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RESUMO

Uso de Metarhizium spp. na producédo de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar e seus
efeitos na planta, em pragas e doencas

Os fungos do género Metarhizium sdo entomopatogénicos e ainda apresentam relacfes
endofiticas e podem viver saprofiticamente no solo. A associagcdo desses microrganismos com
insetos é bem conhecida, mas as interagcdes diretas com as plantas ainda séo incipientes.
Objetivou-se com este estudo, determinar a capacidade de colonizacdo endofitica em raizes de
cana-de-agucar (Saccharum spp.) de M. robertsii, M. anisopliae e trés linhagens brasileiras
recém-descobertas, bem como revelar o potencial destes fungos como antagonistas a dois
fungos fitopatogénicos responsaveis pela podriddo-vermelha (Fusarium moniliforme e
Colletotrichum falcatum) e no controle de duas importantes pragas, a broca da cana-de-
acucar, Diatraea saccharalis e o nematoide-das-galhas, Meloidogyne javanica. Foram
utilizados 24 isolados de Metarhizium spp. nos experimentos de promocéo de crescimento de
plantas apos a inoculacdo em gemas de cana-de-acucar em condi¢des de casa-de-vegetacdo e
campo. O efeito da inoculacdo do fungo em mudas de cana-de-acucar foi investigado quanto a
mortalidade e reducdo no desenvolvimento de D. saccharalis e reducdo nas populagdes de M.
javanica. Experimentos de inibicdo in vitro em cultivo pareado foram conduzidos com o0s
fungos F. moniliforme e C. falcatum e Trichoderma harzianum. Além disto, foram realizados
testes qualitativos “in vitro” para avaliar a capacidade desses fungos em produzir B-1,3-
Glucanase e Sider6foros. A inoculacdo de Metarhizium de todas as espécies testadas
promoveu o crescimento de parte aérea, peso Umido e seco de raizes em relacdo ao controle
(dgua). Enquanto o tratamento de gemas rotineiramente usado na usina onde se realizou a
producdo de mudas pré-brotadas com aplicacdo do fungicida Comet® + o fertilizante
Biozyme TF resultou em pegamento de 32% e 59,6%, apenas com o0 uso de isolados de
Metarhizium spp. estes valores foram de até 50% e 86,4%, nos dois experimentos em campo,
respectivamente. As mortalidades observadas em lagartas de D. saccharalis que se
alimentaram das plantas inoculadas com isolados de Metarhizium spp. atingiram valores de
até 80%, sendo a mortalidade confirmada pela esporulacdo do fungo de até 55%. As lagartas
sobreviventes apresentaram menor peso do que aquelas do controle ndo tratado. A inoculagédo
de Metarhizium spp. em mudas de cana-de-agucar conferiu protecdo a M. javanica, resultando
em uma densidade de massa de ovos por grama de raiz nas mudas inoculadas com o fungo até
59,8% menor no primeiro experimento e 64,1% menor no segundo em relacdo as mudas sem
inoculacédo. Os ensaios de antagonismo mostraram que, todos os isolados de Metarhizium spp.
apresentaram alguma forma de inibicéo tanto para F. moniliforme como para C. falcatum. Dos
24 isolados testados, 20,8% produziram a enzima hidrolitica, B-1,3-glucanase, o que pode
estar associado a capacidade de inibicdo dos fungos fitopatogénicos. Constatou-se que 8
(33,3%) dos isolados produziram sideréforos e sugere que esses fungos apresentam
mecanismos de disponibilizacdo do ferro. O conhecimento gerado com este estudo podera
subsidiar novas estratégias de utilizacdo de Metarhizium spp. em campo na producéo de MPB
de cana-de-agucar.

Palavras-chave: Cana-de-acUcar; Metarhizium ; Promocao de crescimento, Antagonismo;
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ABSTRACT

Use of Metarhizium spp. in the production of pre-sprouted seedlings of sugarcane and its
effects on plant, pests and diseases

