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Resumo

A cigarrinha-das-raizes Mahanarva fimbriolata é uma das principais pragas em cana-de-
acucar e tem causado sérios prejuizos. Objetivou-se avaliar a patogenicidade de diferentes
bioinseticidas a base do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae sobre ninfas de

cigarrinhas. Cinco ninfas de 42 instar foram colocadas em placas de Petri contendo folha de
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cana higienizada. Os bioinseticidas Metarriz®; Metarril®; M. anisopliae JCO®; Metié® e Gr-
Inn CE® foram aplicados sobre as ninfas e folhas de cana com presséo de 15 libras.pol? e
mantidas a temperatura de 25+1 °C, UR de 70+10% e fotofase de 12h. Foram calculadas a
mortalidade acumulada, mortalidade corrigida pela formula de Abbott para o 32 dia apos
pulverizagdo e submetidas a analise de variancia pelo teste F, Tukey a P < 0,05, e TLso (tempo
letal). Os bioinseticidas Metarril®, Metarriz® e Gr-Inn CE® apresentaram 91,7, 87,5 e 84,2%
de mortalidade corrigida e 93,3, 90,0 e 86,7% de mortalidade acumulada. O bioinseticida
Metarriz® apresentou a maior mortalidade com menor TLso (0,9 dias) no primeiro dia, no
segundo dia o Metarriz® e Metarril® obtiveram mortalidades de 86,7 e 80%, respectivamente.
No terceiro, quarto e quinto dia os bioinseticidas apresentaram patogenicidade acima de 70%.
Palavras-chave: Controle biol6gico; Fungos entomopatogénicos; Entomopatégenos;
Cigarrinha-das-raizes; Saccharum spp.

Abstract

The spittlebug Mahanarva fimbriolata is one of the main pests in sugar cane and has caused
serious damage. The aim of this study was to evaluate the pathogenicity of different
bioinsecticides based on the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae on spittlebug
nymphs. Five nymphs of the 4™ instar were placed in Petri dishes containing sanitized cane
leaf. Bioinsecticides Metarriz® Metarril®; M. anisopliae JCO®; Metié® and Gr-Inn CE® were
applied on nymphs and sugarcane leafs with pressure 15 Ibs.in? and kept at 25+1 °C, RH
70+10% and 12h photofase. The accumulated mortality and corrected mortality were
calculated by Abbott’s formula for the 3™ day after spraying and submitted to analysis of
variance by the F test, Tukey P < 0.05, and LTso (lethal time). Metarril®, Metarriz® and Gr-Inn
CE® Bioinsecticides showed 91.7, 87.5 and 84.2% of corrected mortality and 93.3, 90.0 and
86.7% of accumulated mortality. The bioinsecticide Metarriz® presented the highest mortality
with shortest LTso (0.9 days) on the first day, on the second day Metarriz® and Metarril®
obtained mortalities of 86.7 and 80%, respectively. On the 3 4" and 5" day the
bioinsecticides presented pathogenicity above 70%.

Keywords: Biological control; Entomopathogenous; Entomopathogenic fungi; Spittlebug;
Saccharum spp.
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Resumen

La saltahojas Mahanarva fimbriolata es una de las principales plagas de la cafia de azlcar y
ha causado graves dafos. El objetivo de este estudio fue evaluar la patogenicidad de
diferentes bioinsecticidas basados en el hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae en
ninfas saltahojas. Se colocaron cinco ninfas del 4° estadio en placas de Petri que contenian
hojas de cafia desinfectadas. Bioinsecticidas Metarriz®; Metarril®; M. anisopliae JCO®;
Metié® y Gr-Inn CE® Se aplicaron a ninfas y hojas de cafia con una presion de 15 libras.pol
y se mantuvieron a una temperatura de 25+1 °C, HR de 70+10% Yy una fotofase de 12 h. Se
calculo la mortalidad acumulada, la mortalidad se corrigio mediante la formula de Abbott
para el 3° dia después de la aspersion y se sometio a analisis de varianza mediante la prueba
F, Tukey a P < 0.05 y TLso (tiempo letal). Los bioinsecticidas Metarril®, Metarriz® y Gr-Inn
CE® presentaron 91,7, 87,5 y 84,2% de mortalidad corregida y 93,3, 90,0 y 86,7% de
mortalidad acumulada. El bioinsecticida Metarriz® presenté la mayor mortalidad con menor
TLso (0,9 dias) el primer dia, al segundo dia Metarriz® y Metarril® obtuvieron mortalidades de
86,7 y 80%, respectivamente. Al tercer, cuarto y quinto dia, los bioinsecticidas mostraron una
patogenicidad superior al 70%.

