July-August 2005 585

BIOLOGICAL CONTROL

Patogenicidade de Metarhizium anisopliae var. anisopliae € Metarhizium
anisopliae var. acridum Sobre Nasutitermes coxipoensis (Holmgren)
(Isoptera: Termitidae)

AURISTELA C. ALBUQUERQUE'!, KARLA C.A. PEREIRA!, FRANKLIN M. CuNHA?, ANTONIO F.S.L. VEIGA?
ANA C.R. ATHAYDE’E ELzA A.L.A. LivA'

!Lab. Controle Bioldgico, Depto. Micologia/CCB/UFPE, Av. Prof. Nelson Chaves
Cidade Universitaria, 50670-420, Recife, PE
’Lab. Entomologia, Depto. Biologia, UFRPE, Av. Dom Manoel de Medeiros S/N, Dois Irmdos, 52171-900, Recife, PE
‘Depto. Medicina Veterindria - Centro de Saude e Tecnologia Rural UFCG/CSTR/Campus de Patos
Rodovia Patos-Teixeira, Bairro Jatoba, 58700-000, Patos, PB

Neotropical Entomology 34(4):585-591 (2005)

Pathogenicity of Metarhizium anisopliae var. anisopliae and Metarhizium anisopliae var. acridum on
Nasustitermes coxipoensis (Holmgren) (Isoptera: Termitidae)

ABSTRACT - The action of Metarhizium anisopliae var. anisopliae and Metarhizium anisopliae var.
acridum on the mound termite Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) and the conidia production on
dead insects were studied in laboratory. Infective doses were determined through direct contact of the
insects with the fungi cultures with 12 days of growth followed by conidia quantification in Neiibauer
camera. The doses 0of 0.5 x 10°and 1.6 x 107 conidia/ml of M. anisopliae var. anisopliae, and 1.4 x 10°
e 1.8 x 10° conidia/ml of M. anisopliae var. acridum were named dose A and dose B, for each fungus,
respectively. These doses corresponded to 3-min and 15-min direct contact of 20 insects with the
fungi cultures. Conidia production was evaluated using the insects inoculated with fungi. The bioassays
were carried out in triplicate. The percentage of accumulated mortality of N. coxipoensis treated with
M. anisopliae var. anisopliae on the third day after inoculation were: control, 15.7%; dose A 95.7%
and dose B 100%; for M. anisopliae var. acridum: control, 13.3%; dose A 66.4% and dose B 88,8%.
The average of conidia production was higher for M. anisopliae var. anisopliae than M.anisopliae
var. acridum. The results showed that M. anisopliae var. anisopliae presented better potential for the
biological control of N. coxipoensis.
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RESUMO - A acdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae ¢ Metarhizium anisopliae var. acridum
sobre o cupim de monticulo Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) e a produgdo de conidios sobre os
insetos mortos foram estudadas em laboratdrio. Doses infectivas foram determinadas através do contato
direto dos insetos com a cultura fungica apds 12 dias de crescimento e quantificagdo dos conidios em
camara de Neiibauer. Foram utilizadas as doses 0,5 x 10¢ ¢ 1,6 x 107 conidos/ml, para M. anisopliae
var. anisopliae, ¢ 1,4 x 10° ¢ 1,8 x 10° conidios/ml para M. anisopliae var. acridum, nominadas dose
A e dose B, respectivamente. As doses corresponderam a 3 min. e 15 min. de contato direto de 20
cupins com a cultura fungica. A produgdo de conidios foi avaliada utilizando-se insetos inoculados
com o fungo, 10 dias apds a morte. Os bioensaios foram realizados em triplicata. Os percentuais de
mortalidade acumulada de N. coxipoensis tratados com M. anisopliae, no terceiro dia apds a inoculagéo,
foram: controle, 15,7%; dose A 95,7% ¢ dose B 100%; para M. anisopliae var. acridum foram:
controle, 13,3%; dose A 66,4 ¢ dose B 88,8%. A média da producédo de conidios foi mais elevada para
M. anisopliae var. anisopliae do que para M. anisopliae var. acridum. Os resultados mostraram que
M. anisopliae var. anisopliae apresentou maior potencial para o controle biologico de N. coxipoensis.

