, 0 meio Sabouraud e
meio batata dextrose agar (PDA). O crescimento vegetativo foi maior em meio Sabouraud para 0s
sete isolados analisados e, para a esporulacdo, trés linhagens responderam melhor ao meio
completo e trés ao PDA.

Ibrahim, Butt e Jenkinson (2002) observaram que a adi¢do de cloreto de potassio no meio
Sabouraud dextrose agar modificado (SDAM) reduziu significativamente a germinacdo de
conidios de trés isolados de M. anisopliae. Os autores também testaram o efeito de diferentes
meios sobre a viruléncia do fungo contra Myzus persicae e Meligethes aeneus. Os conidios
provenientes do meio SDAM acrescido com KCL apresentaram decréscimo na germinacgéo e no
desenvolvimento apressorial sobre a cuticula dos hospedeiros. Ja os conidios produzidos em meio
SDAM e no meio minimo (MM) foram mais agressivos quando comparados aos meios SDA ou
YPD.

Para observar a influéncia do substrato de producéo sobre a viruléncia dos conidios do
fungo, Santoro et al. (2007) utilizaram quatro isolados de B. bassiana que foram produzidos em

meio sintético para geracdo de esporos, arroz pré-cozido e o proprio inseto. Os autores
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verificaram que conidios de dois isolados, produzidos em insetos, foram menos virulentos que 0s
produzidos em arroz e meio sintético. Porém, ndo foi possivel estabelecer qual o melhor
substrato, pois cada isolado se comportou de maneira distinta, possivelmente em razdo da
variabilidade genética entre eles, o que pode ter proporcionado um melhor ou pior
aproveitamento dos nutrientes em determinado meio, provocando, assim, diferencas na viruléncia
para os conidios produzidos em diferentes substratos. Este estudo mostrou que o meio de cultura
afeta a viruléncia dos conidios produzidos, por isso, é importante a selecdo do meio de cultura
que serd utilizado para produzir o fungo em larga escala.

A viruléncia de conidios é fortemente dependente das condi¢Ges nutricionais durante o
cultivo de M. anisopliae (SHAH; WANG; BUTT, 2005). Conidios mais virulentos foram obtidos
quando o fungo foi cultivado no inseto hospedeiro (Tenebrio molitor), em meio de estresse
osmotico (5,5% de agar, 8% de glucose, 2% de peptona e 5,5% de cloreto de potassio), em meio
com baixa relacdo carbono nitrogénio de 1:10 (0,6% de glucose, 1% de peptona e 2% de agar) e
em meios pobres em nutrientes (2% de agar e 1% de extrato de levedura ou 2% de peptona). A
maior viruléncia foi apresentada por conidios cultivados em meio pobre com 1% de extrato de
levedura. Hallsworth e Magan (1994, 1995) observaram que a reducdo de glicerol, eritritol ou
trialose no meio resultou na producédo de conidios de M. anisopliae, B. bassiana e Paecilomyces
farinosus mais virulentos, o que confirma a relagdo existente entre 0 meio de producdo e a
viruléncia.

Shah, Wang e Butt (2005) observaram que apesar de produzir conidios virulentos, 0 meio
de estresse osmotico ndo permite que o fungo cresca e a conidiacdo é drasticamente reduzida. O
rendimento maximo de conidios foi alcancado no meio com relacdo C:N de 35:1, relacdo
semelhante a do meio SDA. Dois isolados de M. anisopliae, SQZ-1-21 e RS-4-1, testados por
Sun e Liu (2006), diferiram na taxa de crescimento e esporulacdo, SQZ-1-21 cresceu mais rapido
do que 0 RS-4-1, na maioria dos meios de cultura. Os autores substituiram a glucose de um meio
basico de cultura por diversas fontes de carbono, &cidos organicos e alcoois. A D-manose e a
gelatina foram boas fontes de carbono para o crescimento da colonia de RS-4-1, e para SQZ-1-
21, além dessas fontes, a pectina também se mostrou adequada. A fonte de carbono afetou mais a
conidiogénese do isolado RS-4-1 do que o isolado SQZ foi-1-21, apenas trés fontes de carbono,
D-manose, gelatina, e D-frutose, foram boas para o primeiro isolado RS-4-1. A manose e a

frutose, que foram Gtimas fontes de carbono para o crescimento hifal, também favoreceram a
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esporulacdo. No entanto, a esporulacdo foi inibida quando a glicose, sacarose, ou xilose foram
usadas como a Unica fonte de carbono, embora que, estes aglUcares foram adequados para o
crescimento vegetativo do isolado RS-4-1. A agarose foi a fonte mais adequada para RS-4-1
resultando no maior rendimento esporos por grama. Para o isolado SQZ-1-21 diversos
monossacarideos, como D-manose, D-xilose e D-glicose, e muitos dissacarideos foram bons para
a esporulacdo, porém o maior rendimento de conidios foi conseguido quando adicionou-se
metanol.

A influéncia do estresse sobre a velocidade de germinacdo dos conidios in vitro, a
aderéncia a cuticula do inseto e a viruléncia ao inseto hospedeiro (Tenebrio molitor) foram
aspectos estudados por Rangel, Alston e Roberts (2008). Observou-se que 0s conidios
mostraram-se mais virulento, com taxas de germinacao mais rapidas e com maior capacidade de
adesdo a cuticula do hospedeiro quando foram produzidos em meio minimo (MM: 0,2% de
nitrato de sddio, 0,1% de fosfato de potéssio, 0,05% de sulfato de magnésio, 0,05% cloreto de
potassio, 0,001% de sulfato ferroso e 1,5% de Bacto Agar) suplementado com lactose (3g.L™ de
a-lactose e sem sucrose). O meio com alta osmolaridade (PDAY com 0,8 M de cloreto de sodio
ou cloreto de potassio) produziu conidios com maior viruléncia e germinacao mais rapida do que
conidios produzidos sobre 0 meio controle (PDAY:: batata dextrose &gar, acrescido de 1 g.L™ de
extrato de levedura), 0 mesmo ndo ocorreu para 0s meios com a menor osmolaridade (PDAY
com 0,6 M de cloreto de sédio ou cloreto de potéssio). Conidios produzidos a partir de micélio
irradiado com UV-A, durante o crescimento vegetativo em PDAY, apresentaram nivel de
viruléncia semelhante aos de conidios produzidos no meio minimo, e a germinacdo nao
aumentou. Os tratamentos com peréxido de hidrogénio (PDAY com 5 mM peréxido de
hidrogénio) e choque térmico (micélio, em meio PDAY, submetido a 45°C por 40 min) ndo
alteraram a viruléncia.

A resisténcia a condicbes desfavoraveis como, por exemplo, a radiacdo solar também
pode ser alterada em funcdo do meio em que M. anisopliae € cultivado. Este fato foi verificado
por Rangel, Anderson e Roberts (2006) que cultivaram o fungo em meio de batata dextrose agar
com extrato de levedura (PDAY), em meio minimo (MM, meio Czapek sem sacarose) ou em
meio minimo com dezesseis diferentes fontes de carbono. Os autores observaram que conidios
produzidos sob estresse nutritivo (MM ou MM suplementados com diferentes fontes de carbono

nédo-preferenciais, por exemplo, frutose, galactose, lactose) apresentavam pelo menos duas vezes
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maior tolerancia do que os conidios produzidos em meio rico (PDAY). A quantidade de trealose
e manitol endégenos acumulada em conidios produzidos em meio minimo ou meio minimo com
MM ou com lactose (fonte de carbono nédo-preferencial) foi o dobro daquela acumulada quando
cultivados em meio minimo acrescido de glicose. Trealose e manitol, substancias presentes nos
conidios, tém a funcdo de protegé-los contra uma ampla gama de fatores estressantes. Porém, o
namero de conidios produzidos foi mais abundante em PDAY.

Submeter M. anisopliae a condicOes estressantes durante o desenvolvimento vegetativo,
também, pode tornar os conidios mais resistentes a outras condicdes adversas. Conidios
produzidos sob estresse nutritivo (meios pobres), estresse de choque térmico, estresse osmotico
(cloreto de sodio ou de potassio adicionado ao PDAY) foram mais resistentes ao calor e mais
tolerantes a radiacdo UV-B do que conidios produzidos em meio rico em nutrientes (PDAY), sem
choque térmico e estresse oxidativo (RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2008). Porém, os
conidios cultivados com estresse nutritivo acumularam as maiores concentracdes de trealose e
manitol, enquanto que o estresse osmotico resultou nos menores niveis de manitol e trealose
acumulados. Isso indica que a acumulacdo destes compostos ndo € o Unico mecanismo utilizado
por M. anisopliae para protecdo do calor e da radiacdo UV-B e que varios mecanismos estdo
associados ao aumento da tolerancia, sendo o acimulo de trealose e manitol dentro conidios um
dos mecanismos. O estresse oxidativo de radiacdo UV-A ou de perdxido de hidrogénio nao
elevaram a tolerancia ao calor ou a radiacdo UV-B, sendo os niveis de manitol ou trealose nesses
conidios semelhantes aos do controle. Novamente, os autores chamam a atencdo para rendimento
de conidios que foi reduzido, em alguns casos, severamente, pelo estresse nutritivo e osmaético, ja
0 estresse oxidativo e choque térmico, ndo alteraram os niveis de produgdo (RANGEL;
ANDERSON; ROBERTS, 2008).

Os trabalhos acima relatam estudos com meios especificos, 0s quais, ndo refletem a
realidade de producdo de fungos entomopatogénicos no Brasil. A producdo nacional de M.
anisopliae se da sobre o substrato arroz e alguns estudos focando este substrato sdo relatados em
seguida.

Frigo e Azevedo (1986) cultivaram seis isolados de M. anisopliae em meio completo
(PONTECORVO et al., 1953), em meio de arroz (AQUINO, 1974) e em meios nutricionalmente
intermediarios. Os mesmos concluiram que para producéo de conidios 0 meio de arroz foi o que

produziu melhor resultado quando comparado ao meio mais complexo, sugerindo que meios
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muito ricos ou muito pobres, acarretam diminuicdo na producdo enquanto que meios
intermediarios promovem amento de producdo. Em concordancia, Rangel, Alston e Roberts
(2008), também mostraram que melhores resultados sdo encontrados em meios nutricionalmente
intermediarios que permitem um bom crescimento vegetativo, conidiacéo e viruléncia, pois meios
ricos produzem conidios de M. anisopliae com baixa viruléncia enquanto que meios pobres
produzem conidios altamente virulentos, porém a quantidade produzida é limitante.

Utilizando trés substratos de producédo (arroz, cevada e sorgo) e valores variaveis de pH,
umidade e extrato de levedura, Praskash, Padmaja e Kiran (2008) obtiveram o méaximo
rendimento de conidios, de M. anisopliae, com o substrato arroz em um pH de 7,01 com 22,34%
de umidade. Cintra, Almeida e Batista Filho (2001) adicionaram ao arroz, para producdo do
fungo, aditivos como agUcares (sacarose, dextrose e lactose nas quantidades de 1%, 3% e 5%),
proteinas (extrato de levedura, caseina e proteina de soja, nas quantidades de 0,01%, 0,1% e
1,0%) e sais minerais (NaNO3; e KCL, nas quantidades de 0,001%, 0,01% e 0,1%). A adicéo de
lactose e caseina em todas as concentracdes e NaNO3 a 0,1%. Resultou em aumento na
esporulacao.

Assim, para viabilizar a producdo massal de fungos entomopatogénicos a serem usados no
controle microbiano de pragas € importante conhecer as caracteristicas nutricionais e fisioldgicas
das espécies e dos isolados e as condic¢Bes de cultivo que permitam obter bom crescimento com
alta esporulacgéo, viabilidade e viruléncia.

2.5 Inibidores de proteinases e a interacdo com Metarhizium anisopliae

Uma das classes mais abundantes de proteinas, os inibidores de proteinases, sao
encontrados em praticamente todas as formas de vida existente. Nos vegetais esses polipeptidios
possuem a capacidade de se ligar as enzimas proteoliticas dos insetos fitdfagos. Produzidos
naturalmente, os inibidores de proteinases de plantas ja foram extensivamente descritos (RYAN,
1990), sendo identificados em tecidos de plantas ha aproximadamente 70 anos (READ; HAAS,
1938). Este grupo de proteinas estd amplamente distribuido no reino vegetal, sendo
particularmente abundantes em sementes e 6rgdos de reserva, fazendo parte do mecanismo de
defesa das plantas contra o ataque de herbivoros e microorganismos patogénicos (HAQ; ATIF;
KHAN, 2004; MOLOSOV; VALUEVA, 2005). As proteinas de defesa podem ser produzidas
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constitutivamente em tecidos que sdo particularmente vulnerdveis ao ataque de insetos, como as
sementes, ou podem ser induzidos por danos mecanicos (WALKER et al., 1998, 2000).

Os inibidores, de acordo com a homologia entre as estruturas primarias e terciarias, o
aspecto evolutivo e principalmente de acordo com a proteinase que inibem, sdo classificados em:
serino, cisteino, aspartico e metaloproteinaes (HAQ; ATIF; KHAN, 2004). Os inibidores mais
estudados s@o os de serinoproteinases que sdo compostos por: (i) familia Kunitz, (ii) familia
Bowman-Birk, (iii) familia de inibidores tipo | de batatas, (iv) familia de inibidores tipo Il de
batatas, (v) familia de inibidores de abdbora e (vi) familia de inibidores de tripsina ¢ a-amilase
que sdo caracteristicos de semente de cereais (LASKOWSKI; KATO, 1980; WIECZOREK et al.,
1985). Os inibidores de proteinases mais abundantes também sdo aqueles capazes de inibir as
serino-proteases, grupo das tripsinas e quimiotripsinas, enzimas encontradas principalmente em
insetos da ordem Lepidoptera (TERRA; FERREIRA, 1994). Eles sdo encontrados em altas
concentragfes em sementes de leguminosas e em quantidades menores em cereais e tubérculos.
Um dos mecanismos de acdo de um inibidor de proteinase baseia-se na inibicdo competitiva de
uma proteinase, via bloqueio de sua atividade proteolitica (FRIZZAS; CUNHA; MACEDO,
2004).

Os inibidores de proteinase do tipo Kunitz e Bowman-Birk estdo presentes em plantas de
soja. Os do tipo Kunitz apresentam peso molecular aproximadamente de 20 kDa e sua agéo
ocorre principalmente sobre enzimas tripsinas (LIENIER, 1994). J& os do tipo Bowman-Birk tém
atividade predominantemente anti-tripsina e anti-quimiotripsina e possuem peso molecular de 6 a
9 kDa (GARIANI; LEATHERBARROW, 1997).

A interacdo entre plantas, insetos fitofagos e inibidores de proteinase sdo a que tem sido
comumente alvo de estudo. Simdes (2007) estudou o efeito dos inibidores de proteinase de soja
purificados e semi-purificados sobre organismos ndo-alvos. Estes estudos indicaram que a adicao
de 0,5% (p/v) de inibidores de proteinase de soja semi-purificados e de 0,05% (p/v) de inibidor
purificado do tipo Kunitz em dois meios de cultura (ME — meio de esporulacdo e BDA — batata,
dextrose e agar) resultou em maior crescimento vegetativo e maior producdo de conidios de M.
anisopliae. A adicdo do inibidor purificado do tipo Kunitz conferiu um aumento médio na
producdo de conidios de 43% em meio de esporulagdo, superior a outra fonte protéica (albumina

de soro bovino — BSA) usada como controle.
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Lorito et al. (1994) observaram a agdo antiflngica de inibidores de proteinase, tripsina e
quimiotripsina, purificados de repolho (Brassica oleracea L.) sobre fungos fitopatogénicos em
cultivo in vitro. Os inibidores em uma concentragdo de 150 pg.mL™ inibiram em 50% a
germinacdo dos conidios e o alongamento de tubo de germinativo de duas espécies, Botrysis
cinera (fitopatdgeno polifago isolado de uva) e Fusarium solani f. sp. pisi (fungo ndo patogénico
a repolho), sendo que a inibicéo total ocorreu com a concentragdo de 600 pg.mL™. Porém, os
mesmos inibidores ndo apresentaram nenhum efeito sobre o fungo Alternaria brassicicola,
fitopatdgeno especifico de repolho. Da mesma forma, ao adicionar inibidores de proteinase de
soja, 0s autores ndo observaram efeito sobre o crescimento e desenvolvimento dos fungos nas trés
espécies estudadas. Mosolov et al. (1976) observaram que a adicdo de inibidor de tripsina de
batata reduziu a atividade de proteinas exdgenas em filtrados de isolados fungicos. Ja o inibidor
de protease do tipo Bowman-Birk, extraido de grdos de trigo foi responsavel, em cultivo in vitro,
por uma forte atividade antifungica por meio da inibicdo do crescimento de hifas de diferentes
fungos fitopatogénicos, incluindo o Fusarium culmorum, Fusarium graminearum e Septoria
tritici (CHILOSI et al., 2000).

N&o ha relato na literatura quanto a interacdo de inibidores de proteases de soja e fungos
entomopatogénicos, desta forma pesquisas basicas sdo necessarias para elucidar o incremento do
crescimento e esporulagdo de M. anisopliae em meio de cultura contendo inibidor de protease. O
entendimento dos mecanismos de acdo deste inibidor no desenvolvimento do micélio assim como
na germinacao e penetracdo dos esporos na cuticula do inseto podem abrir novas areas para o

melhoramento da aplicacdo de M. anisopliae.
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3 AUMENTO NA PRODUCAO E VIRULENCIA DE CONIDIOS DO FUNGO
Metarhizium anisopliae (MESTCH.) SOROKIN (ASCOMYCOTA: HYPOCREALES) POR
INIBIDORES DE SERINOPROTEASES TIPO KUNITZ

Resumo

O presente estudo foi realizado com o intuito de determinar os efeitos de inibidores de
proteinases de soja no crescimento vegetativo, esporulagdo e viruléncia do fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae. A adicdo de 5 g.L™ de inibidores de proteinases
semi-purificados de soja ou 0,5 g.L™ de inibidor purificado do tipo Kunitz no meio de cultura ME
resultou em grande aumento na esporulacdo (de duas a 75 vezes) sem afetar a viabilidade dos
conidios de quatro isolados (ESALQ-1037, IBCB348, E9, F20) de M. anisopliae. Os conidios
produzidos no meio com adic&o de 0,5 g.L™* de inibidor de proteinase do tipo Kunitz ou com 2,5
g.L™ de albumina de soro bovino (BSA) e no meio de batata dextrose agar (BDA) apresentaram
viruléncia superior aos conidios produzido no meio ME sem inibidores. Os conidios produzidos
em ME apresentaram coloracdo amarela enquanto que as colonias cultivadas na presenca de
inibidores de proteinase apresentaram coloracdo verde tipica de M. anisopliae. Os mecanismos
responsaveis por estas alteracées fisioldgicas no fungo ndo foram determinados, mas devem estar
associados a acdo anti-nutricional, diminuindo a absorcdo protéica e conseqiientemente
estimulando a esporulagdo. Os inibidores de proteinase fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e
leupeptina, assim como a adicdo de outras fontes protéicas usadas como controle, nédo
influenciaram o crescimento vegetativo nem a esporulagdo do fungo no meio ME. Quando o
inibidor de proteinase do tipo Kunitz foi adicionado a suspenséo de conidios do fungo antes da
pulverizacdo de lagartas de Diatraea saccharalis, a eficiéncia de controle foi 35,1% inferior ao
apresentado pelos demais tratamentos sem a presenca deste inibidor. A reducdo da eficiéncia do
fungo pela adicdo de inibidor do tipo Kunitz nas suspensdes de conidios deve ser devido ao
bloqueio das enzimas proteoliticas do fungo impedindo a digestdo da cuticula dos insetos.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae; Inibidores de proteinases; Kunitz; Entomopatdgeno;
Esporulacdo; Viruléncia

Abstract

This study was carried out in order to determine the effects of soybean proteinase
inhibitors on vegetative growth, sporulation and virulence of the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae. The addition of 5 g.L™ of semi-purified soybean proteinase inhibitor or
0.5 gL of purified Kunitz-type inhibitor on culture medium ME resulted in large increases in
sporulation (two to 75 times) without affecting the viability of conidia of four isolates (ESALQ-
1037, IBCB348, E9, F20) of M. anisopliae. Conidia produced on the medium with the addition of
0.5 g.L™ purified Kunitz-type inhibitor or 2.5 gL-1 of bovine serum albumin (BSA) and in the
medium of potato dextrose agar (PDA) showed higher virulence than that of the conidia produced
in ME without inhibitors. Conidia produced in ME were yellow while the colonies grown in the
presence of proteinase inhibitors showed green color typical of M. anisopliae. Mechanisms
responsible for these physiological changes in the fungus have not been determined, but it must
be linked to an anti-nutritional action, reducing the absorption of protein and stimulating
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sporulation. Proteinase inhibitors phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) and Leupeptin, as well
as the addition of other protein sources used as controls did not affect vegetative growth or
sporulation of the fungus in ME medium. When the Kunitz-type inhibitor was added to the
suspension of conidia of the fungus before spraying larvae of Diatraea saccharalis, control
efficiency was 35.1% lower than that presented in other inhibitor-free treatments. The efficiency
reduction of the fungus by the addition of Kunitz-type inhibitor in conidia suspensions should be
connected to blockage and inactivation of the proteolytic enzymes of the fungus preventing the
digestion of the cuticle of insects.