Palabras clave: Control bioldgico; Entomopatégenos; Hongos entomopatdgenos; Saltahojas

de la raiz; Saccharum spp.

1. Introducéo

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) vem ganhando destaque cada vez maior no
cenario agricola brasileiro sendo considerada uma das culturas mais importantes cultivadas
para o uso de matéria prima quanto para produtos industriais. A estimativa de area plantada de
cana-de-acucar no Estado de Mato Grosso do Sul para a safra de 2019/20 é de 8,4 milhdes
hectares, totalizando uma producao de 620 milhdes de toneladas (Conab, 2020). A cultura tem
uma facilidade de adaptacdo em relacdo ao clima do Brasil, no entanto a cultura vem
enfrentando uma gama vasta de problemas com pragas agricolas que vem gerando prejuizos a
cultura (Almeida, Leite & Batista Filho, 2019).

A cana-de-acucar é atacada pelo complexo de Mahanarva spp. as ninfas se alimentam
sugando a seiva da planta, onde simultaneamente, introduzem toxinas pelo estilete, que se fixa
na epiderme, atravessando o cortex, chegando ao cilindro vascular. Em consequéncia da
alimentacdo ocasionam diminuicdo da capacidade de fotossintese da planta, dificultando o

fluxo de agua e nutrientes (Byers & Wells, 1966). Ocorre desidratagdo do floema e do xilema
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levando ao amarelecimento, secamento até ocorrer a paralisagdo pér completo da atividade
fotossintética onde consequentemente, ocasionard a morte da planta (Garcia et al., 2007,
Fonseca et al., 2016, Silva et al., 2017). Ocorrem durante a esta¢do chuvosa passando para a
estacdo seca, onde se desenvolvem nas raizes da cana-de-aglcar (Orozco-Restrepo et al.,
2017, Loureiro et al., 2020).

O fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok. (Ascomycota: Clavicipitaceae) tem
ocorréncia na natureza, parasitando as cigarrinha-das-raizes em canaviais de todo o pais, se
tornando bastante comum o uso desse agente de controle biologico em areas infestadas pelas
pragas (De Bach, 1968; Almeida et al., 2020). O desenvolvimento de programas empregando
microrganismos vem se expandido e se tornando extremamente importante por razdes
ambientais e econdmicas quando comparado aos demais produtos (Loureiro et al., 2012;
Kassab et al.,, 2015) possuindo uma maior eficidcia na producdo em nivel comercial,
formulacéo e aplicagéo (Santos et al., 2016).

O isolado IBCB 425 de M. anisopliae foi selecionado, dentre 79 isolados testados,
para o controle de M. fimbriolata nas condi¢cbes do Estado de Sdo Paulo, apresentando
eficiéncia sobre os demais (Loureiro et al., 2005). Atualmente é aplicado em mais de 1,5
milhdo de hectares de cana-de-agucar no Brasil (Almeida, Leite & Batista Filho, 2019) e é 0
ingrediente ativo de 44 bioinseticidas registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (Agrofit, 2020).

No entanto, o uso de M. anisopliae deve seguir alguns cuidados, pois os conidios sao
poucos tolerantes a radiacdo solar e temperatura, podendo afetd-los, conforme mencionado
por Oliveira et al. (2016). Esses autores, relataram que 120 minutos ap0s a exposi¢ao por
radiacdo a taxa de germinagdo foi menor que 30% e temperaturas na faixa entre 23,8 a 31 °C
favoreceram a germinacdo dos conidios, entretanto em temperaturas menores que 20 °C,
ocorreu a reducao da germinacdo podendo comprometer a eficiéncia de controle.

Neste presente trabalho objetivou-se avaliar a patogenicidade de diferentes
bioinseticidas a base do fungo entomopatogénico M. anisopliae sobre ninfas de cigarrinhas,

em condigdes controladas.