PALAVRAS-CHAVE: Controle bioldgico, patéogeno de insetos, controle microbiano, cupim
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Os cupins constituem uma das mais sérias pragas da
cultura canavieira, ocorrendo em todos os paises onde a
mesma ¢ cultivada; t€ém importancia econdmica na Asia,
Australia, regido do Caribe e América do Sul (Pizano 1995a,
Mendonga 1996).

O rendimento industrial ¢ a produtividade da cana-de-
acucar podem ser afetados por diversos fatores, salientando-
se aqueles de ordem fitossanitaria, com destaque para os
cupins, englobando diferentes géneros e espécies. Esses
insetos estdo presentes em todas as areas tropicais do mundo
onde a cana-de-agucar € cultivada e, no Brasil podem
ocasionar perdas superiores a 10 t/ha no ano, o que representa
cerca de 60 toneladas por ha durante o ciclo da cultura
(Novaretti & Fontes 1998). Os principais danos ocasionados
pela infestagdo de cupins sao causados aos toletes destinados
aos novos plantios. Penetrando pelas extremidades, os cupins
destroem o tecido parenquimatoso e¢ as gemas, causando
falhas na lavoura. Abrem galerias nos entrends basais na
cana adulta e, nas soqueiras, quando ocorrem altas
infestagdes, atacam severamente constituindo focos no
plantio seguinte (Pizano 1995b). Foram identificadas em
cana-de-acUcar, as espécies Amintermes nordestinus Melo
& Fontes, Cylindrotermes nordenskioeldi Holmgren,
Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) ¢ Syntermes nanus
Constantino (Miranda et al. 2004).

O uso de fungos entomopatogénicos no controle de
insetos tem sido objeto de pesquisas importantes com a
finalidade de melhor preservar o meio ambiente. A espécie
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin ¢ amplamente
distribuida na natureza, podendo ser encontrada facilmente
nos solos, onde sobrevive por longos periodos. Os insetos
atacados tornam-se mumificados e cobertos por uma camada
pulverulenta de cor verde, formada pela aglomeragdo de
conidios. M. anisopliae ¢ utilizado no controle de pragas
que causam sérios prejuizos a culturas de interesse
agrondmico, em quase todos os paises do mundo,
principalmente nos tropicais (Azevedo 2001, Milner 2003).
Estudos de laboratorio e de campo foram realizados na
Australia visando a transmissao entre individuos e a indugao
de epizootia em coldnias de Nasutitermes exitiosus (Hill).
Altos niveis de mortalidade em grupos de cupins em
laboratorio foram obtidos pela adigdo de operarios
contaminados com M. anisopliae (Hanel 1981). A selegdo
de espécies de fungos entomopatogénicos para controle de
N. exitiosus foi efetuada através de experimentos de
laboratorio, bem como o estudo do ciclo de vida de um
isolado de M. anisopliae, com patogenicidade comprovada
(Hanel 1982a,b). Este fungo pulverizado dentro das colonias
no campo ou em locais de coleta de alimento foi capaz de
iniciar epizootias. Através de amostragens dos individuos
dessas colonias, constatou-se que a doenga persistiu nos
cupinzeiros por até 15 semanas (Hanel & Watson 1983).
Pesquisas avaliando a patogenicidade de M. anisopliae ¢
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. sobre Nasutitermes sp.
foram desenvolvidas por Malagodi & Veiga (1994) e
indicaram que ambos foram patogénicos em condigdes de
laboratorio. Milner et al. (1997) estudaram os efeitos da
umidade relativa do ar na germinagdo e infecgdo de isolados
de M. anisopliae em cupins N. exitiosus ¢ Coptotermes
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acinaciformis (Froggat) e verificaram que a mortalidade dos
cupins ocorreu em todas as umidades testadas (entre 90 e
100%) e que a esporulagdo do fungo nos cupins mortos
ocorreu apenas em umidades relativas acima de 93%.
Driver et al. (2000) reavaliaram a taxonomia de
Metarhizium com base em dados moleculares de RAPD ¢
analise de ITS (Internal Transcribes Space) e descreveram
dez classes para o grupo. M. anisopliae var. acridum, incluiu
aespécie M. flavoviride var. flavoviride isolada de Acrididae
(Arthus & Thomas 2001, Blanford & Thomas 2001, Screen
et al. 2001, Magalhaes et al. 2003, Ouedraogo et al. 2003).
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a agdo de
M. anisopliae var. anisopliae ¢ M. anisopliae var. acridum
sobre N. coxipoensis, cupim de monticulo de ocorréncia
generalizada em cana-de-agticar no Nordeste do Brasil, em
condigoes de laboratério, a fim de verificar o potencial dos
fungos como agentes biocontroladores dessa espécie de inseto,
bem como quantificar a esporulac@o sobre os insetos mortos.