Keywords: Metarhizium anisopliae; Entomopathogen; Proteinase inhibitors; Kunitz; Sporulation;
Virulence

3.1 Introducéo

Com base nos sitios ativos, mecanismos de acao e estrutura tridimensional, as proteinases
sdo classificadas, de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica, em quatro grandes
classes: proteinases serinicas; cisteinicas; asparticas e metaloproteinases (NEURATH, 1996). As
proteinases realizam varias func@es fisiologicas complexas em animais e humanos, participam
ativamente em processos fisioldgicos e patoldgicos, participam do catabolismo de proteinas,
coagulacdo sanguinea, crescimento e migracdo celular, liberacdo de hormonios entre outras
atividades (GODFREY; WEST, 1996). Nos insetos, as proteinases desempenham papel
importante na digestdo, ja que estes obtém muitos dos aminoécidos essenciais utilizando
proteinases extracelulares que atuam no limem de seu aparelho digestorio (TERRA; FERREIRA,
1994; XAVIER-FILHO, 1992). Nos vegetais podem atuar na regulacdo da expressao génica,
morte celular programada e na resisténcia de plantas. Nos microrganismos desempenham
importantes papeis na esporulagdo, liberacdo conidial e germinacdo (BEERS; JONES;
DICKERMAN, 2004; TORNERO et al., 1996).

Muitas familias de plantas possuem inibidores de proteinases em seus 0rgdos
reprodutivos, 6rgaos de reserva e tecidos vegetativos. A maioria desses inibidores s&o moléculas
pequenas, estaveis, abundantes e faceis de purificar, podendo atuar como proteinas de reserva,
como reguladores de enzimas enddgenas e podem também estar envolvidos nos processos de
defesa de plantas contra o ataque de pragas e/ou patogenos (WALKER et al., 1998). O nimero de
inibidores de proteinases de plantas identificados e isolados é grande, sendo os inibidores de

proteinases serinicas e cisteinicas os mais bem conhecidos. Dentre as familias de inibidores de
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serinoproteinases de plantas mais representativas estdo: (i) familia Kunitz, (ii) familia Bowman-
Birk, (iii) familia de inibidores tipo | de batatas, (iv) familia de inibidores tipo Il de batatas, (V)
familia de inibidores de abobora e (vi) familia de inibidores de tripsina e a-amilase que séo
caracteristicos de semente de cereais (LASKOWSKI; KATO, 1980; WIECZOREK et al., 1985).
A familia de inibidores de proteinases do tipo Kunitz, uma das familias mais importantes,
compreende proteinas de plantas com atividade inibitoria sobre varias enzimas proteoliticas,
como as tripsina, quimiotripsina, subtilisina, cisteinoproteases e asparticoproteases.

A interacdo entre plantas, insetos fitofagos e inibidores de proteinases tem sido objeto de
muitos estudos. Para realizar a hidrélise das proteinas ingeridas é necessario que 0s insetos
produzam uma grande variedade de proteinases intestinais. Sabe-se que algumas plantas
apresentam proteinas capazes de inibir a acdo das proteinases de insetos, ao alimentarem-se
destas plantas, os insetos ingerem quantidades significativas desses inibidores, e
consequentemente, observa-se uma inibi¢cdo do desenvolvimento e crescimento provocada pela
ma nutricdo e indices de mortalidade significantes podem ser observados (McMANUS;
BURGESS, 1995). A transgenia pode ser considerada um passo crucial no desenvolvimento de
plantas resistentes a insetos, ja que os inibidores de proteinases apresentam grande potencial por
reduzirem ou impedirem a atividade das enzimas digestivas dos insetos, provocando-lhes
desnutricdo, reducdo do desenvolvimento larval, podendo até causar-lhes a morte
(AUGUSTYNIAK; DABERT; WYPIJEWSKI, 1997). A primeira planta transgénica expressando
um gene de inibidor de proteinase, foi obtida em 1987 e tratava-se da planta de tabaco (Nicotiana
tabacum L.) contendo o gene que codifica para o inibidor de proteinase serinica de feijao-de-
corda (Vigna unguiculata). As plantas de tabaco que sdo naturalmente susceptiveis ao inseto
Heliothis virescens apds a transformacdo genética adquiriram altos niveis de resisténcia ao
mesmo (GATEHOUSE; GATEHOUSE, 1998).

Desde entdo, estudos comecaram a ser desenvolvidos com intuito de se conhecer o papel
de inibidores de proteinases nas interacdes com fungos fitopatogénicos, para a obtencdo de
plantas modificadas para a expressdo de genes de resisténcia especificos a fungos
fitopatogénicos. Lorito et al. (1994) observaram a acdo antifungica de inibidores de proteinase
purificados de tripsina e quimiotripsina, de repolho (Brassica oleracea L.), sobre os fungos
fitopatogénicos Botrytis cinera e Fusarium solani f. sp. pisi em cultivo in vitro. Mosolov et al.

(1976) observaram que a adicdo de inibidor de tripsina de batata reduziu atividade de
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serinoproteinases em filtrados de isolados fungicos. Ja o inibidor de proteinase do tipo Bowman-
Birk, extraido de grdos de trigo foi responsével, em cultivo in vitro, por uma forte atividade
antifangica por meio da inibicdo do crescimento de hifas de diferentes fungos fitopatogénicos,
incluindo o Fusarium culmorum, Fusarium graminearum e Septoria tritici (CHILOSI et al.,
2000).

Em M. anisopliae as enzimas proteoliticas, além de estarem envolvidas nos processos de
formacdo e germinacdo dos conidios, tém fungdes nutricionais importantes, sendo capazes de
hidrolisar as cadeias polipeptidicas em cadeias menores, que sdo absorvidas pelas células. Porém,
a producdo de proteinases pelo fungo tem sido estudada principalmente correlacionando-a com os
processos de especificidade, patogenicidade e viruléncia do entomopatégeno. Para penetrar no
hospedeiro o fungo libera varias enzimas, como esterases, proteases, lipases e quitinases. O papel
das proteinases no processo de infeccdo de insetos por fungos deve ser ressaltado, ja que o
principal componente estrutural da cuticula dos insetos é proteina e as proteases estdo envolvidas
na hidrdlise dos componentes cuticulares facilitando a penetracdo da hifa através da cuticula do
hospedeiro. Dentre as proteases identificadas para este fungo podemos destacar a enzima do tipo
subtilisina, denominada Prl, que é a principal enzima produzida por M. anisopliae durante a
infeccé@o para degradar o tegumento do inseto, e outra com atividade tipo tripsina designada Pr2
pertencente ao grupo das serinoproteinases (St. LEGER; CHARNLEY; COOPER, 1986). Além
das enzimas ja citadas, M. anisopliae produz uma metaloproteinase (St. LEGER; BIDOCHKA,;
ROBERTS, 1994), duas aminopeptidases extracelulares (CHARNLEY; St. LEGER, 1991), uma
cisteina proteinase designada Pr4 (COLE; CHARNLEY; COOPER, 1993) e uma aspartilprotease
(St. LEGER; JOSHI; ROBERTS, 1998).

Simdes (2007) estudou o efeito dos inibidores de proteinase de soja purificados e semi-
purificados sobre o fungo M. anisopliae. Estes estudos indicaram que a adicdo de 0,5% (p/v) de
inibidores de proteinase de soja semi-purificados e de 0,05% (p/v) de inibidor purificado do tipo
Kunitz em dois meios de cultura (ME — meio de esporulacdo e BDA — batata, dextrose e agar)
resultou em maior crescimento vegetativo e maior producdo de conidios de M. anisopliae. A
adicdo do inibidor purificado do tipo Kunitz conferiu um aumento médio na producdo de
conidios de 43% em meio de esporulacdo, superior a outra fonte protéica (alboumina de soro
bovino — BSA) usada como controle. Estes foram os primeiros estudos onde se observaram

efeitos benéficos de inibidores de proteinases em fungos, mas o mecanismo da acdo dos
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inibidores ndo foi elucidado. Vérias questdes cientificas foram levantadas no trabalho de Simdes
(2007) que foram abordadas nos estudos descritos abaixo.

Pesquisas basicas sdo necessarias para elucidar o incremento do crescimento e
esporulacdo de M. anisopliae em meio de cultura contendo inibidor de proteinase do tipo Kunitz.
O entendimento dos mecanismos de acdo deste inibidor no desenvolvimento do micélio assim
como na germinacgdo e penetracdo dos esporos na cuticula do inseto podem abrir novas areas para
o melhoramento da aplicacdo de M. anisopliae. Assim, este estudo objetivou determinar o efeito
de inibidores de proteinases no crescimento vegetativo, esporulacdo e viruléncia do fungo
entomopatogénico M. anisopliae quando os inibidores foram adicionados ao meio de cultivo ou

diretamente em suspensdo de conidios.

3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ-USP, Piracicaba, S&o Paulo,
Brasil. Foram utilizadas as seguintes linhagens do fungo M. anisopliae: ESALQ-1037 (isolado de
Solenopsis sp. procedente de Porto Alegre - RS); IBCB 348 (isolado de Mahanarva fimbriolata
procedente de Sertdozinho - SP); E9 (isolado de Deois flavopicta, procedente do Espirito Santo) e
F20 (isolado proveniente do banco de fungos do Centro de Tecnologia Canavieira — CTC,
Piracicaba - SP). As linhagens encontram-se armazenadas em freezer (-40 °C) na forma de
conidios puros no Banco de Patégenos do Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos da ESALQ/USP. Para obter a suspensdo inicial de indculo os conidios de M. anisopliae,
foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar - BDA
(Potato Dextrose Agar, Difco, USA) e espalhados com auxilio de uma alca de Drigalsky. As
placas foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D (Biological Oxigen Demand) por 7
dias, a 26 = 1°C e doze horas de fotofase.

Testes de viruléncia foram realizados com lagartas de Diatraea saccharalis (Fabr., 1794)
(Lepidoptera: Crambidae). As lagartas utilizadas foram obtidas em uma criagdo mantida no
Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de Insetos da ESALQ/USP e se encontravam
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sadias, livres do patdgeno Nosema sp. Os lepidopteros foram mantidos durante a fase imatura em
tubos de vidro contendo dieta artificial de King e Hartley (1985) e acomodados em cédmara
climatizada do tipo B.O.D (Biological Oxigen Demand) com temperatura de 26 + 1°C e doze
horas de fotofase. As pupas e os adultos foram transferidos para gaiolas acomodadas em sala de

criacdo, sendo que para os adultos ofereceu-se apenas agua.

3.2.1.1 Efeito de meios de cultura contendo inibidores de proteinase de soja no crescimento

vegetativo e esporulacédo do fungo Metarhizium anisopliae
3.2.1.1.1 Efeito de inibidores de proteinase de soja e fontes protéicas

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, composto por oito
tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada unidade experimental composta por uma placa de
Petri plastica estéril (60 mm de didmetro por 20 mm de altura) contendo 10 mL de meio e uma
colénia de M. anisopliae. O experimento foi repetido trés vezes no tempo. Os seguintes
tratamentos foram testados: 1. Meio de cultura Batata Dextrose Agar - BDA (39 g.L™ - Potato
Dextrose Agar, Difco, USA); 2. Meio de Esporulacdo (ME — 0,36 g de KH,PO,; 1,05 g de
Na,HPO, 7H,0; 0,60 g de MgSO,4 7H,0; 1,00 g de KCL; 10,0 g de glucose; 1,58 g de NaNOg;
5,00 g de extrato de levedura; 20,0 g de agar e; 1000 mL de &gua destilada) descrito em Alves et
al. (1998); 3. ME com o extrato de levedura substituido por peptona de soja ha mesma propor¢ao;
4. ME acrescido de 2,5 g.L™ de peptona de soja; 5. ME acrescido de 2,5 g.L™ de albumina de
soro bovino (BSA); 6. ME acrescido de 5 g.L™ de inibidores de proteinases semi-purificados de
soja (IPS); 7. ME acrescido de 0,5 g.L™ de inibidor de tripsina do tipo Kunitz (Sigma-Aldrich®,
USA); 8. ME acrescido de 2,5 g.L™* de inibidor de tripsina do tipo Kunitz.

A semi-purificacdo dos inibidores de proteinases de soja foi realizada no Departamento de
Genética da ESALQ-USP, Piracicaba, Sdo Paulo. A forma de extracdo foi adaptada de
Pompermayer et al. (2003). Foram homogeneizados 100 gramas de sementes de soja (variedade
Conquista) em um litro de solucdo salina (NaCl 0,15 M), em seguida filtrou-se a mistura
resultante em gaze. A parte liquida foi centrifugada a 3000 x g durante 20 minutos a 4 °C para
coleta do sobrenadante, o volume foi medido e ajustado a 70% com acetona gelada, sendo

novamente centrifugado a 6000 x g por 20 minutos a 4 °C. Para remog¢do completa da acetona e
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do macerado o material decantado foi liofilizado, resultando nos inibidores de proteinases semi-
purificados. A atividade enzimética para tripsina e quimotripsina foi de 3,4 e 0,34%,
respectivamente, do total da proteina da semente.

Em todos os meios acrescentou-se 0,5 g.L™" de antibi6tico (Pentabi6tico Veterinario
Reforcado, Fort Dodge® Satde Animal Ltda). Os meios foram preparados com 90% da 4gua
recomendada, pois os inibidores de proteinases e as proteinas foram dissolvidos na agua restante
e adicionados ao meio quando este apresentava a temperatura de 45°C. Posteriormente, aliquotas
de 10 mL dos meios foram distribuidas em placas de Petri plasticas e apds a solidificacdo
inoculou-se os conidios num ponto central da placa com auxilio de al¢a de platina. As placas
foram mantidas em cadmara climatizada do tipo B.O.D a 26 = 1°C e fotofase de 12 horas.

Apds sete e 10 dias de incubacdo avaliou-se o crescimento vegetativo, medindo o
diametro das col6nias. Para quantificar a esporulacdo, cada colénia foi retirada por completo
rente ao meio de cultura e transferida para um tubo de vidro (85 mm de altura por 25 mm de
diametro) contendo 10 mL de 4gua mais 0,05 % de espalhante adesivo (Tween 20®). O nlimero

de conidios em suspensao foi determinado atraves de contagens em camara de Neubauer.

3.2.1.1.2 Teste com os inibidores fluoreto de fenilmetilsulfonil e leupeptina

Os inibidores fluoreto de fenilmetilsulfonil, inibidor quimico geral de serinoproteinases e
a leupeptina, inibidor da tripsina, foram testados para observar se o incremento na esporulacéo de
M. anisopliae estaria restrito aos inibidores de proteinases de soja (inibidores de serinoproteases,
do tipo tripsina e quimotripsina) ou se outros inibidores seriam capazes de provocar 0 mesmo
efeito. Para este teste o delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, composto por
quatro tratamentos e seis repeticBes, cada unidade experimental constou de uma placa de Petri
plastica estéril (60 mm de didmetro por 20 mm de altura) contendo 10 mL de meio e uma colbnia
do isolado ESALQ-1037 de M. anisopliae. Os seguintes tratamentos foram testados: (1) Meio de
Esporulacdo (ME); (2) ME acrescido de 5,25 g.L™ de inibidores de proteinases de soja semi-
purificados (IPS); (3) ME acrescido de 4,48 mg.L™ de inibidor de proteinase purificado PMSF -
fluoreto de fenilmetilsulfonil (Sigma-Aldrich®, USA) e; 4. ME acrescido de 12,18 mg.L™ de
inibidor de proteinase purificado leupeptina (Sigma-Aldrich®, USA). Devido & indisponibilidade
do inibidor de tripsina do tipo Kunitz (Sigma-Aldrich®, USA) utilizou-se apenas o inibidor de

proteinase semi-purificado (IPS). A quantidade de inibidor adicionada ao meio de esporulagéo foi
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padronizada com base no peso molecular de cada substéancia. O procedimento de preparo dos
meios de cultura, plaqueamento do fungo e avaliagdo do experimento foi semelhante ao descrito

acima.

3.2.1.1.3 Teste com diferentes isolados de Metarhizium anisopliae

Para avaliar a respostas de outros isolados a acdo de inibidores de proteinase outros dois
testes foram conduzidos. No primeiro teste o delineamento experimental foi inteiramente
aleatorizado, composto por um fatorial 3x3, ou seja, trés isolados e trés meios de cultura com
quatro repeticOes. Foram testados os seguintes isolados de M. anisopliae: IBCB 348; E9 e
ESALQ-1037 e os seguintes meios de cultura: (1) Meio de Esporulacdo (ME); (2) ME acrescido
de 0,5 g.L™ de inibidor de tripsina do tipo Kunitz (Sigma-Aldrich®, USA), e; (3) ME acrescido
de 2,5 g.L™ de albumina de soro bovino.

No segundo teste, foi incluido o isolado F - 20 que era usado em larga escala no controle
de cigarrinhas, mas que passou a apresentar reduzida esporulacdo. Devido a indisponibilidade de
inibidor de tripsina do tipo Kunitz foi substituido pelos inibidores de proteinases de soja semi-
purificados (IPS). Desta forma, o delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado,
composto por um fatorial de 2x2, ou seja, dois isolados e dois meios de cultura com seis
repeticbes. Foram testados os seguintes isolados de M. anisopliae: ESALQ-1037 e F20 e os
seguintes meios de cultura: (1) Meio de Esporulacdo (ME) e; (2) ME acrescido de 5 g.L™ de
inibidores de proteinases semi-purificados (IPS). Nos dois testes, cada unidade experimental foi
composta por uma placa de Petri plastica estéril (60 mm de didmetro por 20 mm de altura)
contendo 10 mL de meio e uma coldnia das linhagens M. anisopliae testadas. O isolado ESALQ-
1037 foi utilizado em todos os experimentos para servir de parametro de comparagdo. O
procedimento de preparo dos meios de cultura, plagueamento das linhagens e avaliacdo dos

experimentos foi conduzido conforme descrito acima.