2. Metodologia

O trabalho realizado seguiu a metodologia de pesquisa laboratorial de natureza

quantitativa proposto por Loureiro et al. (2012) e foi desenvolvido em laboratério. Foram
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utilizadas complexo de ninfas de cigarrinha-da-raizes da cana-de-agucar, sendo coletadas em
canavial no municipio de Chapaddo do Céu-GO isento de pulverizagdes com produtos
fitossanitarios quimicos onde foram inseridas em recipientes plasticos contendo folhas de
cana e transportadas até ao laboratdrio para onde seriam desenvolvidos 0s bioensaios.
Inicialmente, as mudas de cana-de-aglcar foram plantadas em vasos de cimento
contendo aproximadamente volume de 0,7 m3 de solo, onde consequentemente foram
deixadas dentro da casa de vegetacdo produzida com tela anti-afideo (50mm). O solo foi
agregado com substrato e posteriormente foi adicionada torta de algoddo e palhada sobre a
superficie, tendo como finalidade, o crescimento e surgimento de novos perfilho, com intuito
de produzir folhas isentas de produtos fitossanitarios quimicos para serem utilizadas na

confeccdo dos bioensaios.

Conducao do experimento

O delineamento experimental foi composto por seis tratamentos e seis repeticdes,
sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri (9 cm de diametro) contendo uma folha
de cana (8 cm de comprimento) com 5 ninfas no 42 instar, totalizando 30 insetos por
tratamento. Antes da infestacdo as folhas foram lavadas com &gua destilada esterilizada e
hipoclorito de sodio (0,01%), em seguida foram envolvidas nas extremidades com algod&o
hidrofilo umedecido com &gua destilada e posteriormente sobre a folha de cana foram
inseridos os insetos. Os tratamentos a base de M. anisopliae utilizados foram: Metarriz®
(isolado IBCB 425); Metarril® (isolado PL-49); M. anisopliae JCO® (isolado IBCB 425);
Metié® (isolado IBCB 425); Gr-Inn CE® (isolado IBCB 425) e a Testemunha (sem fungo),
totalizando 180 insetos no bioensaio.

A aplicacdo de 1 mL das suspensdes de contendo 1x108 con.mL™ foi realizada sobre a
folha de cana acompanhado das cigarrinhas, tendo como auxilio a Torre de Potter adaptada,
com pressdo de 15 libras.pol. As placas de Petri contendo os insetos foram fechadas e
mantidas em camara climatizada a temperatura de 25+1 °C, com fotofase de 12 horas e UR de
70+10%.

A mortalidade foi avaliada diariamente, sendo que cada inseto morto foi lavado em
alcool 70% e agua destilada esterilizada, para desinfestacdo superficial. Em seguida, foram
transferidos para novas placas de Petri previamente esterilizadas, colocados dentro de um
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recipiente plastico hermético, contendo papel filtro umedecido, sendo que o recipiente
plastico foi mantido em condigdes climaticas mencionadas acima.

Por meio deste procedimento obteve-se a confirmacdo da mortalidade causada pelo
patdgeno, observando-se a colonizacdo com o aparecimento de conidios sob a estrutura do
hospedeiro (Bidochka & Small, 2005, Loureiro et al., 2005).

Andlise de dados

Foram calculados os dados de mortalidade confirmada corrigida (calculada pela
formula de Abbott) (Abbott, 1925) e mortalidade acumulada para todos os dias apos a
inoculacdo. Os dados referentes a mortalidade foram submetidos a anélise de variancia pelo
teste F e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (P < 0,05).
Para obtencdo dos valores de TLso e TLgo em dias, foi realizada a andlise fatorial entre os
tratamentos e o periodo de tempo em dias para cada mortalidade, nos tratamentos opostos.

3. Resultados e Discussao

Devido a baixa variagdo entre as meédias dos isolados utilizados afirma-se que os
bioinseticidas sdo recomendados para o controle das ninfas de cigarrinha-das-raizes,
diferenciando-se apenas quanto a taxa de eficiéncia individuais.