Material e Métodos

Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratdrio
de Controle Biologico do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco e no Laboratério de
Entomologia do Departamento de Biologia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. A criacdo dos cupinzeiros
foi mantida em casa-de-vegetagdo no Departamento de
Agronomia da UFRPE.

Criacao de N. coxipoensis em Casa de Vegetacido. Foram
removidos cupinzeiros vivos do campo experimental
localizado na Usina Central Olho D’agua, municipio de
Itambé, PE e instalados em casa-de-vegetacdo com a
finalidade de manter os insetos vivos para a utilizacdo nos
experimentos dos fungos entomopatogénicos no laboratorio.

Linhagens Fungicas Utilizadas. M. anisopliae var.
anisopliae (PL,,) isolada originariamente de Mahanarva
posticata (Stal), em Alagoas e M. anisopliae var. acridum
(CG291) isolada originariamente de Austracnis guttulosa
(Walker), Australia. Os isolados estdo depositados na
Micoteca do Departamento de Micologia da UFPE sob os
seguintes numeros de acesso: M. anisopliae var. anisopliae
(URM-3185) e M. anisopliae var. acridum (URM-4412)

Determinacio das Doses Infectivas a Serem Utilizadas
nos Bioensaios. Foram utilizadas culturas fingicas com 12
dias de crescimento obtidas através da inocula¢do de 1 ml
de suspensdo fingica na concentragdo 1,0 x 108, espalhada
uniformemente com alg¢a de Drigalsky em placas de Petri
com BDA e mantidas em estufa incubadora (BOD) durante
12 dias. Em seguida, foram colocados 20 cupins (quatro
soldados ¢ 16 operarios), propor¢do indicada por
Vasconcellos (1999), em cada placa de Petri ¢ manipulados
acada 3, 6,9, 12 e 15 min. Apds cada tempo de contato
foram retirados dois cupins/placa (um soldado e um operario)
os quais foram colocados em tubo de ensaio contendo 2 ml
solucdo Tween 80 (0,01%), para posterior quantificacao dos
conidios em camara de Neiibauer, segundo Alves & Moraes
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(1998). Foram realizadas cinco leituras de cada amostra. A
média obtida foi dividida por dois e correspondeu a
estimativa do numero de conidios/inseto em relagdo a cada
tempo especifico de contato. As doses determinadas
correspondem ao potencial de indculo/individuo, sendo,
portanto, um numero aproximado, ja que muitos conidios
podem ficar aderidos a superficie do inseto (Alves et al.
1998). Ocorreu um aumento na quantidade de conidios com
relagdo ao tempo de contato para ambos os fungos (Tabela
1). Para M. anisopliae var. anisopliae o percentual do nimero
de conidios foi sempre crescente até o tempo de 15 min.,
enquanto que para M. anisopliae var. acridum ocorreram
pequenas variagdes. As equagdes do numero de conidios em
fungao do tempo foram obtidas através da formula: Y = a.bT,
onde Y = namero de conidios, a € b sdo coeficientes da
equagdo e T ¢ o tempo de contato.