49

3.2.1.2 Viruléncia do fungo Metarhizium anisopliae cultivado em meio com inibidores de

proteinase de soja

Os conidios utilizados foram produzidos nos diferentes meios de cultura descritos acima.
O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, composto por nove tratamentos e seis
repeticBes. Os tratamentos foram compostos por conidios produzidos em diferentes meios de
cultura e aplicados sobre lagartas de D. saccharalis: (1) meio de cultura Batata Dextrose Agar -
BDA (Potato Dextrose Agar, Difco ", USA); (2) Meio de Esporulacdo (ME); (3) ME com o
extrato de levedura substituido por peptona de soja na mesma proporcéo; (4) ME acrescido de 2,5
g.L™ de peptona de soja; (5) ME acrescido de 2,5 g.L™ de albumina de soro bovino; (6) ME
acrescido de 5 g.L™ de inibidores de proteinases semi-purificados (IPS); (7) ME acrescido de 0,5
g.L™* de inibidor de tripsina do tipo Kunitz (Sigma-Aldrich®, USA); (8) ME acrescido de 2,5 g.L™
de inibidor de tripsina do tipo Kunitz e; (9) testemunha (pulverizado apenas com agua destilada
mais espalhante adesivo Tween 20® a 0,05%).

Cada tratamento foi composto por seis repeticbes com 10 lagartas de D. saccharalis em
terceiro instar. Foram preparadas suspensées na concentragdo de 8 x 10’ conidios.mL™, de M.
anisopliae produzido nos diferentes meios. As lagartas foram separadas da dieta e com auxilio de
uma peneira foram lavadas rapidamente com agua destilada para eliminar os residuos de
fungicidas utilizados como anti-contaminantes na dieta. Apds a lavagem, as lagartas foram
colocadas em papel toalha a fim de retirar 0 excesso de dgua. Sessenta lagartas por tratamento
foram acondicionadas em placas de Petri (14 cm de diametro) e pulverizadas (Torre de Potter —
15 libras.pol™) com aliquotas de 2 mL de suspensdo fngica. A testemunha recebeu 2 mL de 4gua
estéril mais 0,05% de espalhante adesivo (Tween 20®). Apés a pulverizacdo, as lagartas foram
mantidas por quinze minutos sobre a superficie pulverizada, a fim de aumentar o contato com o0s
conidios de M. anisopliae. Posteriormente, grupos de 10 lagartas foram acondicionados em
placas de Petri (60 mm de didmetro por 20 mm de altura), sendo alimentadas diariamente com
dieta artificial de King e Hartley (1985) sem anti-contaminantes (formaldeido e nipagin).

Para determinacdo da viabilidade dos conidios, uma aliquota de 100 pL da suspensdo
proveniente de cada tratamento foi plaqueada em meio Batata Dextrose Agar - BDA (Potato

Dextrose Agar, Difco , USA), e apés 16 horas de incubagdo em cémara climatizada do tipo
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B.0O.D. a 26 + 1°C, realizou-se a contagem de conidios germinados em dois campos por placa,
em duas placas de Petri (9 cm de didmetro) por tratamento.

3.2.1.3 Viruléncia de Metarhizium anisopliae aplicado em suspensdes contendo inibidores de

proteinase de soja

Neste experimento os inibidores de proteinase foram adicionados a suspensdes de
conidios de M. anisopliae para determinar o efeito na germinacédo e penetracdo dos conidios. O
fungo M. anisopliae foi plagueado em placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose
Agar - BDA (Potato Dextrose Agar, Difco™, USA) sem a presenca de inibidores; e espalhado
com auxilio de uma al¢ca de Drigalsky. As placas foram mantidas por sete dias em camara
climatizada do tipo B.O.D a 26 + 1°C e doze horas de fotofase para producdo dos conidios. A
suspensdo do patdgeno foi preparada misturando-se conidios, retirados das culturas, em agua
estéril mais espalhante adesivo a 0,05% (Tween 20®) e a suspensdo de 1 x 10° conidios.mL™ foi
padronizada ap6s contagem em camara de Neubauer.

As aliquotas destas suspensdes foram adicionados os inibidores de proteinases ou fontes
protéicas usadas como controle e as misturas foram entdo agitadas por inversdo. O tempo
decorrido entre a mistura da suspensdo de conidios com os inibidores ou fontes protéicas e a
pulverizacdo sobre as lagartas foi de até 10 minutos. Para determinagdo da viabilidade dos
conidios, uma aliquota da suspensao proveniente de cada tratamento, com inibidores ou fontes
protéicas, foi plagueada em meio BDA, e apds 16 horas de incubacdo em camara tipo B.O.D (26
+ 1 'C) realizou-se a contagem de conidios germinados em dois campos por placa, em duas
placas de Petri (9 cm de didmetro) por tratamento. A viabilidade média foi superior a 90% em
todas as amostras.

O experimento com delineamento inteiramente aleatorizado foi composto por sete
tratamentos: (1) &gua estéril mais 0,05% de espalhante adesivo Tween® (testemunha); (2)
suspenséo de conidios; (3) suspensdo de conidios mais 2,5 g.L ™ de peptona de soja; (4) suspens&o
de conidios mais 2,5 g.L™* de albumina de soro bovino; (5) suspensdo de conidios mais 2,5 g.L™
de inibidor de proteinase de soja purificado do tipo Kunitz (Sigma-Aldrich® USA); (6)
suspensdo de conidios mais 2,5 g.L" de inibidor de proteinase de soja purificado do tipo
Bowman-Birk (Sigma-Aldrich®, USA); (7) suspensdo de conidios mais 5 g.L™* de inibidores de
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proteinases de soja semi-purificados. Cada tratamento foi composto por cinco repeticdes. As
unidades experimentais constaram de uma placa de Petri (60 mm de diametro por 20 mm de
altura) contendo dez lagartas de D. saccharalis em terceiro instar.

As lagartas provenientes de criacdo em laboratorio foram separadas da dieta e com auxilio
de uma peneira foram lavadas rapidamente com agua para eliminar os residuos de fungicidas
utilizados como anti-contaminantes na dieta. Apos a lavagem, as lagartas foram colocadas em
papel toalha a fim de retirar o excesso de agua. Cinquenta lagartas por tratamento foram
acondicionadas em placa de Petri (14 cm de diametro) e pulverizadas (Torre de Potter — 15
libras.pol™) com aliquotas de 2 mL das respectivas suspensdes fngicas. Apés a pulverizagdo, as
lagartas foram mantidas por 15 minutos sobre a superficie pulverizada, a fim de aumentar o
contato com os conidios de M. anisopliae. Posteriormente, as lagartas foram mantidas em camara
climatizada do tipo B.O.D a temperatura de 26 + 1 °C e fotofase de doze horas, sendo
diariamente alimentadas com dieta artificial de King e Hartley (1985) sem anti-contaminantes.
AvaliacOes diarias foram realizadas para verificar a mortalidade. As lagartas mortas foram

mantidas em camara imida para confirmar a infeccdo pelo patogeno.
3.2.1.4 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SAS® 9.1.3 (SAS,
Institute Inc., 2003). Os dados referentes ao efeito de inibidores de proteinase de soja e fontes
protéicas e os resultados dos testes com inibidores fluoreto de fenilmetilsulfonil e leupeptina
foram transformados em \x e X2, respectivamente e entdo submetidos & anélise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan (P < 0,05). Os dados provenientes dos testes com
diferentes isolados de Metarhizium anisopliae foram analisados por modelos fatoriais. Os dados
de esporulacdo dos trés isolados de M. anisopliae em resposta a diferentes meios de cultura foram
transformados em log X, submetidos a analise de variancia as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05). Na avaliacdo da esporulacdo do isolado F 20 em resposta a adi¢do de
inibidor de proteinase de soja os dados ndo transformados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). As porcentagens de
mortalidade referentes aos testes de viruléncia do fungo M. anisopliae cultivado em meio com

adicdo de inibidores ou fonte protéicas, sofreram transformacao angular, arc sen V((x+0,5)/100),
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ja os dados referentes aplicacdo de suspensdo de M. anisopliae com inibidores ou fonte protéicas,
sofreram transformacao angular, arc seno V((x)/100) e posteriormente foram submetidos & analise
de variancia, sendo as medias comparadas pelo teste de Duncan (P<0,05). A eficiéncia dos
tratamentos foi estimada pela férmula de Schneider-Orelli (1947). Para o célculo da TLsp, 0S
valores das mortalidades acumuladas foram submetidos & analise de Probit (FINNEY, 1971),

com o auxilio do programa computacional Polo Plus.

3.2.2 Resultados

3.2.2.1 Efeito de inibidores de proteinase de soja no crescimento vegetativo e esporulagdo do

fungo

3.2.2.1.1 Teste com inibidores de proteinase de soja e fontes protéicas

A Tabela 3.1 apresenta o crescimento vegetativo e a producdo de conidio por col6énia em
resposta a diferentes composicdes do meio. Ao ser cultivado em meio de esporulacdo (ME) o
fungo teve um bom desenvolvimento vegetativo, porém uma baixa esporulagdo. Enquanto que no
meio batata dextrose 4gar (BDA) ocorreu um menor crescimento vegetativo da col6nia, aos sete
(F7:36 = 16,47; P< 0,0001) e dez dias (F7.3s = 20,12; P< 0,0001), mas a esporula¢do foi maior que
no ME.

Ao substituir o extrato de levedura, fonte protéica original do ME, por outra proteina, a
peptona de soja, a producdo de conidios ndo foi alterada (F;.35=132,27; P<0,0001). Quando
adicionalmente ao extrato de levedura, a peptona de soja foi incorporada a0 mesmo meio, a
esporulacdo e o crescimento vegetativo também foram estatisticamente semelhantes. Quando a
albumina de soro bovino (BSA) foi adicionada ao ME provocou um aumento de dez vezes na
producdo de conidios por colénia. Da mesma forma, a adigdo dos inibidores de proteinases de
soja, purificado ou semi-purificados, resultaram em grande aumento na esporulagdo em relacéo
aos meios ME e BDA, ndo diferindo do tratamento de ME com BSA. A adic&o de 5 g.L™* de IPS
e 0,5 g.L™" de Kunitz resultou em incremento de 12,2 e 11,0 vezes na quantidade de conidios
produzidos por M. anisopliae isolado ESALQ-1037 em meio ME. A viabilidade dos conidios

provenientes dos diferentes meios de cultura foi semelhante.
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Observou-se que quando cultivado em meio de esporulacdo o isolado ESALQ-1037
apresentou conidios amarelos, enquanto que ao ser cultivado em meio BDA produziu conidios
verdes, coloracdo caracteristica deste fungo (Figura 3.1). Ao trocar a fonte protéica do ME ou
adicionar mais proteina ao meio os conidios continuaram amarelos, ja a adicdo de BSA ao meio
resultou na producdo de conidios amarelos e verdes na mesma col6nia. Porém a adigdo de
inibidores de proteinase levou a col6nia a produzir apenas conidios verdes, semelhantes aos

produzidos no meio BDA.
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Tabela 3.1 - Crescimento vegetativo (didmetro em cm) e esporulacéo (conidios x 10’ por coldnia) de Metarhizium anisopliae isolado
ESALQ-1037 em resposta a diferentes meios de cultura ap6s 10 dias a 26 + 1°C

Tratamentos * N° deAcqnidios7por Diametro ,de col_(“)nia Diémetrorde colc_“)nia Viabilidade dgg conidios
colbnia (x10) (cm) apos 7 dias (cm) apos 10 dias (%)

ME +5 g.L'1 IPS 15,87 +0,79a 2,40+ 0,07 b 3,86 + 0,08 ab 99,0 £ 0,58
ME + 0,5 g.L™ Kunitz 14,69 £ 0,48 a 2,55+ 0,03 ab 3,75+ 0,03 bc 975+1,84
ME + 2,5 g.L™ Kunitz 14,26 £ 0,79 a 2,61+0,03a 3,68 +0,07c 98,5+ 0,64
ME +2,5g.L™* BSA 13,82+1,18a 2,68 £0,04 a 3,98+0,04 a 98,25+ 1,18
BDA 6,95+ 1,08b 1,87+0,13¢c 3,03+0,12d 97,25+ 0,85
ME + 2,5 g.L™ Peptona 2,10+0,22 ¢ 2,60 +0,02 a 3,93+0,04 a 975+1,55
ME 1,30 £ 0,22 cd 2,60+0,03a 40+0,03a 98,0 £ 0,91
ME (Peptona) 1,13+0,24d 2,57+0,07 a 3,68+0,05¢c 97,0+ 1,08
C.V. 10,29 4,75 3,65 2,36

'ME: Meio de Esporulacio; IPS: inibidores semi-purificados de soja; BSA: albumina de soro bovino; ME (Peptona): Meio de Esporulacdao com o extrato de
levedura substituido por peptona de soja na mesma proporcdo; BDA: meio de cultura Batata Dextrose Agar (Potato Dextrose Agar, Difco™).
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si, pelo teste de Duncan (P < 0,05). ns: néo significativo.
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Figura 3.1 - Crescimento de Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ-1037) em diferentes meios
de cultura ap6s 10 dias a 26 + 1°C. a. Meio de Esporulacdo (ME), b. ME com
peptona de soja em substituic&o a extrato de levedura, c. ME + 2,5 g.L™ de peptona,

d. ME + 2,5 g.L de albumina de soro bovino, e. Meio Batata Dextrose Agar, f. ME
+ 0,5 g.L! de inibidor de proteinase do tipo Kunitz, g. ME + 2,5 g.L"'de Kunitz, h.
ME + 5 g.L™ inibidores de proteinases semi-purificados de soja

3.2.2.1.2 Teste com os inibidores fluoreto de fenilmetilsulfonil e leupeptina e com diferentes

isolados de Metarhizium anisopliae

Os inibidores de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonil e leupeptina adicionados ao meio
de esporulagdo ndo influenciaram, o crescimento vegetativo avaliado aos sete (Fs.0 = 4,70; P<
0,0122) e 10 dias (F 3. 20 = 23,11; P< 0,0001). Estes inibidores também n&o afetaram a esporulacao
do fungo (F 3. 20 = 42,57; P< 0,0001), enquanto que a adicdo de inibidores de proteinase de soja
semi-purificado (IPS) dobrou a producéo de conidios por colénia (Tabela 3.2).

A Tabela 3.3 mostra que a agdo do inibidor de proteinase purificado do tipo Kunitz ndo
esta restrita ao isolado ESALQ-1037, outros dois isolados testados, E9 e IBCB348, também
tiveram a producdo de conidios expressivamente incrementada quando o inibidor foi adicionado
ao meio de esporulacdo. A adicdo de Kunitz induziu um aumento de 24,3 vezes na quantidade de
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conidios produzidos pelos isolado ESALQ-1037 e de 31,1 e 76,2 vezes nos isolados E9 e
IBCB348, respectivamente.

Tabela 3.2 - Avaliacdo do crescimento vegetativo e da esporulacdo de coldnias de Metarhizium
anisopliae (isolado ESALQ-1037) crescidas por 10 dias a 26 + 1°C na presenca de
diferentes inibidores de proteinase adicionados ao meio de esporulagdo (ME)

DlaAmfetro da Diametro da colénia (cm) N° de conidios por

Tratamento colbnia (cm) ) : . 9,
. X apos 10 dias colbnia (x10%)

apos 7 dias
ME+5,25 g.L™* IPS 2,08+£0,04 a 3,48 +£0,04 a 2,01+0,13a
ME+12,18 mg.L™" Leupeptina 1,95+0,03b 3,12+ 0,06 b 1,11+0,02b
ME 1,88+0,05b 3,07+0,42b 1,04+£0,01b
ME+ 4,48 mg.L™ PMSF 1,88 +0,05b 3,18+0,02b 1,04 +0,05b
C.V. 21,35 5,37 2,93

'Dados originais apresentados; para anélise estatistica os dados foram transformados em x2. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan (P < 0,05).

Tabela 3.3 - Esporulacéo de trés isolados de Metarhizium anisopliae cultivados por 10 dias a 26 +

1°C, 12 horas de fotofase em diferentes meios de cultura

Produc&o de conidios por coldnia (x10")

Isolados

ME ME + 2,5 g.L™ de BSA ME + 0,5 g.L™ Kunitz
ESALQ-1037 3,47+ 0,14 Ab 6,23+ 1,9 ABb 84,5+ 4,4 Aa
E9 2,13+0,32 Ac 8,17 + 0,60 Ab 66,3 = 3,5 Aa
IBCB348 0,024 + 0,002 Bb 2,94 + 0,27 Ba 1,83+ 0,03 Ba

ME: Meio de Esporulacdo; BSA: albumina de soro bovino; Kunitz: inibidor purificado de proteinase de soja. CV:
25,2. Médias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna e seguidas de mesma letra mindscula, na linha, nao
diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Observa-se que existe uma interagdo entre o isolado e o meio de cultivo (F4.15 = 76.25; P<
0,0001). O isolado ESALQ-1037 € o mais produtivo e o isolado IBCB348 apresenta a menor
producédo de conidios em ambos os meios (F,.1s = 521,11; P< 0,0001). O meio ME resultou em
menor esporulacdo para todos os isolados. Os isolados ESALQ-1037 e E9 produziram
quantidades intermediarias de conidios no meio com adi¢do de albumina de soro bovino. Porém,
para o isolado IBCB348 ndo houve diferenca na esporulacdo em meio com a adigdo de albumina
de soro bovino ou a adi¢do do inibidor Kunitz (F2.15 = 521,11; P< 0,0001).

O isolado F20, que normalmente ndo produz conidios satisfatoriamente em meio de
esporulacao, teve sua esporulagdo multiplicada por 50,8 vezes quando a este meio foi adicionado

os inibidores semi-purificados de soja (IPS) (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - Avaliacdo da esporulacdo do isolado F20 de Metarhizium anisopliae em resposta a
adicdo de inibidor de proteinase de soja ao meio de cultura pelo nimero de conidios
das col6nias crescidas por 10 dias a 26 + 1°C, 12 horas de fotofase

Producéo de conidios por col6nia (x10")

Isolados

ME ME +5g.L" IPS
F20 0,91 + 0,10 Bb 46,2 +7,1Ba
ESALQ-1037 104 +5,0 Ab 201 + 13 Aa

ME: Meio de Esporulagdo; IPS: inibidores de proteinases de soja semi-purificados. CV: 21,9; Médias seguidas de
mesma letra maitscula, na coluna e seguidas de mesma letra minGscula, na linha, ndo diferem entre si, ao nivel de 5%
de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Com base nos resultados das tabelas acima € possivel observar que o incremento na
producdo de conidios de M. anisopliae ndo é provocado por qualquer tipo de inibidor de protease.
A esporulacdo foi afetada de forma expressiva pelos inibidores de proteinase proveniente de soja,
purificado do tipo Kunitz ou semi-purificados. Além disso, varios isolados se mostraram sensiveis

a acéo destes inibidores.
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3.2.2.2 Viruléncia do fungo Metarhizium anisopliae cultivado em meio com inibidores de
proteinase de soja

A composicdo do meio de cultura influenciou a eficiéncia dos conidios de M. anisopliae
(Tabela 3.5). Conidios produzidos no meio de esporulacdo (ME) apresentaram a menor eficiéncia
entre os tratamentos (F 7. 40 =8,52; P< 0,0001), enquanto que conidios produzidos nos meios ME
com adicdo de 0,5 g.L™* de inibidor de proteinase de soja purificado do tipo Kunitz (ME + 2,5 g.L°
1 K), com adicéo de albumina de soro bovino (BSA), com substituicdo do extrato de levedura por
peptona (ME - Peptona) e no meio de batata dextrose dgar (BDA) apresentaram maior viruléncia.
A mortalidade confirmada nestes meios variou de 43,3 £ 3,3% em BDA a 63,3 = 5,6% em ME +
0,5 g.L ™! K. A eficiéncia de controle dos conidios produzidos em ME + 2,5 g.L™ K (60,3 + 5,2%)
foi quase 10 vezes superior ao meio ME sem o inibidor (6,7 £ 4,9%).

A adigéo de peptona de soja em ME, ou a substituicdo do extrato de levedura do meio ME
pela peptona de soja resultou em aumento na viruléncia dos conidios (F 7. 40 =8,52; P< 0,0001)

quando comparada a conidios produzidos no meio de esporulacao.