The fungi of the genus Metarhizium are entomopathogenic and still have endophytic
relations and can live in the soil as saprophytes. The association of these microorganisms with
insects is well known, but the direct interactions with the plants are still incipient. The
objective of this study was to determine the endophytic colonization capacity in sugarcane
roots (Saccharum spp.) of M. robertsii, M. anisopliae and three new Brazilian lineages and to
reveal the potential of these fungi as antagonists to two pathogenic fungi responsible for red
rot (Fusarium moniliforme and Colletotrichum falcatum) and in control of two major pests,
the sugarcane borer, Diatraea saccharalis and nematode, Meloidogyne javanica. Twenty four
isolates of Metarhizium spp. were used in plant growth promoting experiments after
inoculation in sugarcane plantings in greenhouse and field. The effect of fungal inoculation of
sugarcane seedlings was investigated on mortality and development of D. saccharalis, and
populations reduction of M. javanica. Inhibition experiments were conducted by in vitro co-
cultivation with the fungi F. moniliforme and C. falcatum and Trichoderma harzianum.
Moreover, qualitative tests were carried out "in vitro™ for evaluating the capacity of fungi to
produce beta-1,3-glucanase and Siderophores. The inoculation of Metarhizium of all species
tested promoted the shoot growth, wet and dry root weight compared to control (water).
While chemical treatment of seedlings routinely used in sugarcane mills with fungicide
application COMET® and fertilizer (Biozyme TF) resulted in 32% and 59.6% efficacy, only
with the use of Metarhizium spp. these values were 50% and 86.4%, in both experiments in
the field, respectively. Mortalities observed in caterpillars of D. saccharalis that fed the plants
inoculated with isolates of Metarhizium spp. reached values of 80%, with the rate of
confirmed mortality up to 55%. Caterpillars survivors had lower weight than the untreated
control. The inoculation of Metarhizium spp. in sugarcane seedlings conferred protection to
M. javanica, resulting in density of egg mass per gram of root in seedlings inoculated with the
fungus 59.8% lower in the first experiment and 64.1% lower in the second compared to the
seedlings without inoculation. Antagonism assays showed that all isolates of Metarhizium
spp. had somehow inhibiting both F. moniliforme and C. falcatum. Among the 24 isolates
tested, 20.8% produced the hydrolytic enzyme beta-1,3-glucanase, which may be associated
with the ability of inhibiting the phytopathogenic fungi. It was found that eight (33.3%)
isolates produced siderophores and suggests that these fungi have iron delivery mechanisms.
The knowledge generated by this study may help new strategies for use of Metarhizium
spp.on field to produces sugarcane seedlings.

Keywords: Sugar cane; Metarhizium; Growth promotion; Antagonism;
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar apresenta grande importancia econdmica no Brasil devido a
producdo de acUcar, utilizado para consumo interno e exportacao, e também pela producéo de
etanol, que é uma alternativa aos combustiveis derivados do petroleo (MARTINS, 2004).
Estima-se que a producdo brasileira da safra 2015/2016 tenha um incremento de 4,5% em
relagdo a safra anterior, sendo o estado de S&o Paulo detentor da metade da area de cana
plantada (4.648,2 mil ha) seguido por Goiads, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana,
Alagoas, Pernambuco e Mato Grosso (CONAB, 2015).

A adocdo do corte mecanizado na colheita da cana em substituicdo a queimada aliado
a expansdo continua da area plantada, tem favorecido um aumento nas populacGes de espécies
gue causam sérios prejuizos econdmicos. Dentre elas encontram-se Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera:
Curculionidae), o nematdide Meloidogyne javanica, entre outras. Os danos que essas pragas
causam podem ser considerados diretos por reduzirem a producdo e a qualidade da matéria-
prima e indiretos, como no caso de D. saccharalis, cuja abertura de galerias ocasionada pelas
lagartas favorece a penetracdo de microrganismos fitopatogénicos, especialmente dos fungos
Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme.

Metarhizium spp. (Hypocreales: Clavicipitaceae) destaca-se como um importante
agente utilizado para o controle de diversas espécies e sao abundantes nos solos de habitats
variados (ZIMERMANN, 2007; BEHIE; ZELISKO; BIDOCHKA, 2012). Recentemente foi
descoberta a associacdo endofitica deste fungo com muitas espécies de plantas (BEHIE;
ZELISKO; BIDOCHKA, 2012) tendo proporcionado beneficios no seu crescimento (SASAN;
BIDOCHKA, 2012), na aquisicdo de nutrientes (BEHIE; ZELISKO; BIDOCHKA, 2012
BEHIE; BIDOCHKA, 2014; FANG; ST. LEGER, 2010), protecdo contra fitopatdgenos
(KEYSER; JENSEN; MEYLING, 2015; SASAN; BIDOCHKA, 2013), herbivoria (BATTA,
2013; KEYSER; THORUP-KRISTENSEN; MEYLING, 2014; PARSA; ORTIZ,VEGA,
2013) e stress abidtico (KHAN, 2012).