Método de Inoculacao e Bioensaio em Laboratério. Os
bioensaios foram realizados apds a determinagdo das doses
infectivas, de acordo com os diferentes tempos de contato.
A parcela experimental foi constituida de um recipiente de
plastico transparente com 5 cm de didmetro por 5,5 cm de
altura, com fundo forrado com papel filtro, contendo 20 g
de fragmentos de ninho de cupinzeiro e um rolete de cana de
acucar. Em cada recipiente foram colocados 20 cupins
(operarios e soldados, na proporcao de 4:1 respectivamente),
provenientes das colonias mantidas em casa de vegetagao e
apos o contato direto dos mesmos com a cultura fingica nos
tempos correspondentes as doses previamente determinadas.
Apds a inoculagdo, os recipientes foram cobertos com tecido
de algoddo e mantidos em BOD, com temperatura ¢ umidade
relativa controlada. Para cada bioensaio foram utilizados 300
insetos, assim divididos: 100 para testemunha, 100 para dose
A e 100 para a dose B, para cada variedade de fungo. A
mortalidade acumulada foi calculada utilizando-se os dados
dos trés bioensaios juntos, para cada fungo. A avalia¢do foi
efetuada a partir do segundo dia ap6s a inoculag@o. Os insetos
mortos foram retirados, contados e mantidos em cimara umida
para comprovacdo da infeccdo pelo fungo através da
esporulagdo sobre o cadaver e verificagdo da produgdo de
conidios. O bioensaio foi realizado em triplicata. As
freqiiéncias de mortes acumuladas foram obtidas para a
testemunha, dose A e dose B ¢ analisadas segundo Zar (1999).
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Producio de Conidios de M. anisopliae var. anisopliae e
M. anisopliae var. acridum Obtidos dos Cadaveres de NN.
coxipoensis. A producgdo de conidios de ambas variedades
de fungo sobre N. coxipoensis foi quantificada utilizando-se
os insetos mortos dos bioensaios. Os conidios foram
coletados através da lavagem de dois cupins (um operario ¢
um soldado) separadamente em tubos de ensaio contendo
2 ml de solucdo Tween 80. Os tubos de ensaio foram
submetidos a trés minutos de agitacdo em Vortex. Em
seguida, foi feita a quantificacdo em Camara de Neiibauer.
Foram utilizados 20 cupins (10 soldados ¢ 10 operarios) para
cada repetigdo, sendo o experimento realizado em triplicata
¢ os dados analisados através do programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences).

Resultados e Discussao

Bioensaios com M. anisopliae var. anisopliae Sobre o
Cupim N. coxipoensis. Foi determinado o percentual de
mortalidade acumulada de N. coxipoensis tratada com M.
anisopliae, em doses distintas utilizadas segundo o tempo
de contato direto com o fungo e avaliado diariamente através
do acompanhamento da mortalidade.

A Fig. 1 apresenta a freqliéncia acumulada de cupins
mortos apds inoculagdo com M. anisopliae var. anisopliae,
no periodo de um a quatro dias, durante o qual foram
analisados 900 insetos, para trés bioensaios realizados. O
percentual acumulado de insetos mortos para cada dia foi
relativamente baixo na testemunha ¢ o maior percentual
foi registrado na dose de 1,6 x 107 conidios/ ml, com 100%
de mortalidade no terceiro dia de avaliacdo. Para a dose
0,5 x 10° conidios/ml, esse percentual de mortalidade ocorreu
no quarto dia apos a inoculag@o.