Tabela 3.5 - Mortalidade total, mortalidade confirmada e eficiéncia dos conidios de Metarhizium anisopliae produzidos em diferentes

meios de cultura sobre Diatraea saccharalis, ap0s treze dias a 26 + 1 °C e fotofase de 12 horas

Tratamentos® Mortalidade Total(%) Mortalidade Confirmada(%) % Eficiéncia’®
ME +0,5g.L* K 65+6,19 a 63,3557 a 60,30 5,17 a
ME + 2,5 g.L™" BSA 56,7 + 4,94 ab 56,7 + 4,94 ab 51,33+ 3,11 ab

ME (Peptona) 53,3 £ 9,89 abc 53,3 £ 9,89 abc 48,45 + 11,62 ab
ME +259.L" K 43,3 + 3,33abc 43,3 + 3,33 abc 38,47 £ 4,73 abc
BDA 43,3 + 3,33 abc 43,3 + 3,33 abc 38,47 £ 4,73 abc
ME +5g.L™ IPS 36,7 £ 6,15 bc 36,7 £ 6,14 bc 31,78 + 6,56 bc
ME + 2,5 g.L™ Peptona 33,3+8,43¢c 33,3+8,43¢c 20,33+5,78c
ME 11,67 £5,43d 11,67 £5,42d 6,68 +4,94d
Testemunha 50+£341d -

C.V. 27,94 25,54 29,79

'ME: Meio de Esporulagdo; ME (Peptona): Meio de Esporulacdo com o extrato de levedura substituido por peptona de soja na mesma proporcio; BSA: Meio de
albumina de soro bovino; IPS: inibidores de proteinases semi-purificados; K: inibidor purificado do tipo Kunitz; BDA: Batata Dextrose Agar (Potato Dextrose
Agar, Difco™). %A eficiéncia dos tratamentos foi estimada pela formula Scheider-Orelli (1947).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan (P < 0,05).

Nota: Sinais convencionais utilizados:
- Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.
.. ndo se aplica dado numérico.

69
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3.2.2.3 Viruléncia de conidios de Metarhizium anisopliae quando aplicados em suspensdes
contendo inibidores de proteinase de soja

Em meio de cultura (BDA) os inibidores ou fontes protéicas, em suspensdao com 0S
conidios, ndo alteraram a viabilidade dos mesmos, sendo superior a 90% em todos os tratamentos.
A presenca do inibidor de proteinase de soja purificado do tipo Kunitz nas suspens@es de conidios
de M. anisopliae reduziu significativamente a eficiéncia do fungo no controle de D. saccharalis.
Enquanto as pulverizacdes de conidios de M. anisopliae isoladamente resultaram em 85,8% de
controle, a eficiéncia de M. anisopliae + Kunitz foi de apenas 35,1%, valor inferior a eficiéncia
apresentada pelos demais tratamentos (F 6. 25 = 22,50; P<0,0001).

As adicBGes das proteinas, peptona de soja ou albumina de soro bovino, usadas como
controle positivo ndo afetaram a eficiéncia das suspensdes de conidios (Fe: 25 = 22,5; P<0,0001).
Da mesma forma, as mortalidades corrigidas de lagartas de D. saccharalis na presenga de
inibidores de proteinase de soja do tipo Bowman-Birk n&o diferiram da mortalidade apresentada
pelo tratamento que continha apenas M. anisopliae, mostrando que estes inibidores, assim como
outras fontes protéicas ndo afetaram a viruléncia dos conidios do fungo entomopatogénico (Tabela
3.6).

Tabela 3.6 - Mortalidade corrigida de lagartas de Diatraea saccharalis 22 dias apds a
pulverizacdo de Metarhizium anisopliae em suspensdo contendo inibidores de

proteinase de soja ou fontes de proteina

Tratamentos % Mortalidade Corrigida®
M. anisopliae 858+7,4a

M. anisopliae + Pepetona de soja 851+56a

M. anisopliae + Bowman-Birk (BBI) 853+52a

M. anisopliae + Albumina de Soro Bovino (BSA) 735+115a

M. anisopliae + Inibidores Semi-Purificados (IPS) 69,1+6,2a

M. anisopliae + Kunitz 351+4,7b

CV 23,23

'Médias + erro padréo seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P = 0,05).
A mortalidade foi corrigida férmula Scheider-Orelli (1947).
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Embora a adigdo de inibidores de proteinase de soja semi-purificados na suspensao de
conidios tenham resultado em uma eficiéncia de apenas 69,1 £+ 6,2 %, este valor ndo diferiu
estatisticamente do controle sem inibidores. Os conidios em suspensdo com inibidores de
proteinase de soja semi-purificados levaram mais tempo para causar a morte das lagartas (Figura
3.1 e Tabela 3.7). O tempo letal médio passou de 4,7 (3,4 - 5,8) dias no tratamento controle para
24,2 (14,4 -148,9) dias no tratamento com inibidores do tipo Kunitz.
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Figura 3.1 - Mortalidade diaria acumulada de lagartas de Diatraea saccharalis pulverizadas com
suspensdes de Metarhizium anisopliae contendo inibidores de proteinase de soja ou

proteinas

A velocidade da infeccdo por M. anisopliae foi semelhante para os tratamentos com
suspensdo apenas de conidios puros e suspensdo de conidios com adigdo de peptona de soja ou

albumina de soro bovino ou inibidor de proteinase de soja purificado do tipo Bowman-Birk (BBI).
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Tabela 3.7 - Tempos letais medianos (TLsp) em dias, intervalo de confianga (IC) (P>0,05),
equacBes de regresséo linear e valores de x? obtidos pela analise de Probit, para os
conidios aplicados em suspensdo contendo inibidores de proteinase de soja ou

fontes de proteina

e, Tl 1o i
Controle 4,7 (3,4;5,8) Y= 3,44+2,32x 4,11
Peptona de Soja 6,5 (5,0;8,0) Y=3,17+2,24x 4,48
Albumina de Soro Bovino 51 (2,9;7,0) Y=4,06+1,33x 10,98
Inibidor Purificado Kunitz 24,2 (14,4;148,9) Y=3,74+0,91x 7,65
Inibidor Purificado BBI 6,3 4,7;7,7) Y=3,34+2,09x 5,08
Inibidores Semi-Purificados 9,6 (7,7;11,7) Y=2,89+2,15x 3,44
" x? n&o significativo (P<0,05).

3.2.3 Discusséo

Alguns inibidores de tripsina e quimotripsina podem se ligar a enzimas digestivas de
fungos afetando o desenvolvimento destes microrganismos. A maioria dos estudos sobre as
interacdes entre fungos e inibidores de proteinase foi conduzida com fitopatdgenos. Por exemplo,
Molosov et al. (1976), mostrou que os inibidores de tripsina e quimotripsina semi-purificados de
feijdo, soja e batata suprimiram a atividade de serinoproteinases extracelular do fungo
fitopatogénico Fusarium solani. Lorito et al. (1994) trabalhando com fungos fitopatogénicos
indicaram que inibidores de proteinases do tipo tripsina e quimiotripsina, semi-purificados de
repolho foram responsaveis pela inibicdo de enzimas necessarias ao desenvolvimento
microbiologico. Resultados semelhantes foram obtidos com inibidor de tripsina extraido de trigo
que suprimiu a atividade das proteinases do fungo Alternaria alternata (Dunaevskii et al., 1996).
levleva et al. (2006) também mostraram que inibidores de quimotripsina extraidos de batata
interferiram no crescimento e desenvolvimento do fungo Phytophthora infestans. Os inibidores de
proteases parecem regular a protedlise das proteinas de reserva durante a germinagdo e,

paralelamente também apresentam acdo inibitoria sobre proteinas de patogenos (XAVIER-
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FILHO, 1992). Verifica-se entdo que os inibidores enzimaticos apresentam papel importante na
resisténcia de plantas contra fitopatdgenos.

Neste estudo, demonstramos que os inibidores de proteinase de soja semi-purificados e
especialmente o inibidor purificado do tipo Kunitz afetaram positivamente a producéo e viruléncia
de conidios de M. anisopliae quando os inibidores foram adicionados ao meio de crescimento do
fungo e também afetaram negativamente a capacidade do fungo de causar a morte de lagartas de
D. saccharalis quando estes foram adicionados as suspensdes de conidios. A adicdo destes
inibidores resultou num aumento consideravel na producéo de conidios. Os fatores associados a
maior inducdo na esporulacdo de M. anisopliae ndo foram determinados, mas uma possibilidade é
de que estes inibidores estejam bloqueando as proteases de origem fdngicas, diminuindo a
absorcdo protéica e consequentemente estimulando a esporulagdo. O aumento de proteinas no
meio pode estimular o crescimento vegetativo em detrimento da esporulacdo. Por exemplo,
maiores quantidades de conidios foram obtidos por Shah, Wang e Butt (2005) em meio com 35:1
C:N (4% glicose + 1% peptona = SDA). O meio ME utilizado apresenta apenas 0,5% de proteina
(extrato de levedura) e o teor de inibidor de proteinase do tipo Kunitz utilizado foi de somente 0,5
g.L™ E pouco provavel que os aumentos de até 76 vezes, em um dos isolados do fungo, na
quantidade de esporos seja atribuido ao efeito nutricional, como uma fonte protéica extra,
promovido pela adi¢do desta pequena porcentagem de Kunitz. Alguns resultados obtidos neste
estudo corroboram a hipdtese levantada acima sobre a atividade anti-nutricional dos inibidores de
proteinase em M. anisopliae. A adicdo de peptona de soja a0 meio como outra fonte protéica nao
afetou a producdo de conidios significativamente, como obtido pela adicdo de inibidores de
proteinases de soja. Isto poderia rejeitar a hipotese de que os inibidores de proteinases estariam
sendo utilizados pelo fungo com uma fonte extra de proteina.

Por outro lado, a adicdo de BSA como outra fonte protéica utilizada como controle no
experimento, também estimulou a esporulacdo de M. anisopliae, embora em menor escala do que
os IPS dependendo do isolado. BSA pode entdo estar desempenhando um papel nutricional ou
anti-nutricional assim como sugerido para o inibidor de proteinase do tipo Kunitz. BSA apresenta
uma série de propriedades em varios organismos, podendo inclusive se ligar a acidos graxos,
outros lipideos e outros compostos. Paterson et al. (1993) observaram um aumento de

aproximadamente 15 vezes na atividade Pr2 por mg de peso seco do micélio quando o fungo foi
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cultivado na presenca de albumina de soro bovino, porém néo foi observado o efeito desta fonte
protéica sobre a producdo de conidios.

N&o somente as caracteristicas fisioldgicas, mas também as caracteristicas morfoldgicas de
M. anisopliae variam em funcdo dos meios de cultura. Variacdes na coloracdo dos conidios pela
composi¢do nutricional dos meios de cultura j& foram documentadas por Jabor et al. (2003),
porém, ndo ha relato na literatura quanto a influéncia de inibidores de proteinase sobre as
caracteristicas morfologicas de M. anisopliae. Observou-se neste trabalho que a adicdo dos
inibidores de proteinase de soja ao meio ME alterou a pigmentacdo dos conidios para tons verde
oliva mais escuros com maior higroscopicidade, diferentes dos conidios amarelos produzidos em
ME sem os inibidores.

Os fungos entomopatogénicos utilizam peptidases para romper a cuticula dos insetos
hospedeiros. A intensidade da producéo destas peptidases durante a germinacéo dos conidios esta
associada a viruléncia do patdgeno, entre outros fatores (St. LEGER; COOPER; CHARNLEY,
1987; St. LEGER et al., 1989). Uma das proteases mais estudadas em M. anisopliae é a Prl, que é
reprimida na presenca de excesso de nutrientes e induzida em condicBes de stress como, por
exemplo, em meios pobres nutricionalmente (FREIMOSER; HU; St. LEGER, 2005; SHAH;
WANG; BUTT, 2005; St. LEGER; STAPLES; ROBERTS, 1991; WANG; TYPAS; BUTT,
2002). Estes ultimos autores mostraram que a nutricdo do fungo influencia a composicdo de
carbono e nitrogénio dos conidios, a taxa de germinacéo, os niveis de Prl e que esses parametros
podem predizer a viruléncia do indculo. Em geral, meios que proporcionam maiores producgdes de
conidios resultam em conidios pouco virulentos e vice-versa (SHAH; WANG; BUTT, 2005). A
hip6tese de que os inibidores de proteinase de soja do tipo Kunitz agem como fatores anti-
nutricionais tornando o meio nutricionalmente mais pobre é corroborada pelos resultados que
revelam que os conidios de M. anisopliae produzidos em meios com estes inibidores sdo mais
virulentos do que aqueles produzidos na auséncia dos inibidores. Entretanto, outros fatores podem
estar associados ao aumento da viruléncia. Observou-se que o0s conidios provenientes dos meios
com adicdo de inibidores de proteinase de soja purificados ou semi-purificados apresentavam
maior hidrofobia que os produzidos em meio de esporulacdo. Conidios mais hidrofobicos
apresentam maior capacidade de adesdo ao tegumento do inseto e consequentemente causam

maior mortalidade.
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A reducéo da eficiéncia do fungo pela adi¢do de inibidor do tipo Kunitz nas suspensdes de
conidios no momento da aplicacdo sobre lagartas de D. saccharalis, pode ser devido a acdo do
inibidor blogueando as enzimas proteoliticas do fungo e impedindo a digestdo da cuticula dos
insetos. A adicdo de inibidores semi-purificados pode ter causado um atraso na secrecdo de
enzimas fungicas, que auxiliam o processo de infec¢do e colonizagdo do hospedeiro A infec¢do
por M. anisopliae, cuja principal via é o tegumento, € dificultada ou mesmo impossibilitada caso a
barreira protéica da cuticula ndo seja vencida. Sasaki et al. (2008) descreveram um inibidor de
subtilisina, 0 BmSI-7, proveniente de ovos do carrapato Boophilus microplus. Foi verificado que
este inibidor é capaz de inibir a protease Prl de M. anisopliae. Como é a principal enzima
produzida durante a infecgdo para degradar o tegumento do hospedeiro, a produgdo de um
inibidor pode conferir maior protecdo aos ovos do carrapato perante 0 entomopatdgeno.

Uma das dificuldades no desenvolvimento de novos meios de cultura para producao de M.
anisopliae € que em geral, a eficiéncia na producédo de conidios esta negativamente correlacionada
a viruléncia dos conidios produzidos. As alteragdes fisiologicas em M. anisopliae por inibidores
de serinoproteases do tipo Kunitz induzindo maiores producdes de conidios com alta viruléncia
traz uma nova perspectiva no desenvolvimento de novos meios de cultura para producdo
industrial deste fungo.

St. Leger, Charnley e Cooper (1987) mostraram que o fungo M. anisopliae produz um
mistura de proteases extracelulares, sendo as peptidases ja caracterizadas. Existem basicamente
dois tipos, uma quimoelastase, a Prl responsavel pela degradacdo da cuticula dos insetos e a Pr2,
que tem especificidade muito maior. A Pr2 hidrolisa caseina e substratos sintéticos contendo
arginina ou lisina, porém tem pouca ou nenhuma atividade contra a cuticula do inseto hospedeiro.
Proteinases extracelulares de véarios fungos filamentosos (saprofiticos e fitopatogénicos) foram
inibidas pelo PMSF (DUNAEVSKII et.al, 2006), da mesma forma as proteases serinicas, que sao
fatores determinantes da patogenicidade de fungos nematdfagos, sdo altamente sensiveis a este
inibidor. Porém, nenhum desses trabalhos relacionou a inibicdo da atividade proteolitica com

aumento da esporulacgéo e viruléncia dos fungos.
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3.3 Consideragdes Finais

A adicdo de inibidores de proteinase de soja em meio ME aumenta a producéo de conidios
de M. anisopliae. Conidios aplicados em suspensao com inibidor de proteinase de soja purificado
do tipo Kunitz tem sua viruléncia reduzida. Porém estudos mais detalhados sdo necessarios para

esclarecer o mecanismo de acao destes inibidores.
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4 INFLUENCIA DA QUALIDADE DE DIFERENTES TIPOS DE ARROZ E ADITIVOS
UTILIZADOS NA PRODUCAO DE Metarhizium anisopliae (MESTCH.) SOROKIN
(ASCOMYCOTA: HYPOCREALES)

Resumo

O sucesso do uso do entomopatégeno Metarhizium anisopliae é representado pelo
grande volume de producdo e comercializacdo deste agente para o controle de diversas pragas,
especialmente para o controle da cigarrinha da cana-de-actcar. O volume de producao de fungos
entomopatogénicos no Brasil é de 3000 toneladas de arroz mais fungo, sendo o arroz o Unico
ingrediente usado, principalmente para producdo de M. anisopliae. Com o intuito de gerar
subsidios para melhoria do processo de producdo de M. anisopliae em arroz e garantir maior
eficiéncia no controle microbiano de pragas, foram realizados estudos comparando a produgéo,
viabilidade e viruléncia dos conidios produzidos em diferentes tipos de arroz e aditivos.
Posteriormente, tentou-se correlacionar a producdo de conidios com as caracteristicas dos
diferentes tipos de arroz como o valor nutricional, o teor de residuos de agrotdxicos e a densidade
de microorganismos. O arroz parboilizado foi responséavel pela maior producdo de conidios (4,38
x 10° conidios.g™). Este tipo de arroz apresentou teor de proteina bruta (8,9 + 0,1%) menor do que
a maioria dos arrozes e 0 maior teor de umidade (41,3% ap0s a autoclavagem). Além disto, os
grdos deste arroz apos autoclavagem néo ficaram gelatinosos e ficaram mais soltos, o que facilita
0 processo de produgdo do fungo. Enquanto que os arrozes dos tipos branco polido, canjicdo e
integral ficaram pegajosos e formaram grumos, o que provavelmente deve acarretar em menor
superficie de desenvolvimento para o fungo. O segundo melhor arroz, o canjicdo, com producéao
de 3,42 x 10° conidios.g?, teve a maior quantidade de fungos contaminantes nos gréos crus.
Quantidades intermediarias de conidios foram produzidas pelos arrozes do tipo branco polido
irrigado, branco polido de terras altas e branco polido organico, 2,68 x 10°, 2,53 x 10°, 2,50 x 10°
conidios.g™, respectivamente. O integral foi o tipo de arroz que resultou na menor quantidade de
conidios (1,53 x 10° conidios.g™) e foi o mais rico em minerais, proteina bruta e extrato etéreo.
N&do foram detectados residuos de agrotoxicos em nenhum dos tipos de arroz. Nenhum dos
aditivos (farelo de soja, grdos de soja partidos, extrato de soja, peptona de soja, inibidores de
proteinases de soja semi-purificados, inibidor de proteinase purificado do tipo Kunitz, polpa
citrica e levedura) resultou em aumento na producdo de conidios em compara¢do com 0 arroz
parboilizado sem aditivos. Os conidios produzidos em todos os tipos de arroz e aditivos
apresentam viabilidade superior a 99%. Os tipos de arroz e aditivos exceto polpa citrica, utilizados
como substratos de producdo do entomopatégeno, ndo mostraram ter influéncia significativa sobre
a eficiéncia dos conidios quando aplicados em Diatraea saccharalis. A polpa citrica apresentou
ligeira reducéo na viruléncia do fungo. As vantagens da utilizacdo do arroz parboilizado levando-
se em consideracéo o custo, facilidade de manuseio e produtividade sdo discutidas.