Sete espécies que pertencem ao complexo M. anisopliae foram identificadas no Brasil,
utilizando a regiao 5°-TEF (Translation Elongation Factor), sendo elas M. pingshaense, M.
anisopliae s.s., M. robertsii e M. brunneum, M. lepidiotae, M. acridum e M. majus (LOPES et
al., 2013a, LOPES et al., 2013b, LOPES et al., 2014; REZENDE et al., 2015; ROCHA et al.,
2013; ZANARDO, 2015). M. pemphigi (=M. flavoviride var. pemphigi), M. rileyi e M.
brasiliense também ocorrem no Brasil (KEPLER et al., 2014; ROCHA et al., 2013). Quatro

outras novas linhagens foram identificadas no Brasil isoladas de amostras de solo e rizosfera e
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por ndo terem sido caracterizadas taxonomicamente foram referidas como Metarhizium sp.
indet. 1 (grupo irmdo de M. anisopliae) (LOPES et al., 2014; ROCHA et al., 2013;
REZENDE et al., 2015; ZANARDO, 2015), Metarhizium sp. indet. 2 (REZENDE et al.,
2015) e Metarhizium sp. indet. 3 (ZANARDO, 2015) provavelmente relacionadas ao clado
MGT e por fim, Metarhizium sp. indet. 4 (REZENDE, 2014), uma espécie mais basal.

Estudos sobre a colonizagéo e persisténcia de Metarhizium spp., especialmente dessas
novas linhagens, em culturas de grande importancia como a cana-de-agucar ainda ndo foram
realizados. Também ndo € conhecido o potencial destes fungos no antagonismo a fungos
causadores de doencas e os efeitos em pragas. A aplicacdo de Metarhizium via solo é mais
uma estratégia promissora para contribuir para uma agricultura mais sustentavel.

Desta forma, objetivou-se com este estudo determinar a capacidade de colonizagédo
endofitica de diferentes espécies de Metarhizium spp. em raizes de cana-de-agucar (S.
oficinarum) bem como seu potencial como antagonista a dois fungos fitopatogénicos
(Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum) e para o controle de duas importantes
pragas como a broca da cana-de-acucar, D. saccharalis e 0 nematoide Meloidogyne javanica.

Outros objetivos como a elucidacdo dos mecanismos deste fungo para o
controle de fitopatdgenos, como por exemplo, por meio da producgdo de enzimas hidroliticas e
das estratégias de que o mesmo usa conferindo efeitos probidticos também foram estudados
de modo a melhor compreender estes mecanismos ainda ndo estudados para isolados
brasileiros. O conhecimento gerado com este estudo podera subsidiar novas estratégias de
aplicacdo de Metarhizium spp., na cultura da cana, trazendo beneficios para a planta tanto em
relacdo ao seu crescimento e desenvolvimento, como para a repeléncia de aos insetos

associados a ela.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-acgucar no Brasil: Importancia e associa¢cdo com pragas e doencas

A cana-de-aclcar pertence a familia Poaceae e ao género Saccharum spp. E uma
planta tipo C4, monocotileddnea de ciclo perene e propria de climas tropicais e subtropicais
(FERRARI, 2010). O tempo de desenvolvimento ap6s o plantio pode ser de 12 (cana de ano)
e 18 meses (cana de ano e meio), sendo denominada de “cana-planta” para a cana de primeiro
corte. ApOs 0 primeiro corte, passa a ser denominada “cana-soca”, com cortes anuais por
cinco anos em media (ALFONSI et al., 1987).

No Brasil, a cana-de-agUcar apresenta grande importancia econdmica, pois, além de o
pais ser 0 maior produtor também é o primeiro do mundo na producdo de aclcar e etanol e
conquista, cada vez mais, o mercado externo com o uso do biocombustivel como alternativa
energética. Responsavel por mais da metade do agucar comercializado no mundo, o Pais deve
alcancar taxa média de aumento da producgdo de 3,25%, até 2018/19, e colher 47,34 milhGes
de toneladas do produto, o que corresponde a um acréscimo de 14,6 milhGes de toneladas em
relacdo ao periodo 2007/2008. Para as exportacdes, 0 volume previsto para 2019 ¢é de 32,6
milhGes de toneladas (MAPA, 2015). O estado de Sdo Paulo é detentor da metade da area de
cana plantada (4.648,2 mil ha) no pais seguido por Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Parand, Alagoas, Pernambuco e Mato Grosso (CONAB, 2015).