A ocorréncia da mortalidade de 100% dos insetos testados
no 32e 42 dias apos a inoculagdo difere, com relagdo ao tempo,
do obtidos por Hanel (1981), que observou que M. anisopliae
foi patogénica para N. exitiosus, ocasionando 100% de
mortalidade dos insetos testados 11 dias apos a inoculagao.
Experimentos com Heterotermes tenuis (Hagen) com
diferentes isolados de M. anisopliae demonstraram baixa
mortalidade mesmo em altas concentracdes (Fernandes
1991). Provavelmente, diferencas bioquimicas e
imunologicas entre H. tenuis e N. coxipoensis interferiram

Tabela 1. Doses infectivas de M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum para N. coxipoensis determinadas

em camara de Neiibauer (conidios/ml).

Tempo de contato

M. anisopliae var. acridum (PLg3)

M. anisopliae var. acridum (CG291)

(min.) n % acumulado n % acumulado
3 0,5x 10° 3,1 1,4x10° 7.8
6 2,6 x 10° 16,2 92x10° 51,1
9 5,0x 10° 31,2 1,5x 10° 83,3
12 6,0 x 10° 37,5 1,1 x10° 61,1
15 1,6 x 107 100,0 1,8 x 10° 100,0

Equagio Y =3,48x10°x1,.29"

Y=1,68x10°x1,91"
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Figura 1. Percentual de mortalidade acumulada de N. coxipoensis inoculados com M. anisopliae var. anisopliae (PL,,) segundo
a dose utilizada (A = 0,5 x 10° e B = 1,6 x 107) e tempo de avalia¢o (dias).

no desenvolvimento da doenga, e conseqiientemente na
patogenicidade do fungo (Traniello et al. 2002). Por outro
lado Malagodi & Veiga (1994) obtiveram 100% de
mortalidade de Nasutitermes sp. utilizando o fungo em altas
concentragdes (1x10° e 1x10'° conidios/ml). Taxa menor de
mortalidade (20,5 e 34%) foi observada na concentragdo
1 x 107 conidios/ml, pelos mesmos autores.

A mortalidade acumulada (Fig. 1) atingiu 100% no
terceiro dia na dose B (1,6 x 107) e no quarto dia na dose A
(0,5 x 10°). Resultados semelhantes foram obtidos por Milner
et al. (1998) quando avaliaram a mortalidade de V. existiosus
com M. anisopliae. Todavia, esses resultados podem ter sido
influenciados pelo método de inoculacao utilizado, que
consistiu no contato entre cupins tratados diretamente com
o fungo e, logo apds, associacdo desses insetos a cupins ndo
tratados, a fim de que ocorresse o grooming, tipo de limpeza
realizada por esses animais, que facilita a disseminagao dos
conidios na populagao testada. Esses resultados indicam que
o método de inoculag@o por contato direto ¢ bastante eficiente
para o desenvolvimento e evolugdo da doenga.

Bioensaios com M. anisopliae var. acridum Sobre o Cupim
N. coxipoensis. O percentual acumulado de mortalidade dos
insetos causado por M. anisopliae var. acridum, para cada
avaliacdo no periodo de 1 a 10 dias, foi discreto (31,0%) na
testemunha, representando a mortalidade natural (Fig. 2).
Entre as doses testadas, o maior percentual de mortalidade
foi registrado quando se utilizou a dose mais elevada (1,8 x
10¢ conidios/ml), exceto na avaliagdo do primeiro dia que
apresentou percentuais bastante aproximados (18 e 17,7%),
para as doses 1,4 x 10° ¢ 1,8 x 10° conidios/ml,
respectivamente. Destaca-se 99,7% de mortalidade até o 6°
dia e 100% até o 8°, quando foi utilizada a dose de 1,8 x 10°
conidios/ml. Para a dose 1,4 x 10° conidios/ml, 100% de

mortalidade ocorreu no 10° dia de avaliagao.