Palavras-chave: Controle microbiano; Producéo de Metarhizium anisopliae; Arroz



72

Abstract

The successful use of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae in Brazil is
represented by the large volume of production and marketing of this agent for the control of
various pests, especially M. anisopliae used in the control of sugar cane spittlebug. The
production of entomopathogenic fungi in Brazil is about 3,000 tons of rice plus fungus, being rice
the only ingredient used, mostly for production of M. anisopliae. In order to improve the
production of M. anisopliae in rice and ensure greater efficiency in the microbial control of pests,
studies were carried out to compare the production, viability and virulence of conidia produced in
different types of rice and additives. Later, we tried to correlate the production of conidia with the
characteristics of different types of rice as the nutritional value, the residues of pesticides and the
density of microorganisms. The parboiled rice was responsible for greater production of conidia
(4.38 x 10° conidia.g™). This type of rice had crude protein content lower than that of most rice
and the highest moisture content (41.3% after autoclaving), and a feature that favors fungus
production is to have less gelatinous and loose grains. While types of polished white, brown rice
and course rice grain were sticky and formed clumps, providing a smaller area for fungus
development. The second best rice, course rice grain, with production of 3.42 x 10° conidia.g™
had the highest amount of fungal contaminants in raw grains. Intermediate amounts of conidia
were produced by white irrigated polished rice, upland rice and organic rice, 2.68 x 10°, 2.53 x
10°, 2.50 x 10° conidia.g?, respectively. The brown rice was the kind that resulted in fewer
conidia (1.53 x 10° conidios.g™), being the richest in minerals, protein and lipids. There were no
detectable residues of pesticides in all types of rice. None of the additives (soybean meal, soybean
parties, soy extract, soy peptone, semi-purified soybean proteinase inhibitor, Kunitz-type inhibitor
purified, citrus pulp and yeast) resulted in increased production of conidia compared to parboiled
rice additive-free. Conidia produced in all types of rice and additives presented greater than 99%
viability. The types of rice and additives, except citrus pulp, used as substrates for production of
the entomopathogenic fungus, did not show any significant influence on the efficiency of conidia
when applied against Diatraea saccharalis. The citrus pulp had a slight reduction in virulence of
the fungus. The advantages of the use of parboiled rice regarding cost, easy handling and
productivity are discussed.

Keywords: Microbial control; Production of Metarhizium anisopliae; Rice

4.1 Introducéo

Biopesticidas microbianos constituem um método efetivo de controle de artrépodes-
pragas. Dentre esses agentes, os fungos entomopatogénicos, se adaptam bem a producéo in vitro,
e por ndo causarem efeitos negativos ao homem, aos animais e a0 meio ambiente, estes tém sido
utilizados como alternativa aos inseticidas quimicos convencionais.

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin tem sido utilizado no controle de pragas em

varias culturas. O sucesso do uso deste entomopatdégeno no Brasil é representado pelo grande
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volume de producdo e comercializacdo deste agente de controle por cerca de onze empresas de
biopesticidas privadas e por mais de vinte laboratérios ligados as usinas de cana-de-agucar que
produzem o fungo para consumo proprio.

Na década de 60, o programa de controle da cigarrinha-das-folhas (Mahanarva posticata)
na regido Nordeste impulsionou as pesquisas com o fungo M. anisopliae. A tecnologia de
producdo, que j& envolvia a utilizagdo do arroz cozido, foi importada de Trinidad & Tobago e
ainda € o substrato usado no sistema de producdo em diversos paises da América Latina. Duas
importantes mudancas no sistema de producdo ocorrem desde entdo: a substituicdo da producéo
em garrafas de vidro por sacos de polipropileno autoclavaveis em 1977 e posteriormente pela
producdo em bandejas proposta por Alves e Pereira em 1989 (ALVES; PEREIRA, 1989). Desde
entdo, ndo ocorreram alteracbes importantes no processo de producdo e o sistema mais usado
ainda é o de arroz em sacos de polipropileno (ALVES et al., 1998, 2008).

A producdo de &lcool combustivel se consolidou como alternativa renovével e pouco
poluente ao uso de combustiveis fosseis como o petréleo. A projecdo é de que para suprir a
demanda interna e externa o Brasil devera dobrar a sua producédo de alcool nos proximos cinco a
sete anos, 0 que requer entre outras coisas um crescimento da area cultivada com cana-de-agucar e
melhoria no manejo de pragas e doencas. A cana-de-acUcar é a cultura que mais explora o
controle microbiano no Brasil, com a utilizagdo do fungo M. anisopliae. O aumento da
mecanizacao da colheita e consequentemente a reducdo da queimada da cana tem sido responsavel
por um aumento das popula¢des de cigarrinha exigindo intervencBes mais frequentes de controle.
Associado a isto nos altimos anos ocorreu uma forte expansdo da area plantada com cana o que
refletiu numa maior demanda por produtos a base de M. anisopliae. O aumento da escala de
producdo do fungo usando arroz como substrato € limitado pela dificuldade em se evitar
contaminantes quando o volume de arroz utilizado diariamente ultrapassa algumas toneladas por
dia. Desta forma, uma alternativa é aumentar a eficiéncia de producéo através do aperfeicoamento
dos processos e do controle de qualidade da producéo.

A composicao do meio (substrato) de cultivo exerce forte influéncia sobre a produtividade,
viabilidade e viruléncia dos conidios de M. anisopliae. Estudos realizados no pais tém
considerado apenas o0 aspecto quantitativo da producdo ignorando o aspecto qualitativo
(viabilidade, viruléncia). Em outros paises estes aspectos tém sido estudados conjuntamente,

porém o método de producdo empregado é geralmente de fermentacdo liquida ou bifésica que
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difere do sistema de fermentacdo sélida em arroz, empregado no Brasil. Aproximadamente 3.000
toneladas de arroz sdo usadas anualmente para a produgéo de fungos entomopatogénicos no Brasil
principalmente para cultivo de M. anisopliae usado no controle da cigarrinha da cana-de-agucar
(ALVES et al., 2008).

Aumentos na produgdo de conidios de M. anisopliae tém sido observados por diversos
autores quando nutrientes extraidos de sementes de soja sdo adicionados aos meios de cultura. Li
e Holdon (1995) observaram grande acréscimo na producdo de conidios ao adicionar peptona de
soja ao meio, como fonte de nitrogénio. Os mesmos autores reportam que a niacina (vitamina
disponivel em gréos de soja) também tem efeito positivo. Entretanto, nesses estudos, os aditivos
foram incorporados em meios de cultura semi-sélidos e ndo a grdos de arroz. Sabe-se que o amido
presente no grdo de arroz é uma excelente fonte de carboidrato para M. anisopliae e a adicdo de
ingredientes que disponibilizem outros nutrientes como, por exemplo, proteinas e vitaminas
poderiam enriquecer o substrato e resultar em acréscimo na producdo de conidios. Porém, tem
sido observado que meios ricos em nutrientes geralmente ddo origem a conidios com menor
capacidade de adesdo e viruléncia, enquanto que conidios produzidos em meios pobres ou sob
condicdes de estresse sdo altamente virulentos, mas a produtividade nestes meios é baixa (FRIGO;
AZEVEDO, 1986; IBRAHIM; BUTT; JENKINSON, 2002; JABOR et al.,, 2003; KAMP;
BIDOCHKA, 2002; RANGEL; ALSTON; ROBERTS, 2008; SHAH; WANG; BUTT, 2005).

Com o intuito de gerar subsidios para melhoria do processo de producdo de M. anisopliae
em arroz e garantir maior eficiéncia no controle microbiano de pragas foram realizados estudos
comparando a producdo, viabilidade e viruléncia dos conidios produzidos em diferentes tipos de
arroz. Os parametros obtidos no desempenho do fungo foram entdo correlacionados com as
caracteristicas nutricionais e microbioldgicas dos tipos de arroz utilizados. Posteriormente, foram

avaliados os efeitos de aditivos no sistema de producdo de M. anisopliae em arroz parboilizado.

4.2 Desenvolvimento

4.2.1 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ-USP, Piracicaba, So Paulo,
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Brasil. O fungo utilizado foi M. anisopliae (linhagem ESALQ-1037), isolado de Solenopsis sp.
procedente de Porto Alegre-RS, que encontra-se armazenado em freezer (-40 °C) na forma de
conidios puros no Banco de Patdgenos do Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos da ESALQ/USP. Para obter a suspensdo inicial de indculo, os conidios foram transferidos
para placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar — BDA (Potato Dextrose
Agar, Difco™) e espalhados com auxilio de uma alca de Drigalsky. As placas foram mantidas em
camara climatizada do tipo B.O.D por sete dias, a 26 £ 1°C e doze horas de fotofase.

Os diferentes tipos de arroz utilizados durante a pesquisa foram provenientes de um dnico
lote para cada tipo. O arroz polido orgénico e o arroz polido branco produzido em sistema irrigado
foram adquiridos em supermercados em Piracicaba-SP, o arroz polido branco produzido em
sistema de Terras Altas foi cedido pela Embrapa Arroz e Feijdo, localizada em Santo Ant6nio de
Goids-GO, os tipos Canjicdo (arroz quebrado) e o parboilizado foram doados pela empresa
Itaforte Bioprodutos, Itapetininga-SP e o arroz tipo Integral foi cedido pela Cerealista Gardenali,
Tieté-SP.

4.2.1.1 Producéo de conidios do fungo Metarhizium anisopliae em diferentes tipos de arroz

Os tratamentos foram compostos por seis tipos de arroz: (1) arroz branco polido irrigado;
(2) arroz integral; (3) arroz parboilizado; (4) arroz branco polido organico; (5) arroz branco polido
de terras altas e (6) arroz tipo canjicdo. O experimento foi realizado duas vezes (repeticdo no
tempo). Lotes de 250 g de grdos de cada tipo de arroz foram colocados em Becker de vidro
contendo 300 mL de agua destilada. Os grdos permaneceram em molho por 50 minutos, sendo em
seguida escorridos em peneira de malha fina. Por diferenca de peso dos grdos, antes e ap0s o
molho, determinou-se a quantidade de agua absorvida em cada tratamento. O peso do arroz imido
foi divido igualmente em cinco frascos de vidro (frascos redondos para reagentes em vidro
borossilicato, graduado, com tampa rosquedvel e dispositivo anti-gota da marca Schott com
capacidade de 250 mL). O experimento foi inteiramente aleatorizado, composto por seis
tratamentos e cinco repeticoes.

Os frascos foram entdo fechados e esterilizados em autoclave a 120°C por 30 minutos.
Apos o resfriamento os gréos foram inoculados, em camara de fluxo vertical, com 5 mL de uma

suspensdo com concentracdo de 1 x 10° conidios.mL™ de M. anisopliae. Para uma completa
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distribuicdo da suspenséo os frascos foram agitados manualmente. Para verificar a viabilidade dos
conidios do indculo inicial, procedeu-se conforme descrito no item 4.2.1.2.

As unidades experimentais foram incubadas por quatorze dias em cadmara climatizada do
tipo B.O.D com temperatura de 26 £ 1°C e 12 horas de fotofase. Apos este periodo, em cada
frasco contendo arroz e fungo, adicionou-se 150 mL de &gua destilada estéril mais 0,05% de
espalhante adesivo (Tween 80®). Para desprender os conidios do substrato, os recipientes foram
agitados manualmente por cinco minutos e em seguidas colocados em uma mesa agitadora orbital
(modelo: MA 140 CFT, Marconi) programada para 300 rotacGes por minuto, onde permaneceram
por 30 minutos. A contagem de conidios foi feita em cAmara de Neubauer a partir de dilui¢cdes da
suspensdo original. A quantidade de conidios produzidos foi expressa por grama de substrato.

4.2.1.2 Viabilidade de conidios de Metarhizum anisopliae produzidos em diferentes tipos de

arroz

Os mesmos seis tratamentos do experimento anterior foram usados. O delineamento
experimental foi inteiramente aleatorizado composto por seis tratamentos e quatro repeticdes,
cada unidade experimental constou de um frasco de vidro, conforme citado acima, contendo 50
gramas de gréos de arroz.

Em Becker de vidro contendo 250 mL de agua destilada foram adicionados 200 g de gréos
de arroz, dos respectivos tratamentos. Os graos ficaram de molho por 50 minutos, sendo em
seguida escorridos em peneira de malha fina. O arroz umedecido foi pesado novamente e pela
diferenca de peso dos gréos, antes e apoOs a hidratacdo, determinou-se a quantidade de agua
absorvida em cada tratamento. O peso do arroz Umido foi divido igualmente em quatro frascos.

Os frascos, contendo o arroz umedecido, foram fechados e esterilizados em autoclave a
120°C por 30 minutos. Apds o resfriamento os grdos foram inoculados, em camara de fluxo
vertical, com 5 mL de uma suspensdo com concentracdo de 1 x 10° conidios.mL™. Para uma
completa distribuicdo da suspensdo os frascos foram agitados manualmente. A viabilidade dos
conidios do indculo inicial foi verificada conforme descrito anteriormente.

As unidades experimentais foram incubadas por quatorze dias em cadmara climatizada do
tipo B.O.D com temperatura de 26 + 1°C e doze horas de fotofase. Apds este periodo foi
adicionado a cada frasco, contendo arroz e conidios, 150 mL de &gua destilada esteril mais 0,05%
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de espalhante adesivo (Tween 80®). Para separar os conidios do arroz, os recipientes foram
agitados manualmente por cinco minutos e em seguidas colocados em uma mesa agitadora orbital
(modelo: MA 140 CFT, Marconi) programada para 300 rotacfes por minuto, onde permaneceram
por 30 minutos. Foi feita a contagem de conidios em cdmara de Neubauer e as suspensdes de
todos os frascos foram acertadas para 1 x 10°, sendo entdo destinadas ao teste de viabilidade.

Cada tipo de arroz foi produzido em quatro frascos e para verificar a viabilidade dos
conidios produzidos, preparou-se para cada frasco trés placas Rodac contendo 4 mL de meio
Batata Dextrose Agar mais 0,5% de antibiotico veterinario (Pentabidtico Veterinario Reforcado,
Fort Dodge Satde Animal Ltda®) e 0,01% de Derozal® (Bayer Cropscience, composicao: Methyl
benzimidazol-2-ylcarbamato e Tetramethylthiuram dissulfide). No centro de cada placa foi
dispensada uma aliquota de 150 L da suspensdo fingica diluida para a concentragdo de 1 x 10°
conidios.mL™, apés a secagem, as placas foram acondicionadas em camara climatizada do tipo
B.O.D a 26 £ 1°C por 24 horas. A porcentagem de viabilidade foi avaliada em microscopio
invertido Carl Zeiss (modelo Axioskop 20) contando-se 0 nimero de conidios germinados e ndo

germinados em quatro quadrantes da placa.
4.2.1.3 Viruléncia de Metarhizum anisopliae produzido em diferentes tipos de arroz

As lagartas de D. saccharalis utilizadas nos experimentos de viruléncia foram obtidas em
uma criacdo mantida no Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Insetos da
ESALQ/USP e se encontravam sadias, livres do patdgeno Nosema sp. Os lepidopteros foram
mantidos durante a fase imatura em tubos de vidro contendo dieta artificial de King e Hartley
(1985) e acomodados em camara climatizada do tipo B.O.D com temperatura de 26 £ 1°C e 12
horas de fotofase. As pupas e os adultos foram transferidos para gaiolas acomodadas em sala de
criacdo, sendo que para os adultos ofereceu-se apenas agua.

Os tratamentos consistiram na pulverizacdo de suspensées de 5 x 108 conidios.mL™ de M.
anisopliae produzidos nos seis diferentes tipos de arroz, conforme descrito acima. As suspensoes
foram pulverizadas sobre lagartas de D. saccharalis em torre de Potter calibrada a 15 libras.pol™
utilizando-se 2,5 mL da suspensdo de conidios. Na testemunha as lagartas foram pulverizadas

apenas com agua destilada mais 0,05% espalhante adesivo Tween 80®.
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Cada tratamento foi composto por seis repeticbes com 10 lagartas de D. saccharalis em
terceiro instar. Apos a pulverizacéo, as lagartas foram mantidas por 10 minutos sobre a superficie
pulverizada, a fim de aumentar o contato com os conidios. Posteriormente, grupos de 10 lagartas
foram acondicionados em placas de Petri (6 cm de diametro), sendo alimentadas diariamente com
dieta artificial de King e Hartley (1985) sem anti-contaminantes (Formaldeido e Nipagin). O
delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado. O experimento foi repetido duas vezes
no tempo.

A verificacdo da viabilidade das suspensdes fungicas, foi realizada conforme descrito
anteriormente. Observacg0es diarias foram efetuadas para determinacdo da mortalidade. Os insetos
mortos foram coletados, colocados em camara Umida e mantidos a temperatura de 26 + 1°C e
doze horas de fotofase. O critério adotado para confirmar a contaminacdo foi a analise visual da

exteriorizacdo dos micelios e conidiogénese do fungo sobre o cadaver do inseto.

4.2.1.4 Andlise microbioldgica em grdos de arroz: Contagem padréo de bactérias aerdbicas

mesofilas, fungos filamentosos e leveduras

a) Gréos crus

As amostras foram preparadas seguindo-se a metodologia indicada por Silva et al. (2001)
e Siqueira (1995). Foram selecionados aleatoriamente trés sacos de 5 kg para cada tipo de arroz.
A érea externa das embalagens foi desinfetada com etanol 70%, para remover 0s contaminantes
externos. De forma asséptica, no interior de uma camara de fluxo laminar, de cada saco foi
retirada , uma amostra de 25 g de gréos de arroz, e transferidas para frascos Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL, previamente esterilizados. Em cada frasco adicionou-se 225 mL de
solucdo salina a 0,85%, sendo a amostra homogeneizada manualmente.

Para quantificacdo de bactérias aerébicas mesofilas empregou-se o meio de cultura “agar
para contagem padréo — PCA” (composicao: 5% de triptona, 2,5% de extrato de levedura, 1% de
dextrose e 15% de &gar). Em cada placa de Petri estéril (100 x 20 mm) foi colocado 20 mL de
PCA e apos a solidificacdo do meio foram transferidas aliquotas de 100 pL das suspensdes por
placa e cada amostra foi plaqueada trés vezes. O tempo entre o preparo da diluicdo e o

plagueamento da amostra foi inferior a trés minutos. A solugéo salina também foi plaqueada para
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descartar a possibilidade de contaminagdo da mesma. O indculo foi espalhado, com auxilio de
alca de Drigalski, em toda a superficie do meio e esperou-se até todo excesso de liquido ser
absorvido para que as placas secas pudessem ser invertidas e incubadas. A incubacao foi feita a 35
+ 1°C e 12 horas de fotofase por 48 horas em camara climatizada do tipo B.O.D. As coldnias
foram quantificadas e os resultados expressos em unidades formadoras de colonias por grama de
gréos de arroz (UFC.g™).

As bactérias encontradas foram isoladas e amostras das colonias puras foram colocadas em
microtubos (Eppendorf) contendo agua ultrapura, em seguida foram armazenadas em freezer a -40
°C. Para a extracdo do DNA genémico dos microorganismos armazenados, centrifugou-se 100 puL
de cada amostra. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100uL de
InstaGene Matrix (Bio-Rad®) as amostras. Para a extracdo do DNA foi seguido o protocolo do
fabricante. Apds a extracdo foi realizada a amplificacdo por PCR da regido 16S do DNA
ribossdmico (rDNA). Para amplificar utilizou-se dois iniciadores universais de eubactéria, o 27F
(5>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R (5-TACCTTGTTACGACTT-3’) (LANE,
1991).

Para as reagdes de PCR de 50pL foram adicionados os seguintes ingredientes: 20uL de
DNA , 1,5uL de cada iniciador (concentragédo final 0,3uM), 1uL dNTPs (concentracdo final de
0,2mM), 0,5uL. de Taq polimerase (2,5 unidades) e Sul. de tampao (10mM Tris-HCI (pH 8,4),
50mM KCI, 1,5uL de MgCl, (concentracdo final de 1,5mM) e 19uL de agua ultrapura. As
condicdes das reacdes no termociclador foram: 95 °C por 3 min, 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 54
°C por 1 min e 72 °C por 1,5 min, e extensao final a 72 °C por 10 min. Para a confirmacdo do
sucesso da amplificacdo dos genes pela amplificacdo por PCR, foi feita a eletroforese em gel de
agarose 1% a 100 V (7,5 V/cm) por 45 minutos, juntamente com o marcador molecular Low
Range 100pb DNA Ladder (Norgen®). Os produtos de PCR foram purificados usando
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen®), seguindo o protocolo do fabricante. A regido do 16S
rDNA foi sequenciada usando o iniciador UN518R (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’), no
Centro de Biotecnologia Agricola (CEBTEC) da Esalq — Piracicaba, Sdo Paulo. A qualidade das
sequéncias obtidas foi avaliada pelo programa Bioedit e alinhadas pelo programa Clustal W
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). Em seguida foi feita uma busca de similaridade no
banco de dados do GenBank através do programa BLASTn (ALTSCHUL et al. 1990). Assim,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Higgins%20DG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gibson%20TJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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determinou-se a identidade das sequéncias das bactérias isoladas do arroz comparado-as com
sequéncias ja caracterizadas existentes no banco de dados.