A mortalidade confirmada corrigida foi um dos parametros utilizados para a
confirmagdo da morte dos insetos, selecionando os melhores bioinseticidas de M. anisopliae
com maior indice de patogenicidade, em condi¢fes laboratoriais. Para a mortalidade
confirmada corrigida todos os isolados apresentaram diferenca estatistica em relacdo a
testemunha, porém ndo diferiram entre si (Tabela 1). De acordo com Tiago et al. (2011) o
fungo que ocasiona baixa mortalidade confirmada e alta mortalidade corrigida ndo € indicado
para 0 manejo das ninfas de cigarrinha-das-raizes.

A infeccdo dos patogenos quando bem-sucedida é vista 0 micélio emergindo sobre o
corpo do hospedeiro produzindo conidios que sdo caracterizado por exibir uma massa
pulverulenta que se forma pela aglomeracdo de conidios sobre o tegumento do hospedeiro,
tornando-se nitida a morte do inseto (Alves, 1998; Albuquerque et al., 2005; Ottati-de-Lima,
2007). Porém, nos insetos mortos onde o fungo ndo se desenvolveu pode ter ocorrido
septicemia que é caracterizada pelo aspecto e odor, havendo trés hipdteses que podem

explicar essa situacéo.
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Tabela 1. Mortalidade acumulada (%) + EP, mortalidade confirmada corrigida (%) + EP trés
dias ap0s a aplicacdo dos isolados do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae sobre
as ninfas de Mahanarva fimbriolata (25+1 °C, fotofase de 12h e 70+10% UR) (n = 30

insetos).

3 dias apds a pulverizacdo (DAP)
BIOINSETICIDAS

Mortalidade acumulada Mortalidade confirmada corrigida
Metarril® 93,33 +6,67 a 91,67 +8,33 a
Metarriz® 90,00 +6,83 a 87,50+ 8,54 a
Gr-Inn CE® 86,67 £ 6,67 a 84,17 +8,21a
Metié® 73,33+8,02a 69,17 £ 12,14 a
M. anisopliae JCO® 70,00 £ 8,56 a 65,83 +9,35a
Testemunha 6,67 +4,47Db 0,00+ 0,00 b
CV (%) 15,92 17,15

1 Médias (+ EP) seguidas de mesma letra e na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05).

2 Dados originais apresentados para a analise de mortalidade os dados foram transformados em (x +
0,5)0,5

Fonte: Elaborada pelos autores (2020).

Estudos conduzidos por Loureiro et al. (2005) comprovaram que a maioria dos
isolados do fungo M. anisopliae tiveram a mortalidade confirmada entre 41 e 50% entre 4° e
62 dia apds a pulverizacdo sobre as 0 complexo de M. fimbriolata. Posteriormente, ao 62 dia
de mortalidade mé&xima confirmada, os resultados oscilaram entre 81 a 90%. Trabalhos
conduzidos por Campagnani et al. (2017) com Mahanarva spectabilis (Hemiptera:
Cercopidae) verificaram que ao utilizar o fungo M. anisopliae (isolado UFMG 11444) no
sistema integrado de pragas (MIP) a morte acumulada das ninfas e dos ovos, obteve um indice
acima de 90% em ambientes controlados e em casa de vegetacdo. Os dados obtidos,
mostraram-se eficientes para o controle das cigarrinha-das-raizes empregando o fungo M.
anisopliae.

A primeira hip6tese é que o fungo, no momento da penetracao possa ter possibilitado
a entrada de microrganismos oportunistas através dos orificios presentes na cuticula. A
segunda, é que o fungo provoca o rompimento do tecido epitelial pela penetracdo ou pela
liberacdo de toxinas que desestruturam a parede intestinal ocasionando a contaminacdo da
hemolinfa. Na terceira hipotese Tiago et al. (2011) ressalta que as varia¢cBes na mortalidade
confirmada, podem estar relacionadas ao fato de a populacdo de insetos sofrerem algum tipo
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de estresse quando sdo removidos do campo durante a alimentacdo, podendo ter ocorrido
danos as pecas bucais. A agressividade de um fungo entomopatogénico é varidvel e isto
depende da espécie do hospedeiro infectado e seu estagio de desenvolvimento.