Comparando-se a mortalidade acumulada de N.
coxipoensis inoculada com M. anisopliae (Fig. 1) com a
mortalidade acumulada causada por M. anisopliae var.
acridum (Fig. 2), verifica-se que o segundo fungo foi
patogénico para N. coxipoensis, porém menos virulento,
provocando a mortalidade em tempo mais prolongado. Outro
fator a ser observado sdo as doses determinadas pelo método
de inoculagdo por contato direto, cujos valores demonstram
que M. anisopliae teve maior adesdo ao tegumento dos
insetos do que M. anisopliae var. acridum. Segundo Alves
(1998), para alguns fungos a adesdo dos conidios ao
tegumento apresenta-se como processo simples, mas, para
outros, esse fenomeno s6 pode ser explicado através de
intera¢des moleculares entre o patogeno e a superficie do
hospedeiro. Processos enzimaticos também estdo
correlacionados com a agressividade de certos fungos para
determinados hospedeiros, entretanto, a morte do inseto ¢
ocasionada por uma série complexa de eventos, o que
dificulta o estudo dessa correlagdo.

A analise dos resultados do experimento de M anisopliae
var. acridum demonstrou a patogenicidade sobre N.
coxipoensis, tendo ocorrido a mortalidade de 100% dos insetos
apos o0 6° e o 10° dias para as doses A e B, respectivamente.
Trabalhos especificos sobre a patogenicidade de M. anisopliae
var. acridum sobre N. coxipoensis ndo foram localizados na
literatura. Os resultados obtidos demonstraram que M.
anisopliae var. acridum apresenta potencial para ser
empregado no controle bioldgico desses cupins.

Producio de Conidios de M. anisopliae var. anisopliae e
M. anisopliae var. acridum Sobre N. coxipoensis. A Tabela
2 mostra os resultados da esporulacdo de M. anisopliae var.
anisopliae sobre cadaveres de N. coxipoensis nos diferentes
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Figura 2. Percentual de mortalidade acumulada de N. coxipoensis inoculados com M. anisopliae var. acridum (CG-291) segundo
a dose utilizada (A = 1,4 x 10° e B = 1,8 x 10°) e tempo de avalia¢do (dias).

tratamentos. O valor médio e a mediana foram mais elevados
na dose B do que na dose A. O teste t-Student revelou
diferenca significativa entre as duas doses testadas, em
relagdo ao logaritmo do nlimero médio de conidios (P <0,05).
As médias da produgdo de conidios de M. anisopliae
var. anisopliae sobre N. coxipoensis foram de 385 x 10*
e 550 x 10* conidios/ml, para as dose A e B, respectivamente
(Tabela 2) apresentando diferenca estatistica significativa,
indicando a dose B (1,6 x 10° conidios/ml) como a mais
eficiente para utilizagdo no controle desse cupim com essa
variedade de fungo. O mesmo ndo ocorreu com M. anisopliae
var. acridum, que ndo apresentou diferenca estatistica

significativa na producdo de conidios entre as doses testadas
(Tabela 3).

A esporulagdo de M. anisopliae sobre cadaveres de varios
insetos ¢ de grande interesse para as pesquisas sobre controle
biologico, porque esta diretamente relacionada a sobrevivéncia
do fungo sobre o inseto. Hanel (1982b), em experimentos
conduzidos sobre a esporulagdo de M. anisopliae sobre N.
exitiosus, também obteve 100% de mortalidade. O mesmo
ocorreu com Malagodi & Veiga (1994), quando estudaram a
esporulac@o de M. anisopliae e B. bassiana sobre Nasuitermes
sp., tendo obtido bons resultados.