Para quantificar os fungos filamentosos e leveduras foi escolhido 0 meio de cultura Batata
Dextrose Agar — BDA (Potato Dextrose Agar, Difco ) acrescido de 0,5% do antibi6tico
Pentabiético Veterinario Reforcado (Fort Dodge Sadde Animal Ltda®). Em cada placa de Petri
estéril (100 x 20 mm) foi colocado 20 mL de BDA e apos a solidificacdo do meio foram
transferidas aliquotas de 100 pL das suspensdes por placa e cada amostra foi plagueada trés vezes.
O tempo entre o preparo da diluicdo e o plagueamento da amostra foi de 30 minutos. Aliguotas da
solugédo salina foram plaqueadas para descartar a possibilidade de contamina¢do da mesma. O
indculo foi espalhado, com auxilio de al¢a de Drigalski, em toda a superficie do meio e esperou-se
até todo excesso de liquido ser absorvido para que as placas secas pudessem ser invertidas e
incubadas. A placas foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D a 26 + 1°C e 12 horas
de fotofase por cinco dias. O nimero de colbnias foi determinado e os resultados expressos em
unidades formadoras de coldnias por grama de gréos de arroz (UFC.g™). Os fungos foram

identificados por avaliacdo morfologica.

b) Gréos autoclavados

As amostras foram preparadas conforme descrito para a analise de grdos crus, porém as
aliquotas de 25 g, retiradas dos sacos contendo gréos de arroz cru, foram adicionadas a frascos de
vidro (descritos no item 4.2.1.1) previamente esterilizados. Amostras dos seis diferentes tipos de
arroz foram colocadas em trés frascos e submetidas a autoclavagem por 30 minutos a 120°C.
Ap0s as amostras estarem frias adicionou-se 225 mL de solucdo salina 0,85% em cada frasco. Em

seguida, realizou-se o procedimento conforme descrito para 0s gréos crus.

4.2.1.5 Analise nutricional do arroz

Amostras dos seis tipos de arroz foram preparadas conforme a rotina descrita no item
4.2.1.1 para producdo de M. anisopliae até a etapa anterior a inoculagdo do fungo. De cada tipo de
arroz foram retirados 20 g que foram enviados ao Laboratério de Nutricdo Humana — LAN 3 no
Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ-USP, Piracicaba — S&o Paulo
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para realizacdo de analise centesimal. A metodologia seguida foi a descrita em Association of
Official Analytical Chemists (1995).

A determinacdo de minerais (calcio, potassio e sodio) foi realizada pela Central Analitica
do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas, Campinas — S&o Paulo. As
determinacbes dos teores de célcio, sddio e potéssio por espectrometria de absor¢do atdbmica
foram feitas apenas para amostras do arroz parboilizado e do arroz branco polido irrigado.
Segundo o Laboratorio executor das analises, a técnica utilizada foi a de espectrometria de
absorcdo atdmica e o equipamento foi o AnalytikJena Nova 300, sendo adotado o seguinte
procedimento: transferiu-se 100 mg das amostras, com preciséo de 0,1 mg, para tubos de abertura
em forno microonda. Adicionou-se 3 mL de HNOjz;. Em seguida, submeteram-se os tubos em
forno microonda com o seguinte programa: poténcia de inicial de 0 W, com rampa de 20 minutos,
poténcia final de 400 W, com isobarica de 15 minutos, seguido de potencial inicial de 400 W, com
rampa de 20 minutos, poténcia final de 0 W e isobérica de 15 minutos. Transferiu-se as solugdes
resultantes para balGes volumétricos de 25 mL e completou-se o volume com agua deionizada.
Em seguida, efetuaram-se a determinacdes das concentracdes dos elementos em espectrémetro de
absorcdo atdbmica contra curvas analiticas construidas com as solugbes padrdes. As solucdes
padrdes utilizadas foram: soluc¢do padrio de sédio 1001 pug.mL™, marca Ultra Scientific; solucéo
padrao de calcio 1000 ug.mL’l, marca Accu Trace; solucdo padrao de potassio 1001 ug.mL'l,
marca Ultra Scientific.

4.2.1.6 Andlise de residuos de agrotdxicos no arroz

Quinze amostras de 100 g foram retiradas dos sacos contendo os seis tipos de arroz. Para
formacdo de uma amostra composta estas foram juntadas e homogeneizadas, formando uma
amostra de 1,5 kg por tipo de arroz estudado. As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos e enviadas ao Laboratério de Ensaio AgroSafety Monitoramento Agricola Ltda,
Piracicaba — Sao Paulo, para a realizacdo das analises de multiresiduos de pesticidas.

Os residuos dos seguintes compostos foram analisados, com seus respectivos métodos de
analise: acefato, aldicarbe, bendiocarb, benfuracarb, carbedazim, eotprofos, fenpiroximat,
meotmil, propoxur, tiabendazol, tiodicarbe (método de analise: determinagdo de multiresiduos em

cereais por LC/MS); ditiocarbamatos (mancozebe, manebe e tiram) (método de analise:
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determinacdo de residuos de ditiocarbamatos em matrizes vegetais por GC/FPD); aletrina,
alfacipermetrina, azoxistrobina, betaciflutrina, betacipermetrina, bifentrina, bitertanol,
bromuconazol, cadusafos, carbaril, carbofurano, carbosulfano, carboxina, ciflutrina, cipermetrina,
ciproconazole, clorotalonil, clorpirifos, cresoxim, deltametrina, diazinona, diclorvos, difeconazol,
dimetoato, epoxiconazol, esfenvalerato, etiona, fenamifos, fenitrotiona, fenpropatrina, fentiona,
fentoato, fenvalerato, fipronil, fluguinconazol, flutriafol, forato, fosalona, fosmete, gama-
cialotrina, hexaconazol, lambda-cialotrina, malationa, metamidofos, metidationa, metiocarbe,
mevinfos, miclobutanil, nalede, parationa metilica, permetrina, piraclostrobina, piradafentiona,
pirimifos-metilicom, profenofos, propiconazol, protiofos, tebuconazol, terbufos, tetraconazol,
triadimefon, triadimenol, triazofos, triciclazole, triclorfom, trifloxistrobina, zeta-cipermetrina
(método de andlise: determinacdo de multiresiduos em cereais por CG/MS). O limite de
quantificacdo foi de 0,01 mg.kg™ e o limite de deteccio de 0,003 mg.kg™ para todos os compostos

analisados.
4.2.1.7 Avaliacdo de aditivos no sistema de producédo de Metarhizum anisopliae em arroz

Neste estudo, foram comparados diferentes aditivos (fontes protéicas, subprodutos
agricolas e inibidores de proteinase de soja) incorporados ao arroz parboilizado antes da
autoclavagem. Os tratamentos foram os seguintes: (1) arroz parboilizado sem aditivo
(testemunha); (2) 5% farelo de soja; (3) 5% de gréos de soja partidos; (4) 5% de extrato de soja;
(5) 0,5% de peptona de soja; (6) 0,5% de inibidores de proteinases de soja semi-purificados; (7).
0,05 % de inibidor de proteinase de soja purificado do tipo Kunitz (Sigma-Aldrich™); (8)5% de
polpa citrica; (9) 1% de levedura (Saccharomyces cerevisae) usada no sistema de producdo de
etanol. O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, composto por nove
tratamentos e cinco repeti¢des, cada unidade experimental constou de um frasco de vidro “Schott”
(capacidade de 250 mL), descrito anteriormente, contendo 50 gramas de grdos de arroz
parboilizado mais os aditivos testados.

O extrato de soja e a soja em graos, ambos da marca Mae Terra Produtos Naturais® foram
adquiridos em um supermercado na cidade de Piracicaba — SP, o farelo de soja e a levedura foram
fornecidos pela Walmon Comercial Ltda, Sdo Paulo — SP. A polpa citrica foi fornecida pelo
Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP, Piracicaba — SP. Os inibidores semi purificados
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foram extraidos de grdos de soja no Departamento de Genética conforme descrito por Simdes
(2008). O inibidor purificado do tipo Kunitz e a albumina de soro bovino foram adquiridos da
Sigma-Aldrich™.

O farelo de soja, os grdos de soja quebrados, o extrato de soja, a polpa citrica e a levedura
de cana foram pesados em conjunto com o arroz e distribuidos em cinco copos plasticos em
porcdes de 50 g (arroz + aditivo). A estes recipientes adicionou-se 60 mL de agua destilada, onde
0s substratos permaneceram por 50 minutos de molho. Para os demais tratamentos apenas o arroz
foi pesado, pois os aditivos (inibidores e peptona de soja) foram inoculados juntamente com a
suspensdo fungica. O substrato Umido foi colocado em frascos tipo “Schott”, que foram fechados
e esterilizados em autoclave a 120°C por 30 minutos. Apds o resfriamento os grdos foram
inoculados, em camara de fluxo vertical, com 5 mL de uma suspensdo de 1 x 10° conidios.mL™.
Para uma completa distribuicdo da suspenséo os frascos foram agitados manualmente.

Para verificar a viabilidade dos conidios do in6culo inicial da suspensdo apenas com
conidios, da suspenséo de conidios mais inibidor de proteinase de soja purificado do tipo Kunitz
(Sigma-Aldrich™); da suspensdo de conidios mais inibidores de proteinase de soja semi-
purificados e da suspensdo de conidios mais peptona de soja procedeu-se conforme descrito no
item 4.2.1.2.

As unidades experimentais foram incubadas por quatorze dias em camara climatizada do
tipo B.O.D com temperatura de 26 + 1°C e doze horas de fotofase. Apds este periodo, foi
adicionado, 150 mL de agua destilada estéril mais 0,05% de espalhante adesivo (Tween 80®) a
cada frasco contendo arroz mais aditivos e conidios. Para remover os conidios do substrato, 0s
recipientes foram agitados manualmente por cinco minutos e em seguida colocados em uma mesa
agitadora orbital (modelo: MA 140 CFT, Marconi) programada para 300 rotagcGes por minuto,
onde permaneceram por 30 minutos. Apds trés diluicBes a partir da suspensdo original, foi feita a
contagem de conidios em camara de Neubauer. Determinando, assim, a quantidade de conidios

produzidos por grama de substrato.

4.2.1.8 Viruléncia de Metarhizum anisopliae produzido em arroz com aditivos

Os conidios foram produzidos em arroz parboilizado mais aditivos, conforme descrito

acima, sendo retirados do substrato por lavagem com &agua destilada estéril com 0,05% de
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espalhante adesivo Tween 80®. O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado,
composto por dez tratamentos e seis repeticées. Os tratamentos foram os mesmos do item 4.2.1.7.
mais o tratamento testemunha (pulverizado apenas com agua destilada mais 0,05% do espalhante
adesivo). Para verificar a interferéncia da polpa citrica na viruléncia do fungo foi realizado um
teste adicional, onde, além da suspensao originada da lavagem do substrato (arroz parboilizado ou
arroz parboilizado mais polpa citrica) realizou a extracdo seca dos conidios, os quais foram
utilizados na suspensdo para pulverizar os insetos. Para a extracdo seca dos conidios, apés a
esporulacdo do fungo, o substrato foi colocado em um cano pléastico, cuja extremidade continha
uma peneira fina e varias camadas de um pano fino tipo Voal. Uma das extremidades do
recipiente foi colocado um saco plastico para coletar os conidios. O recipiente foi tampado e
agitado manualmente para a extracao dos conidios.

Cada tratamento foi composto por seis repeticdes contendo em cada, 10 lagartas de
terceiro instar de D. saccharalis. As suspensdes na concentragdo de 5 x 10° conidios.mL™ foram
pulverizadas sobre lagartas de D. saccharalis em torre de Potter como descrito no item 4.2.1.7.

A viabilidade das suspensfes fangicas foi verificada conforme descrito anteriormente.
Observacdes diarias foram efetuadas para determinacdo da mortalidade. Os insetos mortos foram
coletados, colocados em camara Umida e mantidos a temperatura de 26 + 1°C e doze horas de
fotofase.

4.2.1.9 Anélise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SAS® 9.1.3 (SAS,
Institute Inc., 2003). As porcentagens de mortalidade referentes aos testes de viruléncia do fungo
M. anisopliae produzido em diferentes tipos de arroz e aditivos foram transformados em Vx e
posteriormente submetidos a analise de variancia e ao teste F (P<0,05). Os dados de mortalidade
provocada pelos conidios produzidos em arroz com ou sem a presenca da polpa citrica, e extraidos
de formas diferentes, foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste LSD (P<0,05). A eficiéncia dos tratamentos acima foi estimada pela formula de Schneider-
Orelli (1947). Para o calculo da TLsp, 0s valores das mortalidades acumuladas foram submetidos a
analise de Probit (FINNEY, 1971), com o auxilio do programa computacional Polo Plus. Os
dados referentes a produgdo do fungo em arroz mais aditivos foram submetidos a analise de

variancia e a média do tratamento padrdo (arroz parboilizado sem aditivos) foi comparada aos
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demais tratamentos empregando o teste de Dunnett (P<0,05). Os demais dados foram submetidos
a analise de variancia e posteriormente as médias foram testadas pelo teste LSD (P<0,05).

4.2.2 Resultados
4.2.2.1 Producao de conidios do fungo Metarhizum anisopliae em diferentes tipos de arroz

Em um grama de arroz parboilizado foi produzido 4,38 x 10° conidios de M. anisopliae, a
maior producdo entre os tipos testados (Tabela 4.1). O arroz tipo canjicdo resultou na segunda
maior producdo com 3,42 x 10° conidios.g™. Quantidades intermediérias de conidios foram
produzidas pelos arrozes do tipo branco polido irrigado, de terras altas e organico. O integral foi o
tipo de arroz que produziu a menor quantidade, resultando em 1,53 x 10° conidios.g™ (Fs.s4=
39,59; P<0,0001).

Tabela 4.1 — Producdo de conidios de Metarhizium anisopliae em diferentes tipos de arroz

Tipo de arroz Producéo de conidios por grama de arroz (x10°)*
Parboilizado 4,38+0,18a

Canjicédo 342+0,15b

Branco Polido Irrigado 2,68+0,18¢C

Branco Polido de Terras Altas 2,53+0,15¢

Branco Polido Orgéanico 250+0,15¢

Integral 1,53+£0,09d

C.V. 17,06

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de LSD (P < 0,05).
!Média de dois experimentos, repetidos no tempo.

A quantidade de conidios resultante do arroz polido proveniente do sistema irrigado foi
semelhante a do arroz polido, cujo sistema de producgédo foi o de terras altas. Desta forma, o
sistema de producdo de arroz, seja irrigado ou de terras altas ndo influenciou a qualidade da
matéria prima para a producdo do fungo entomopatogénico.

O preco médio dos tipos de arroz testados para a producdo de M. anisopliae é apresentado

na tabela 4.2. O arroz organico é 0 mais caro, enquanto que o canjicao é o mais barato.
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Tabela 4.2 - Preco médio em reais do arroz no Estado de S&o Paulo no més de setembro de 2009

Preco médio por kg (R$)
Tipo de Arroz

Atacado Varejo
Branco Polido tipo 1 1,15 1,96
Parboilizado tipo 1 1,38 2,14
Integral tipo 1 2,00
Branco Polido Organico tipo 1 6,02
Canjicéo (quebrado) 0,45 0,96

Fonte: Planeta Arroz (www.planetaarroz.com.br/) - prego no atacado,
Arroz Brasileiro (www.arroz.agr.br) - pre¢o no varejo.

Nota: Sinal convencional utilizado:
... dado numérico néo disponivel.

4.2.2.2 Viabilidade de conidios de Metarhizum anisopliae produzidos em diferentes tipos de

arroz

Os conidios produzidos no arroz tipo canjicdo apresentaram porcentagem de germinacao
menor que a dos demais tratamentos (Fs.gs= 10,27; P<0,0001), porém a viabilidade neste e em
todos 0s outros tipos de arroz foi muito alta (> 99%) (Tabela 4.3). Desta forma, o tipo de arroz
ndo influenciou a capacidade de germinacdo dos conidios de M. anisopliae, visto que valores
superiores a 90% sdo considerados 6timos para indices de viabilidade.


http://www.planetaarroz.com.br/
http://www.arroz.agr.br/

87

Tabela 4.3 — Avaliacdo da germinagdo de conidios de Metarhizium anisopliae produzidos em
diferentes tipos de arroz

Tipo de Arroz Germinacao dos conidios (%)
Parboilizado 99,92 +£0,08 a
Canjicédo 99,77+0,11a
Branco Polido Irrigado 99,96 £ 0,04 a
Branco Polido de Terras Altas 99,85+ 0,06 a
Branco Polido Organico 98,88 £ 0,06 a
Integral 99,18+0,15b

C.V. 0,32

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de LSD (P < 0,05).

4.2.2.3 Viruléncia de Metarhizum anisopliae produzido em diferentes tipos de arroz

A eficiéncia dos conidios de M. anisopliae produzidos em arroz sobre D. saccharalis
variou de 71,2 + 8,1% em arroz branco polido organico a 83,1 + 5,7% em branco polido irrigado,
porém ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 4.4). A eficiéncia dos conidios
provenientes dos arrozes integral e parboilizado ficou préxima a 74%. Desta forma, o tipo de
arroz utilizado como substrato de producdo do entomopatégeno ndo influenciou
significativamente a eficiéncia dos conidios sobre D. saccharalis (Fs.35= 0,81; P=0,55).

A viruléncia dos conidios de M. anisopliae produzidos nos diferentes tipos de arroz foi
medida pelo tempo letal mediano (TLsp) em lagartas de D. saccharalis. Os conidios provenientes
de arroz polido de terras altas apresentaram TLso de 4,44 dias, o menor valor entre os tratamentos,
enquanto que os conidios produzidos em arroz canjicdo levaram o maior tempo, 6,96 dias para
matar 50% dos insetos tratados. Com excecdo do maior e menor valor, em todos 0s outros
tratamentos ocorreu a sobreposic¢do dos intervalos de confiangca, mostrando ndo haver diferengas

significativas entre estes.



(o)
<o

Tabela 4.4 — Eficiéncia de conidios, tempos letais medianos (TLsp) em dias, intervalo de confianca (IC) (P>0,05), equacGes de
regressdo linear e valores de x* obtidos pela analise de Probit, para os diferentes tipos de arroz utilizados para a
producdo de Metarhizium anisopliae

Tipo de Arroz % de Eficiéncia' ™ TLso IC Equacéo X2

Parboilizado 745+35 6,81 (5,56; 8,25) Y=2,44+3,07x 2,05™
Canjicdo 729+6,9 6,96 (5,69; 8,47) Y=2,41+3,07x 5,24 "
Branco Polido Irrigado 83,1+57 5,6 (4,50; 6,64) Y= 2,46+3,40X 5,09 ™
Branco Polido de Terras Altas 83,1+4.3 4,44 (3,51; 5,26) Y=2,52+3,84x 8,17 "™
Branco Polido Organico 712+8,1 6,4 (5,11; 7,85) Y=2,74+2,81x 549 "™
Integral 74,6 £6,3 5,37 (4,23; 6,48) Y=32,79+3,03x 41"™

A eficiéncia foi estimada pela férmula de Schneider-Orelli (1947); ™ ndo significativo pelo teste F (P=0,05); C.V.=9,6.
" x? no significativo (P<0,05).

gl=11, nGmero de insetos por tratamento = 60.
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4.2.2.4 Analise microbioldgica em gréos de arroz: Contagem padrao de bactérias aerdbicas

mesofilas, fungos filamentosos e leveduras

Na andlise com grdos de arroz crus, 0 maior numero de unidades formadoras de coldnias
de bactérias foi apresentado pelo arroz integral (Tabela 4.5 e 4.6), enquanto que o maior numero
de fungos mais leveduras foi apresentado pelo arroz tipo canjicéo (Tabela 4.7). O arroz organico
foi o tipo que apresentou menor quantidade de microorganismos. A maior diversidade de
microorganismos foi encontrada no arroz tipo integral, ndo sendo possivel identificar apenas dois

morfotipos de bactérias presentes no arroz branco polido.