A politica nacional para a produgdo da cana-de-acUcar se orienta na expansdo
sustentavel da cultura, com base em critérios econdmicos, ambientais e sociais (MAPA,
2015). Neste sentindo, o Decreto-Lei Estadual n® 42.056/9, que dispde sobre a proibicdo da
gueimada na colheita e da adogdo do corte mecanizado, vem trazendo beneficios como a
melhoria da qualidade agroindustrial da cana como, menor custo de cultivo, melhoria da
absorcdo de agua, além das questbes ambientais pela conservacdo do solo que contribuem
para aumento sustentavel da produtividade e questdes de saude das popula¢bes proximas a
areas de canaviais (LEAL et al., 2008). Por outro lado, pragas antes consideradas de
importancia secundaria tiveram um aumento significativo nas suas populacdes apds estas
mudancas (DINARDO-MIRANDA; FERREIRA, 2004).

O agroecossistema formado pela cultura da cana-de-agUcar abriga numerosas espécies
que podem ocasionar sérios prejuizos econémicos. Dentre as principais pragas desta cultura
podemos citar: complexo de cigarrinhas (Hemiptera: Cercopidae) incluindo Mahanarva
fimbriolata (Stal, 1854) e M. posticata (Stal, 1855), Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
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(Lepidoptera: Crambidae), Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae),
Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera: Curculionidae), Migdolus fryanus
(Westwood, 1863) (Coleoptera: Cerambycidae), complexo de cupins (Ordem Isoptera) dos
géneros Syntermes spp., Nasutitermes sp., Neocapritermes sp. e Heterotermes sp., formigas
cortadeiras como por exemplo Atta laevigata (Fr. Smith, 1858) (Hymenoptera: Formicidae) e
nematdides (Meloidogyne javanica e M. incognita).

Diatraea saccharalis € uma das mais importantes pragas da cana-de-agucar no Brasil e
esta distribuida em todas as regides canavieiras do pais (DINARDO-MIRANDA, 2008). Seu
ciclo bioldgico dura em torno de dois meses, existindo potencial de quatro a cinco geracGes
anuais, dependendo das condicBes climaticas (GALLO et al., 2002). Logo apds a eclosdo, as
lagartas se alimentam do parénquima foliar, no interior da bainha da folha, e apds a primeira
ecdise, penetram na parte mais mole do colmo, perfurando-o e abrindo galerias de baixo para
cima. Nessas galerias permanecem durante a fase de pupa e quando os adultos emergem
buscam novos lugares para oviposic&o.

O dano provocado pelas lagartas pode ser considerado direto, pela abertura de galerias,
que levam a morte dos perfilhos e em plantas jovens, secamento dos ponteiros, que €
popularmente conhecido como “coragdo morto” e danos indiretos quando os orificios
favorecem a penetragdo de microrganismos fitopatogénicos no interior do colmo,
especialmente dos fungos Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme que causam a
“podriddo vermelha do colmo”, reduzindo o teor de agucar nos colmos devido a inverséo da
sacarose armazenada na planta e contaminam o caldo que dificulta o processo de fermentacéo
(BOTELHO; MACEDO, 2002; DINARDO-MIRANDA, 2008).

O nematoide M. javanica esta associado ao sistema radicular das plantas de cana-de-
acucar. No local onde penetra e comeca a se alimentar, ocorre a formacéo de celulas gigantes,
ou seja, aumento de tamanho (hipertrofia) e multiplicagdo de celulas (hiperplasia) que sdo as
conhecidas galhas de variados tamanhos. O sistema radicular torna-se, entdo, ineficiente na
absorcdo de agua e nutrientes, afetando o desenvolvimento e a producdo da cultura. Plantas
atacadas por nematoides se tornam, geralmente, mais predispostas ao ataque de outras pragas
e doengas (ABAWI; CHEN, 1998). No Brasil, 0s prejuizos por esta praga sdo da ordem de 20
a 30 % de reducéo da producdo (DINARDO-MIRANDA, 2005).