O método por contato direto possibilitou maior adesdo

Tabela 2. Esporulagdo de M. anisopliae var. anisopliae (n° de conidios x 10*) sobre cadaveres de N. coxipoensis, segundo

a dose utilizada. (n = 10 repeticdes)

Estatisticas 0,5 x 10° (dose B) 1,6 x 107 (dose A) Valor de P"
Minimo 10,0 100,0
Maximo 1000,0 1000,0
Média 385,0 550,0 P=0,007?
Mediana 300,00 550,00
Desvio padrio 336,91 292,14
Erro padrao 196,54 92,38
Coecficiente de varia¢ao (%) 87,51 53,12

'Através do teste t-Student com variancias desiguais
*Diferenga significativa a 5%

O logaritmo dos dados originais foi utilizado para a aplicagdo do teste estatistico.
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Tabela 3. Produgdo de conidios de M. anisopliae var. acridum (x 10%) sobre N. coxipoensis, segundo as doses utilizadas.

(n = 10 repetigdes)

Estatisticas 1,4 x 10° (dose A) 1,8 x 10° (dose B) Valor de PV
Minimo 0,0 0,0

Maximo 235,0 135,0

Média 18,2 34,7 P=0,180?
Mediana 5,50 18,75

Desvio padrao 43,28 37,45

Erro padrao 13,69 11,84

Coeficiente de varia¢do 237,58 107,97

'Através do teste t-Student com variancias iguais
*Diferenca significativa a 5%

O logaritmo dos dados originais foi utilizado para a aplicagdo do teste estatistico.

de conidios do fungo no inseto, indicando um alto potencial
de ino6culo. Fatores diversos podem ter atuado na adesdo
dos esporos ao tegumento dos insetos, desde a textura e as
estruturas presentes (cerdas ou pélos) até diferengas genéticas
entre as linhagens fingicas utilizadas, relacionadas a
produgdo de enzimas e toxinas que interferem no processo
de instalagdo e desenvolvimento da doencga. Sun et al. (2002)
também avaliaram a esporulagdo de M. anisopliae e B.
bassiana sobre cadaveres de cupins C. formosanus e
verificaram que essa producao aumentou significativamente
apos o 11° dia.

A formagdo micelial em N. coxipoensis tratada com M.
anisopliae var. anisopliae foi observada entre 0 2° ¢ o 3°
dias. O micélio emergiu inicialmente em torno das pegas
bucais, proximo a base das antenas e no cérvix e, logo apos,
nas membranas intersegmentais ¢ ao redor das pernas. Para
M. anisopliae var. acridum, a formagao micelial foi verificada
no 5° dia apds a morte do inseto, indicando agdo mais lenta
desse fungo quando comparado com M. anisopliae var.
anisopliae. Sun et al. (2002) também verificaram a presenca
de micélio dois dias ap6s a morte dos insetos. Eventualmente
os cadaveres foram totalmente cobertos com micélio e
conidios entre oito ¢ dez dias ap6s a morte.

Estudos relacionados com a multiplicagdo de fungos
entomopatogénicos em insetos sao de grande importancia, pois
informam a capacidade de tais agentes biocontroladores em
aumentar o potencial de indculo no ambiente dos hospedeiros,
além de mostrarem a probabilidade da transmissao e
disseminagdo dos conidios nas populagdes de insetos.

O presente estudo mostrou que o método de inoculagdo
por contato direto dos insetos com a cultura fungica foi
eficiente, tendo ocasionado 100% de mortalidade nas doses
testadas, o que comprovou a patogenicidade e a viruléncia
de M. anisopliae var. anisopliae para N. coxipoensis,
enquanto que M. anisopliae var. acridum, apesar de sido
patogénico, mostrou-se menos virultento em condigdes de
laboratorio. A produg@o de conidios de M. anisopliae var.
anisopliae sobre os insetos mortos confirmou o potencial
desse fungo como biocontrolador, garantindo a manutengao
do indculo no ambiente por maior periodo de tempo.
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