Tabela 4.5 — Quantificacdo de bactérias em diferentes tipos de grdos de arroz utilizados na

producdo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Tipo de arroz Bactérias (x10°) UFC.g™ Diversidade de Bactérias

Pantoea ananatis, Bacillus pumilus,
Bacillus cereus, Pantoea eucalypti,
Methylobacterium sp.,
Bacillus sporothermodurans

Integral 11,8

Pantoea ananatis, Virgibacillus sp.,
Bacillus pumilus, Bacillus cereus,
Pantoea eucalypti, Bacillus aerophilus,
Bacillus sporothermodurans, Paenibacillus
cookii, Escherichia coli,

Bacillus aquimaris

Canjicéo 5,44

Branco Polido de Pantoea ananatis, Bacillus pumilus,
2,52 i
Terras Altas Pantoea eucalypti

Pantoea ananatis, Bacillus pumilus,
Branco Polido Irrigado 1,12 Pantoea eucalypti, Methylobacterium sp.,
Bacillus sporothermodurans, Bacillus sp.

Pantoea ananatis, Bacillus pumilus,

Parboilizado 1,03 Bacillus cereus, Pantoea eucalypti

Pantoea ananatis, Virgibacillus sp.,
0,32 Methylobacterium sp.,
Acinetobacter calcoaceticus

Branco Polido
Organico
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Tabela 4.6 — Identificagdo dos morfotipos de bactérias encontradas em gréos de arroz cru pela
sequéncia parcial da regido 16S rDNA obtida com o Blastn

Morfotipo  Identificagéo® E-Value® GenBank® Identidade®
1 Pantoea ananatis le-57 EF178449 124/124
2 Virgibacillus sp. 3e-60 EU135675 137/140
3 Bacillus pumilus 4e-69 GQ281050 148/149
4 Bacillus cereus 8e-50 FJ608120 118/121
5 Pantoea eucalypti 4e-58 EF688009 126/127
6 Bacillus aerophilus 9e-55 AJ831844 124/126
7 Acinetobacter calcoaceticus 4e-58 GQ178061 132/135
8 Bacillus sporothermodurans 2e-46 FJ188308 112/115
9 Paenibacillus cookii le-57 DQ153950 124/124
10 Bacillus aerophilus 2e-51 AJ831844 123/127
11 Bacillus pumilus 2e-55 FJ481961 120/120
12 Bacillus aquimaris 4e-58 FJ188294 125/125
13 Klebsiella sp. 3e-48 FJ828890 107/107
14 Bacillus sp. 2e-41 EF428971 107/112
17 Methylobacterium sp. 1e-63 FJ919619 138/139

! |dentificacdo: organismo que possui a sequéncia com a qual a sequéncia parcial do gene 16S rDNA da estirpe
estudada apresentou maior homologia. > E-Value: estatisca de similaridade. 3GenBank: nimero de acesso da
sequéncia do organismo relacionado. * Identidade: identidade entre a sequéncia das estirpes estudadas e o organismo
relacionado.

Na analise com grdos autoclavados foi possivel observar o crescimento da bactéria
morfotipo 1 (Pantoea ananatis) em amostras dos arrozes tipo canjicdo e integral, porém a
identificacdo foi realizada apenas com aspectos morfologicos. Fungos e leveduras ndo foram

observados nas amostras apos a autoclavagem.



Tabela 4.7 — Quantificagdo de fungos e leveduras e diversidade de fungos em diferentes tipos de grdos de arroz utilizados para
producdo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Fungos e Leveduras

Tipo de arroz (x102) UFC.g™

Geéneros dos Fungos encontrados’

Integral 3,22 Aspergillus; Penicillium; Fusarium;_Cladosporium; Rhizopus
Canjicéo 15,56 Aspergillus; Penicillium;_Cladosporium; Rhizopus
Branco Polido de Terras Altas 0,44 Aspergillus e Rhizopus

Branco Polido Irrigado 0,89 Aspergillus e Cladosporium

Parboilizado 3,11 Aspergillus e Rhizopus

Branco Polido Organico - -

Nota: Sinal convencional utilizado:
- Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.

16
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4.2.2.5 Andlise nutricional do arroz

O arroz integral tem maior quantidade de extrato etéreo, matéria mineral (Tabela 4.8) e
apesar de ndo ter sido analisado, dados de literatura mostram que este tipo de arroz apresenta uma
quantidade maior de fibras totais, em média 11% na matéria seca (STORCK; SILVA;
COMARELLA, 2005). Em uma estimativa, a quantidade superior de fibras totais do arroz integral
resulta em menor quantidade de carboidrato por unidade de peso em relacdo aos demais tipos de

arroz.

Tabela 4.8 — Porcentagens de umidade, extrato etéreo, proteina bruta e matéria mineral em gréos

cozidos de diferentes tipos de arroz utilizados como substrato para producdo de

Metarhizium anisopliae

midace 06)  EUTE Pt MR
Parboilizado 41,33+0,18a 093+002b 892+011c 041+0,01b
Canjicao 31,76 £0,7b  049%001c 9,00+0,06c 0,20+0,01lc
Polido (lrrigado) 30,37+0,07¢c 034+00le 742+005d 021+001lc
Polido (Terras Altas) 29,37+0,13d 041+001d 993+003a 018+001lc
Polido Organico 29,03+0,03d 0,33+00le 963+003b 0,17+0,01c
Integral 2220+0,17e 129+00la 9,68+013ab 1,11+004a
C.V. 0,69 3,23 1,54 8,54

F 2858 1093,13 127,17 389,22

P< 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de LSD (P < 0,05).

2 % na matéria seca (g.100g™).
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Em termos nutricionais, o integral parece ser 0 mais rico, porém apresentou a menor
producdo de conidios do fungo entomopatogénico M. anisopliae (Tabela 4.1). O teor de umidade
do arroz parece estar positivamente correlacionado com a producdo de conidios. O arroz
parboilizado apresentou o maior teor de umidade, 41,3 £ 0,2% e foi responsavel pela maior
producdo de conidios. Os arrozes do tipo polido irrigado, de terras altas e organico apresentaram
valores intermediarios de umidade e producgédo de conidios. A menor umidade (22,2 + 0,2 %) e a
menor producéo de conidios foram observadas no arroz integral.

A analise dos minerais (calcio, potassio e sodio) foi realizada apenas para os arrozes
parboilizado e branco polido irrigado por se tratar de uma analise dispendiosa e por estes arrozes
contrastarem no tipo de beneficiamento. Dentre os minerais analisados a Unica diferenca
significativa observada foi o maior teor de potéssio no arroz parboilizado (F.4= 166,5; P=0,0002).
Este arroz apresentou 702,8 mg.kg™® de potassio, ou seja, praticamente o dobro do valor
identificado para o arroz polido de sistema irrigado (Tabela 4.9). Os valores de calcio e sddio
encontrados no parboilizado também foram superiores quando comparados ao arroz polido, porém
as diferencas ndo foram significativas (calcio: Fi4,= 2,81; P = 0,169 e sddio: Fi.4= 4,45;
P=0,1027).

Tabela 4.9 — Composigdo mineral em gréos de arroz parboilizado e arroz branco polido utilizados
como substrato para producdo de Metarhizium anisopliae

Macronutrientes (mg.kg™)

Arroz

Sodio™ Potassio Calcio™
Parboilizado 36,57 +3,01a 702,80 £ 23,18 a 111,47 +7,87 a
Polido Irrigado 28,25+ 255a 359,39+ 13,07 b 95,74+512a
C.V. 14,91 6,14 11,1

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de LSD (P < 0,05).
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4.2.2.6 Andlise de residuos de agrotdxicos no arroz

Né&o foi detectado nenhum residuo de pesticida nos diferentes tipos de arroz, com limite de

quantificacdo de 0,01 mg.kg™ e limite de deteccéo de 0,003 mg.kg™.

4.2.2.7 Avaliacdo de aditivos no sistema de producéo e viruléncia de Metarhizum anisopliae

em arroz

Baseado no resultado dos testes de producéo de conidios (Tabela 4.1) o arroz parboilizado
foi selecionado como o substrato a ser usado nos experimentos do uso de aditivos objetivando
obter melhorias no sistema de producdo de M. anisopliae. Entretanto, nenhum dos aditivos
testados proporcionou incrementos na producdo de conidios em comparacdo com O arroz
parboilizado sem aditivos (Tabela 4.10). A producéo de conidios variou de 3,07 x 10° no arroz
parboilizado mais extrato de soja a 4,86 x 10° no arroz parboilizado + inibidor purificado Kunitz.
Os inibidores de proteinase de soja semi-purificados ou purificado do tipo Kunitz quando
adicionados ao meio de esporulacdo incrementaram expressivamente a producdo de conidios
(Tabela 3.1), porém o mesmo efeito ndo foi verificado quando estes inibidores foram adicionados
ao arroz. A adicao de 5% de polpa citrica ou 5% de extrato de soja ao arroz parboilizado reduziu a
producdo de conidios (Fs.36=5,13; P=0,0003). A viabilidade dos conidios ndo foi influenciada
pelo tipo de aditivo usado, pois todos os tratamentos produziram conidios com porcentagem de
germinacéo superior a 99% (Fg.15=0,33; P=0,94).

A mortalidade causada em D. saccharalis pelos conidios de M. anisopliae, ndo foi
influenciada significativamente pelos aditivos contidos no substrato de produgédo do fungo (Fs.4s =
0,86; P = 0,55). Apesar disso o menor valor numérico de mortalidade, 75% foi causado pelos
conidios cultivados em arroz mais polpa citrica. Para verificar se compostos presentes na polpa
citrica poderiam reduzir a germinacéo dos conidios e consequentemente a mortalidade provocada
pelo fungo nas lagartas, foi realizado um teste adicional, onde, além da suspensao proveniente da
lavagem do substrato (arroz parboilizado ou arroz parboilizado mais polpa citrica) realizou-se
também a extragdo seca dos conidios, os quais foram utilizados na suspenséo para pulverizar os
insetos. Os tempos letais medianos (TLsg), resultantes da aplicacdo em D. saccharalis, dos

conidios produzidos em arroz com aditivos podem ser observados nas tabelas 4.11.



Tabela 4.10 — Produgdo, viabilidade e viruléncia de conidios produzidos em arroz parboilizado com diferentes tipos de aditivos

x . L Mortalidade
Producao de conidios + Viabilidade dos .
Tratamento EPM (x10°) conidios + EPM (%)™ Confll’n‘(];((;‘i)%si EPM
— 5 — —
Arro_z parboilizado + 0,05% de Inibidor purificado 4,86 + 0,41 995 +0,3 85+ 6,2
Kunitz
Arroz parboilizado + 1% de Levedura 4,6 +0,20 99,7+0,2 85+2.2
Arroz parboilizado + 5% de Soja quebrada 4,04 £ 0,06 99,7+0,2 88,3+6,0
Arroz parboilizado + 0,5% de Peptona de Soja 3,94+0,14 99,7+0,2 86,7 £3,3
Arroz parboilizado + 5% de Farelo de Soja 3,83+£0,24 99,7+0,2 81,3+6,0
- 0 - .
Arr_og parboilizado + 0,5% de Inibidores semi 3,85+ 0,21 99.7 40,2 80+7.3
purificados
Arroz parboilizado + 5% de Polpa Citrica 3,7+0,16* 99,8+0,2 75+5,0
Arroz parboilizado + 5% de Extrato de Soja 3,07 £0,37* 99,4+0,1 83,3+4,2
Tratamento padrdo (Arroz parboilizado) 4,73 £0,27 99,5+0,5 90+5,2
C.V. 13,83 0,43 15,44

* significativo e inferior ao tratamento padrao (arroz parboilizado), pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

™ n&o significativo pelo teste F (P=0,05).

G6
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Tabela 4.11 — Tempos letais medianos (TLsg) em dias, intervalo de confianga (IC) (P>0,05),
equacBes de regresséo linear e valores de x? obtidos pela analise de Probit, para os
diferentes aditivos incorporados ao arroz parboilizado para a producdo de

Metarhizium anisopliae

TLso

Substrato (dias) IC Equacao X

Arroz Parboilizado 246 (1,57;3,23) Y=3,95+2,68x 5,09"™
Arroz Parboilizado + Farelo de Soja 35 (2,27;4,61) Y=3,83+2,16x 2,79™
Arroz Parboilizado + Soja Quebrada 2,38 (1,50; 3,14) Y=4,00+2,67x 5,94 "™
Arroz Parboilizado + Extrato de Soja 2,81 (1,59;3,84) Y=4,09+2,02x 5,28"™

Arroz Parboilizado + Inibidores Semi Purificados 2,81 (1,59; 3,67) Y=4,09+2,02x 5,28 "™

Arroz Parboilizado + Inibidor Purificado Kunitz 3,09 (2,06;3,99) Y=3,76+2,53x 3,27"™

Arroz Parboilizado + Polpa Citrica 3 (1,39;4,34) Y=4,25+1,58x 6,85™
Arroz Parboilizado + Peptona de Soja 3,57 (1,93;3,87) Y=3,84+2,45x 3,56"™
Arroz Parboilizado + Levedura 2,24 (1,33;3,00) Y=4,11+2,54x 6,05™

" x? ndo significativo (P<0,05), gl= 9, nimero de insetos por tratamento = 60.

A exposicao de lagartas de 3° instar ao fungo M. anisopliae resultou em um tempo letal
mediano (TLsp) entre 3,6 dias (arroz parboilizado + peptona de soja) e 2,2 dias (arroz parboilizado
+ levedura). Os aditivos testados para producdo do entomopatégeno nao alteraram o tempo gasto
pelo fungo para causar a mortalidade de 50% dos insetos tratados, isso pode ser verificado com a
sobreposicao dos intervalos de confianga dos tratamentos.

A mortalidade provocada pelos conidios extraidos por lavagem do arroz mais polpa citrica
(71,7%) foi menor que a mortalidade provocada pelos conidios extraidos por lavagem apenas do
arroz (95,0%) (Tabela 4.12). O mesmo foi observado para a mortalidade dos tratamentos de
conidios extraidos por peneiramento (F3.20=4,46; P=0,015).



Tabela 4.12 — Mortalidade confirmada, tempos letais medianos (TLsp) em dias, intervalo de confianca (IC) (P>0,05), equacGes de

regressdo linear e valores de x? obtidos pela anélise de Probit, para diferentes substratos e formas de extracio de

conidios de Metarhizium anisopliae

Substrato de Producéo E?(:Ta?;gs col\rff?:;?;igj?f/o ) (-5;53?) IC Equacao X2

Arroz Lavagem 950+34a 3,06 (2,61; 3,50) Y=0,41+9,45x 241™
Arroz Peneiramento 88,3+ 6,0ab 2,93 (2,00; 3,75) Y=3,74+2,73x 6,28 ™
Arroz + Polpa Citrica Lavagem 71,7+48¢c 59 (4,63; 7,23) Y=2,87+2,76x 59"
Arroz + Polpa Citrica Peneiramento 75,0+ 6,2 bc 4,64 (3,52; 5,70) Y=3,14+2,79x 4,99 "™

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si, pelo teste de LSD (P < 0,05). C.V. = 15,49.

" x? no significativo (P<0,05),

gl= 11, nimero de insetos por tratamento = 60.

L6
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Observou-se que 0 TLsp do tratamento com conidios extraidos por lavagem do arroz com
polpa citrica (5,9 dias, 4,6 - 7,2 dias) foi mais longo do que no tratamento sem a presenca de polpa
(3,1 dias, 2,6 - 3,5 dias). Isto demonstra que a polpa citrica gerou a producao de conidios menos

virulentos com uma menor velocidade do fungo para causar a morte dos insetos.

4.2.3 Discussao

O fungo entomopatogénico M. anisopliae comecou a ser produzido no Nordeste do Brasil
em larga escala em 1969, até hoje a producdo se da quase que exclusivamente sobre o arroz,
tecnologia antiga, importada de Trinidad & Tobago (ALVES et al., 2008). Desde entdo muitos
trabalhos tem sido conduzidos com a finalidade de encontrar novos meios de cultura que
proporcionem um bom rendimento de conidios de M. anisopliae. O presente estudo objetivou
determinar dentre as opgdes de arrozes existentes no mercado o que melhor se adaptasse ao
cultivo do entomopatégeno. O arroz parboilizado foi responsavel pela maior producdo de
conidios, seguido pelo arroz tipo canjicdo e pelos tipos brancos polidos. O arroz integral resultou
na menor producdo de conidios. Estes resultados discordam do trabalho de Ottati-de-Lima (2007)
que ndo observou diferenca significativa na producéo de conidios do fungo em arroz parboilizado,
arroz branco polido e arroz quebrado (canjiquinha).

Camargo (1983) testou os substratos arroz polido, dois tipos de milho (Zea mays L.)
moido, e soja (Glycine max (L.) Merrill) quebrada na producdo de conidios, e os resultados
mostraram que no arroz polido foi onde houve maior producdo de conidios, seguido pelo milho
moido e por ultimo pela soja quebrada. Com o objetivo de baratear os custos de producdo Vilas
Boas, Andrade e Oliveira (1996) utilizaram quatro substratos facilmente encontrados em larga
escala em Pernambuco, como caupi (Vigna unguiculata L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), fava
(Phaseolus lunatus L.) e sorgo (Sorgum bicolor L.) para a producdo de M. anisopliae. Os autores
observaram diferencas significativas e superiores quando o entomopatdgeno cresceu em fava e
caupi em comparacdo ao arroz, ja no sorgo e feijdo a diferenca foi significativa e inferior aos
demais tratamentos. Dorta et al. (1990) observaram um acréscimo de cinco a quinze vezes,
dependendo do isolado, quando se adicionou 50% de casca de arroz aos gréos de arroz. Com estes
exemplos observa-se que alguns substratos podem ser superiores ao arroz no quesito producéo,

porém nem um deles foi adotado no sistema de producédo, pois trocar o arroz por um substrato
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diferente implica na adequacdo de todo um sistema e isso gera um custo que pode ndo ser
compensatorio.

Em uma segunda etapa, procurou-se determinar quais os fatores inerentes aos tipos de
arroz eram os responsaveis pelas diferencas na producdo de conidios. A hipotese inicial era de que
fatores nutricionais, presenga de residuos de agrotoxicos e contamina¢do por microorganismos
nos grdos poderiam interferir na qualidade da matéria prima para a producdo do fungo. Estes
fatores podem ser influenciados ainda, por exemplo, pelo tipo de beneficiamento, pelo sistema de
cultivo e manejo.

Existem trés tipos principais de sistemas de producéo de arroz no Brasil: varzeas, irrigado
por inundacdo e terras altas. Porém, a producdo de conidios nos arrozes brancos polidos, seja de
sistema irrigado, terras altas ou organico foi semelhante, o que indica que o sistema de cultivo do
arroz nao tenha influéncia no processo de producédo de M. anisopliae.