De acordo com o numero de dias verificou-se diferencas quanto a mortalidade
acumulada. No primeiro dia apds a inoculacdo dos bioinseticidas, Metarriz® apresentou maior
mortalidade das ninfas de M. fimbriolata correspondendo a 50% de insetos mortos diferindo
apenas do tratamento testemunha apresentando menor indice de mortalidade nos insetos

(6,67%), ndo diferenciando-se dos demais bioinseticidas (Figura 1).

Figura 1. Mortalidade diaria acumulada (%)* de Mahanarva fimbriolata ap6s a aplicacdo dos

bioinseticidas a base de Metarhizium anisopliae.
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*Médias (+EP) seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Fonte:

Elaborado pelos autores (2020).

No segundo dia ocorreu maior variagdo de mortalidade, o tratamento Metarriz®,
apresentando indice maior de mortalidade, correspondendo a 86,67%, ndo diferenciando-se do
Metarril® (80%) e Gr-Inn CE® (56,67%) (Figura 1). Para o terceiro, quarto e quinto dia os
resultados encontrados foram semelhantes e diferindo apenas do tratamento controle, com
todos os bioinseticidas apresentando mortalidade superior a 70% chegando até 100% de
controle das ninfas de M. fimbriolata. Estes dados corroboram com os resultados encontrados
por Loureiro et al. (2005) em que testou 79 isolados de M. anisopliae, verificaram morte total
com resultados superiores a 70% de mortalidade obtido no 4° dia apds a pulverizacdo (DAP)

para 8 dos isolados testados.
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Pereira et al. (2016) relatou que dentre 14 isolados de fungos pulverizados para o
controle de M. fimbriolata, apenas o M. anisopliae atingiu 100% da colonizagéo. Freitas et al.
(2012) relatou variacdes na mortalidade promovida pelos isolados testados, obtendo uma
variacdo de 24 a 72% para a mortalidade acumulada no 42 dia ap6s a pulverizacdo (DAP) dos
isolados (UFGD 05 e UFGD 23) sobre as ninfas de M. fimbriolata.

O tratamento testemunha néo foi significativo, a mortalidade ndo apresentou diferenga
em relacdo as médias observadas. Para todos os bioinseticidas houve diferenca estatistica em
relacdo as médias observadas na testemunha. A tendéncia da mortalidade € seguir uma
regressdo polinomial, os bioinseticidas Metarriz®, Metarril®, Gr-Inn CE®, Metié® e M.
anisopliae JCO® proporcionaram TLso de 0,9; 1,14; 1,65; 1,92 e 2,04 dias e TLso de 2,06;
2,18; 2,99; 3,3 e 3,37 dias, respectivamente (Figura 2), indicando alta agressividade dos
bioinseticidas, pois o tempo decorrido ap6s a pulverizacdo foi relativamente baixo,
comparado aos respectivos produtos quimicos utilizados.

Os resultados dos tempos letais obtidos para os bioinseticidas Metarriz® e Metarril®
foram semelhantes aos encontrados por Barbosa et al. (2015), onde a aplicacdo de inseticida
qguimico thiamethoxam ocasionou uma reducéo rapida na populacéo de ninfas e adultos de M.
fimbriolata, aumentando a eficacia desses produtos biologicos em relacdo aos produtos
fitossanitarios utilizados para o manejo do complexo de cigarrinha-das-raizes.

Portanto, verificou ser necessario a realizagdo de pesquisas mais aprofundadas que

contribuem para a utilizacéo de bioinseticidas @ campo associados a defensivos quimicos.
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Figura 2. Mortalidade diaria acumulada (%) de ninfas de Mahanarva fimbriolata apos

pulverizacédo de diferentes bioinseticidas a base de Metarhizium anisopliae (25+1 °C, fotofase

de 12h e 70+10% UR).
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4. Consideragdes Finais

Com base nos dados, conclui-se que os bioinseticidas Metarril®, Metarriz® e Gr-INN
CE®, foram mais eficientes em relagio aos demais produtos utilizados, ocasionando 80% de
moralidade sobre as ninfas de M. fimbriolata, em menor tempo letal.

Novos estudos utilizando diferentes bioinseticidas registrados a base de Metarhizium
anisopliae sdo necessarios para melhor elucidar o potencial deste agente, aumentando a

eficiéncia de controle em menor tempo.
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