A aplicacdo de agrotdxicos € maior no cultivo irrigado do que no de terras altas. Em
ambos os sistemas de producdo a maioria dos agrotéxicos utilizados séo herbicidas, seguidos de
fungicidas e inseticidas (BARRIGOSSI; LANNA, 2004). Sabe-se que varios pesticidas
registrados para a cultura do arroz sdo incompativeis com M. anisopliae (LI; HOLDOM, 1994;
MOHAMED; PRATT; NELSON, 1987; RACHAPPA; LINGAPPA; PATIL, 2007), a presenca
deste tipo de substancia poderia prejudicar o crescimento e esporulacdo do fungo. Alguns
produtores de M. anisopliae tém associado a perda de grandes lotes de fungos devido a qualidade
do arroz, sendo os residuos de pesticidas uma das hipoteses atribuida. Entretanto, ndo foi
detectada a presenca de nenhum residuo de agrotoxicos nos graos de arroz sem casca utilizados no
experimento. E possivel que os residuos de agrotoxicos se limitem aos grios de arroz com casca,
porém esta ndo é a forma que o arroz é utilizado no sistema de producdo de fungos. Porém, o
Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos coordenado pela Anvisa,
analisou 136 amostras de arroz, sendo que 4,41% (6 amostras) foram consideradas insatisfatorias,
apresentando residuos de ingredientes ativos (metamidofos, flutriafol, ciproconazol e
miclobutanil) ndo autorizados para a cultura. A coleta das amostras foi feita em supermercados,
ou seja, amostrou-se o arroz sem casca (ASSOCIACAO NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA - ANVISA, 2009).

O arroz é constituido principalmente por amido, apresentando quantidades menores de

proteinas, lipidios, fibras e minerais. A proporgéo destes nutrientes no grao pode variar em funcao
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da variedade, variacbes ambientais, tipo de cultivo, de processamento e de armazenamento
(ZHOU et al., 2002). Dentre os tipos de arroz estudados foi possivel observar que o teor de
matéria mineral foi mais elevado no arroz integral do que no parboilizado e maiores neste do que
no branco, corroborando com os dados da literatura (COFFMAN; JULIANO, 1987; PARK; KIM,;
KIM, 2001). O teor de potéssio no arroz parboilizado foi o dobro do encontrado no arroz branco
polido. A maior quantidade de conteudo mineral esta relacionada a migracdo de minerais das
camadas externas para o endosperma durante o processo de parboilizagdo (JULIANO, 1993;
HEINEMANN et al., 2005). O maior conteudo de matéria mineral no arroz integral deve-se ao
fato de que no beneficiamento deste arroz, apenas a casca é retirada do grdo; ja no caso dos
arrozes que passam por polimento, todas as camadas externas (pericarpo, tegumento, camada de
aleurona e embrido) sédo retiradas (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008). No entanto, isso
ndo significa maior disponibilidade de minerais no arroz integral (JULIANO, 1993) o que pode
ter contribuido para o rendimento insatisfatorio de conidios neste arroz. O magnésio, célcio, ferro,
cobre, manganés, zinco e o molibdénio normalmente sdo necessarias em pequenas quantidades
para o crescimento dos fungos, enquanto que outros elementos como o sodio e principalmente o
potassio, sdo essenciais para o desenvolvimento. O potassio, por exemplo, é fundamental para a
manutencdo adequada das fungdes bioquimicas, através de seu efeito sobre a estabilidade das
macromoléculas (JENNINGS, 1995), devendo ser destacado aqui que o arroz parboilizado, o
melhor arroz para a producédo de conidios, apresentou o dobro de potassio que o polido.

O contetdo de proteinas totais no arroz é relativamente baixo em comparacdo com 0S
outros cereais, em média 7%, porém existe uma diversidade de proteina (albumina, globulina,
prolamina e glutelina), e entre os cereais, 0 arroz é o que apresenta a melhor e mais completa
combinacdo de aminodcidos (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008). Dentre os arrozes
testados o teor de proteina parece ndo estar relacionado a producdo de conidios. O efeito da fonte
de nitrogénio sobre M. anisopliae é complexo e variavel. Li e Holdon (1995) estudaram a resposta
de crescimento e esporulacdo de M. anisopliae cultivado em diferentes meios com fonte definida
de nitrogénio. Os autores observaram que algumas fontes de nitrogénio favoreceram o
crescimento e desfavoreceram a esporulagdo e vice-versa, além disso, tanto o crescimento
vegetativo quando a esporulagdo foi bem menor quando se utilizou como fonte de nitrogénio
apenas um tipo de aminoacido em comparagdo com uma fonte complexa de nitrogénio (peptona

de soja), em quantidade equivalente. Aminoacidos distintos podem estimular diferentes fases de
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crescimento ou esporulagéo do fungo, de modo que, uma fonte de nitrogénio complexa como a
fornecida pelos gréos de arroz pode otimizar estes processos, favorecendo crescimento e produgéo
de conidios (LI; HOLDOM, 1995).

Os carboidratos sdo os principais constituintes do arroz. Além do amido, que corresponde
a aproximadamente 90% da matéria seca do arroz polido, também estdo presentes agucares livres
e fibra (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008). O amido é um polissacarideo composto por
cadeias de amilose e amilopectina, j& os principais agUcares livres no arroz sdo a sacarose
(aproximadamente 90%), a glicose e a frutose e estdo presentes principalmente nas camadas
externas do grdo sendo sua concentracdo diminuida pelo polimento (TRAN et al., 2004). O
beneficiamento influencia o percentual de amido, sendo este maior no arroz branco polido e no
parboilizado comparado ao integral (STORCK; SILVA; COMARELLA, 2005).

Durante o crescimento e esporulacdo de M. anisopliae em arroz, enzimas extracelulares
sdo produzidas, para degradar e assimilar os principais componentes do substrato (DORTA,
ERTOLA; ARCAS, 1996). A hidrolise do amido origina uma grande quantidade de
monossacarideos, por exemplo, maltose e glicose. Normalmente a glicose € um dos principais
acucares utilizado pela maioria dos fungos (JENNINGS, 1995), sendo uma importante fonte de
carbono e energia para o desenvolvimento. Bharati et al. (2007) observaram que entre varias
fontes de carbono estudadas, o amido foi o que promoveu 0 maior crescimento do
entomopatogeno, seguido da sacarose e frutose.

O fungo normalmente inicia o processo de conidiogénese ap0s consumir e esgotar o
nitrogénio do meio, mas ainda com disponibilidade de carboidratos. Diversos autores ressaltam
que meios ricos nutricionalmente (com baixa relagdo carbono/nitrogénio) ndo estimulam a
esporulagdo, e consequentemente substratos pobres (com alta relacdo carbono/nitrogénio)
induzem a conidiogénese resultando em maior producdo de conidios pelo fungo (AQUINO, 1974;
CAMPBELL et al. 1983; FRIGO; AZEVEDO, 1986; LI; HOLDOM, 1995; KAMP; BIDOCHKA,
2002). Porém, se 0 meio for muito limitante n&o ird ocorrer um crescimento micelial satisfatorio
(KAMP; BIDOCHKA, 2002; RANGEL; ALSTON; ROBERTS, 2008). Assim, é necessario que
seja oferecido ao fungo um meio que propicie um bom desenvolvimento vegetativo, mas que ao
mesmo tempo induza a esporulagdo. Shah, Wang e Butt (2005) testaram meios de cultura com
relacOes variaveis de C:N: alta (75:1), intermediaria (35:1) e baixa (10:1) e observaram que a
maior quantidade de conidios foi produzida no meio com relagdo C:N de 35:1, estes resultados
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corroboram com as observacGes de Ibrahim, Butt e Jenkinson, (2002) que também observaram
melhor desenvolvimento do fungo no meio DAS (Saubouraud Dextrose Agar) com relagdo C:N
de 35:1. Em contraste, Hutwimmer et al. (2008) utilizando meios sintéticos com relacdo C:N de
10:1 obtiveram maior rendimento de conidios neste meio em comparacdo com o meio SDA. O
efeito benéfico sobre a producdo de conidios em meios com relacdo C:N de 10:1, em cultivo
submerso, foi demonstrado anteriormente para outros isolados de M. anisopliae por Vega et al.
2003. Contudo, Gao et al. (2007) reportam que essa relacdo ndo € a regra para todos os isolados,
pois, testaram relacdes C:N diferentes e obtiveram respostas diversas de acordo com o isolado
cultivado.

Contudo estes trabalhos ainda estdo restritos a producdo em meios de cultura ou a
fermentacdo liquida e ndo aos substratos mais usados em regifes da América do Sul, india e
China. O estudo que mais se aproxima do sistema de producdo do fungo em larga escala foi
realizado por Dorta, Ertola e Arcas (1996). Os autores lancaram mdao da estequiometria para
caracterizar o crescimento e esporulacdo de M. anisopliae produzido em casca e farelo de arroz,
determinando a quantidade de carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio presente no substrato,
antes e depois do cultivo do fungo, e a quantidade desses elementos presentes no micélio e
conidios do fungo. Assim, foi possivel observar a assimilacdo e conversam dos elementos. A
partir da relacdo C:N do substrato, do micelio e dos conidios foi observado que tanto o
crescimento quanto a esporulagdo foram limitados pela disponibilidade de nitrogénio no meio.

Outras caracteristicas inerentes ao beneficiamento do arroz podem ser responsaveis pelas
diferencas significativas na producdo de conidios, ja& que no arroz parboilizado houve maior
producdo, seguido pelo canjicdo, depois pelos tipos brancos polidos e o pior desempenho foi
apresentado pelo arroz integral. Segundo Storck; Silva e Comarella (2005) a parboilizacdo é
realizada através de um tratamento hidrotérmico e tem como objetivo principal a gelatinizacao do
amido. “Nesta, ocorre o encharcamento do grao sob calor apenas o suficiente para gelatinizar o
amido, seguido de resfriamento e secagem lenta, deixando o endosperma mais duro”
(DENARDIN et al., 2004, p. 126). Durante a parboilizacdo, sdo aprimoradas algumas qualidades
tecnoldgicas do grdo, como a reducdo da adesividade do arroz, os grdos cozidos ficam menos
viscosos e mais soltos (DENARDIN et al., 2004), fatores que podem ser relevantes para a
producdo de M. anisopliae. Na metodologia empregada para avaliar a producéo de conidios, onde

0 arroz permanece de molho em agua, é submetido ao cozimento e esterilizagdo em autoclave,
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observou-se que, os arrozes do tipo branco polido, canjicéo e integral, ficam pegajosos e formam
grumos. Graos de arroz unidos podem diminuir a aeracdo e a superficie de desenvolvimento do
fungo e consequentemente ter-se-a uma menor quantidade de conidios. O trabalho de Dorta et al.
(1990) confirma este fato, estes autores tentaram utilizar farinha de arroz e s6 conseguiram bons
resultados para producdo do entomopatdgeno quando adicionaram casca de arroz ao substrato,
pois desta forma reduziram a compactacdo do meio e aumentaram a superficie oferecida para a
esporulacdo.

Uma maior area superficial para o desenvolvimento e esporulacdo também pode ser
conseguida utilizando arroz “quebrado”, chamado de quirela ou canjicdo. O arroz canjicao foi
capaz de produzir 3,42 x 10° conidios.g-!, sendo inferior ao arroz parboilizado e superior ao
arrozes brancos polidos e integral. Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Quintela
(1994), que comparou a producdo de conidios em arroz agulhinha, quirela média e pequena.
Como resultado obteve-se um aumento em 34,0 e 31,4% para quirela pequena e média (arroz
quebrado correspondente ao canjicdo), respectivamente em relacdo a producdo em arroz
agulhinha. A vantagem de se utilizar o arroz quebrado esta na diminuicao dos custos, pois o arroz
canjicdo, por se tratar de um subproduto do beneficiamento, custa em média trés vezes menos que
0 arroz parboilizado e duas vezes e meio menos que o branco polido.

O arroz polido é mais barato do que o parboilizado, mas a producdo de conidios foi maior
no arroz parboilizado. A cada um real de arroz parboilizado se produz 3,18 x 10* conidios
enquanto que se produzem 2,33 x 10*? conidios por real de arroz polido, ou seja, o arroz
parboilizado é 20% mais caro que o polido, porém produz 60% a mais. Levando em consideracao
apenas os dados numéricos de producdo de conidios e preco do arroz conclui-se que o mais
rentavel é o arroz quebrado denominado canjicdo, pois a cada real investido neste substrato tem-se
o retorno de 7,60 x 10 conidios, o que significa mais que o dobro do valor apresentado pelo
arroz parboilizado.

Porém, existem algumas desvantagens de ordem pratica quando o arroz quebrado é
escolhido para a producdo de M. anisopliae. Como pode ser observado nas Tabelas 4.5 a 4.7, este
produto apresentou grande diversidade e grande quantidade de contaminantes (bactérias
anaerdbicas, fungos e leveduras). Os fungos foram encontrados na quantidade de 15,56 x 107
UFC.g*, sendo identificados contaminantes dos seguintes géneros: Aspergillus, Penicillium,

Cladosporium e Rhizopus. Embora apos a autoclavagem as populagdes de contaminantes sejam
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drasticamente reduzidas em condi¢Oes ideais em laboratorio, nas industrias problemas na
esterilizagédo de grandes lotes sdo mais comuns resultando na perda de todo um lote em funcéo das
contaminacgdes. A sobrecarga de arroz na autoclave e a falta de manutencdo deste equipamento
podem diminuir a capacidade de esterilizacdo e estes problemas seriam maiores em arroz
quebrado comparado aos outros tipos de arroz.

Durante o preparo do substrato para producdo do fungo, ao utilizar o arroz quebrado é
preciso estar atento e ndo permitir o acimulo de agua no saco com arroz que Sseguira para a
autoclavagem, pois, se ocorrer excesso de agua ocorrera a formacao de grumos da matéria prima,
diminuindo a superficie de crescimento do fungo. Mesmo com quantidade adequada de &gua, foi
observado durante a execucdo dos experimentos que a homogeneizacao da suspensdo de indculo
com o canjicdo € dificultada, principalmente em comparacdo ao arroz parboilizado, o que pode
explicar as diferencas encontradas para a producéo de conidios.

Outro problema apresentado pelo canjicdo foi a dificuldade na extracdo de conidios,
comparado com o parboilizado e nos brancos polidos, resultando em menor rendimento. Além
disso, o canjicdo se desfaz com muita facilidade e ao final do processo de extracdo é possivel
observar muito residuo de arroz junto aos conidios. A importancia destes aspectos esta
intimamente ligada ao tipo do produto final a ser comercializado, se “arroz mais fungo” ou
esporos puros ou formulados. Atualmente existem cerca de onze empresas de biopesticidas
privadas comercializando o micoinseticida (ALVES et al., 2008). O fungo é comercializado na
forma de concentrados técnicos (substratos colonizados pelo fungo), material técnico (conidios
puros) e dispersdo oleosa (FARIA; WRAIGHT, 2007), e para este fim um processo eficiente de
extracdo de conidios é requerido. Por melhor que seja o substrato no quesito producdo do fungo,
se 0 resultado de extracdo de conidios ndo for satisfatorio, provavelmente a matéria prima nao
sera aceita e nem incorporada no sistema de producao.

Outro fator que pode explicar a maior producdo de conidios no arroz parboilizado é a
umidade que este apresenta apés a autoclavagem. Durante o0 molho este arroz € o que absorve a
maior quantidade de agua e esta umidade se mantém com a autoclavagem. Arzumanov, Jenkins e
Roussos (2005) estudaram a influéncia da aeragdo forcada e da umidade sobre a produgédo de M.
anisopliae em arroz, concluindo que a aeracdo forgcada néo altera a produgédo, enquanto que a
umidade do arroz no sistema de fermentacgéo solido é responsavel por incrementos significativos

na producdo de conidios. Neste trabalho foi sugerido um valor 6timo de umidade entre 57 e 58%.
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Apesar de ter ocorrido uma menor viabilidade dos conidios produzidos em arroz integral, a
mesma ndo € expressiva no contexto da qualidade dos conidios, pois todos os tratamentos
apresentaram excelente porcentagem de germinacdo, com valores superiores a 99%. Vilas Boas,
Andrade e Oliveira (1996) também mostraram que a viabilidade dos conidios de M. anisopliae
néo foi influenciada pelos substratos (arroz, caupi, feijéo, sorgo e fava) onde foram cultivados, os
autores obtiveram germinacao préxima de 85%. Da mesma forma, Ottati-de-Lima (2007) mostrou
que a escolha do substrato ndo influenciou na viabilidade do entomopatégeno, quando comparou
conidios produzidos em arroz parboilizado, arroz polido tipo 1 e 2 e arroz tipo canjiquinha.
Pereira e Eira (1999) cultivaram o entomopatdégeno submerso em meio liquido de arroz
parboilizado, extrato de levedura, extrato do percevejo da soja (Nezara viridula) e meio
convencional sélido de arroz em grdo e observaram que viabilidade também néo foi afetada nos
diferentes meios utilizados.

O melhor arroz para a producédo de conidios o parboilizado, foi escolhido para os ensaios
com aditivos, mas nenhum dos aditivos testados neste trabalho foi capaz de incrementar a
producdo de conidios de M. anisopliae, pelo contrario, a adicdo de polpa citrica e extrato de soja
resultaram em decréscimo em relacéo ao tratamento padrao (arroz parboilizado). Provavelmente, a
adicdo de 5% de extrato de soja, rico em proteinas, pode ter desbalanceado a relacdo 6tima C:N e
como ja explorado anteriormente, substratos com relagdo C:N baixa ndo induzem a esporulacao
do fungo. A polpa citrica foi testada, por se tratar de um subproduto da fabricacdo do suco de
laranja, barato e de facil aquisicdo. A baixa produtividade no arroz com a presenca deste substrato
pode ser devida a presenca de compostos fendlicos, por exemplo, os flavondides, que possuem
comprovada acdo antifungica (OLIVEIRA et al., 2007). Os compostos fendlicos, presentes na
polpa citrica, possuem caracteristicas hidrofobicas e como, na lavagem do substrato utiliza-se
espalhante adesivo Tween 80®, isso pode ter aumentado a liberacdo destas substancias com
atividade antimicrobiana, e a aplicacdo desta solucdo nas lagartas pode ter prejudicado o
desempenho do entomopatdgeno.

Quando adicionado ao meio de esporulagdo os inibidores de proteinase de soja foram
responsaveis por incrementos na producdo de conidios, porém o mesmo resultado ndo foi
observado quando os mesmo foram utilizados como aditivos no arroz parboilizado,
provavelmente devido a forma de incorporagdo. E importante salientar que isto ndo se deve ao

fato de os inibidores terem sidos inoculados juntamente com a suspenséo de conidios, pois testes
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preliminares asseguraram que germinacdo dos conidios ndo é afetada pelos inibidores em
suspensé&o.

A adicdo de levedura proveniente da fermentacdo de cana-de-acUcar ou peptona de soja no
arroz parboilizado nédo foi capaz de superar a producdo de conidios quando comparada com arroz
sem aditivos. Resultados divergentes foram encontrados por outros autores quando estas
substancias foram adicionadas aos meios de cultura. Namasivayam e Kumar (2009) relatam ter
conseguido producao satisfatdria de conidios de M. anisopliae em gréos de arroz, sorgo, milheto e
trigo suplementados com um por cento de extrato de levedura. Mas ao tentarem incrementar
subprodutos agricolas (farelo de arroz, bagago de cana-de-aglcar) com 1 ou 10% de extrato de
levedura ou melago os rendimentos de conidios foram consideravelmente baixos em relagdo aos
grdos. Roberts (1966) relata que as peptonas de modo geral sdo boas fontes de nitrogénio para o
desenvolvimento de M. anisopliae. Barnes et al. (1975) relataram que entre varias fontes
comerciais de peptona o extrato de levedura foi o melhor para o crescimento esporulagéo do

fungo e a peptona bacteriolégica foi a pior.

4.3 Conclusoes

O arroz parboilizado foi o tipo de arroz em que o fungo M. anisopliae apresentou a maior
producdo de conidios, ndo sendo superado por nenhum dos aditivos testados neste arroz. Os
conidios produzidos em diferentes tipos de arroz e aditivos apresentam viabilidade superior a

99%. Os tipos de arroz e aditivos ndo influenciaram significativamente a viruléncia do fungo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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