2.2 Ocorréncia de espécies de Metarhizium no Brasil
De grande importéncia no Brasil e no mundo, o género Metarhizium (Hypocreales:

Clavicipitaceae) destaca-se como um importante agente para o controle de pragas, ocorrendo
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naturalmente em mais de 300 espécies de insetos, pode ser encontrado em solos de habitats
variados do mundo inteiro (ZIMMERMANN, 2007) e recentemente foi descoberta sua
associacdo endofitica com muitas espécies de plantas (BEHIE; ZELISKO; BIDOCHKA,
2012).

O complexo M. anisopliae é composto por nove espécies que foram identificadas e
caracterizadas com base em técnicas moleculares e uso combinado de genes que oferecem um
suporte robusto e confiavel. Bischoff, Rehner e Humber (2009) descreveram duas novas
espécies (M. globosum e M. robertsii), trés variedades foram elevadas ao nivel de espécie (M.
majus, M. lepidiotae e M. acridum), o nome M. brunneum foi reconsiderado como especie e
M. guizhouense foi reconhecido como a fase anamorfica de Metacordyceps taii. Além disso,
dois clados foram reconhecidos, PARB formado pelas espécies M. pingshaense, M.
anisopliae, M. robertsii e M. brunneum e MGT referido assim por representar M. majus e M.
guizhouense (= M. taii).

Sete espécies deste complexo ja foram identificadas no Brasil, utilizando a regido 5’-
TEF (Translation Elongation Factor), sendo elas M. pingshaense, M. anisopliae s.s., M.
robertsii € M. brunneum pertencentes ao clado PARB e também, M. lepidiotae, M. acridum e
M. majus (LOPES et al., 2013a, LOPES et al., 2013b, LOPES et al., 2014; REZENDE et al.,
2015; ROCHA et al., 2013; ZANARDO, 2015). M. pemphigi (=M. flavoviride var. pemphigi),
M. rileyi e M. brasiliense também ocorrem no Brasil (KEPLER et al., 2014; ROCHA et al.,
2013). Quatro outras novas linhagens foram reconhecidas em solo e rizosfera brasileira e por
ndo terem sido caracterizadas taxonomicamente foram referidas como Metarhizium sp. indet.
1 (grupo irmédo de M. anisopliae) (LOPES et al., 2014; ROCHA et al., 2013; REZENDE et
al.,, 2015; ZANARDO, 2015), Metarhizium sp. indet. 2 (REZENDE et al., 2015) e
Metarhizium sp. indet. 3 (ZANARDO, 2015) provavelmente designadas no clado MGT e por
fim, Metarhizium sp. indet. 4 (REZENDE, 2014).

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, 1883 é a espécie com maior nimero de
registros de produtos no MAPA e disparadamente é o fungo entomopatogénico mais
comercializado pelas empresas brasileiras e produzido em grande escala por usinas de cana-
de-agUcar, utilizando arroz parboilizado (ALVES, 1998), para controle do complexo de
cigarrinhas (Hemiptera: Cercopidae) incluindo Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) e M.
posticata (Stal, 1855) em cana-de-acucar e M. fimbriolata, Deois flavopicta (Stal, 1854) e
Notozulia entreriana (Berg, 1879) em pastagem (ALVES et al., 2008). Esse fungo tem
proporcionado niveis eficientes no controle de cigarrinhas estimando-se que sua aplica¢do

anual tenha ultrapassado 2 milhGes de hectares na cultura da cana-de-agucar em 2011
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(BETTIOL, 2011). Este fungo também tem sido estudado para o controle de insetos vetores
de doencas em humanos por alguns grupos de pesquisa (MNYONE et al., 2009).

Apesar da ampla utilizacdo de M. anisopliae para o controle de cigarrinhas, pouco se
conhece sobre 0os mecanismos de colonizacdo endofitica desta e de outras espécies do género
bem como seus efeitos na persisténcia e promocdo de crescimento em plantas de grande

importancia como a cana-de-agucar.

2.3 Interacgdes de Metarhizium spp. com solo, inseto e rizosfera

Propéagulos do fungo Metarhizium sp. sdo encontrados em todo o mundo, desde o
artico até as regides tropicais, atingindo até 10° conidios por grama de solo (BEHIE;
BIDOCHKA, 2014). Bidochka et al. (1998) sugerem que, este fungo é mais abundante em
solo agricolas, entretanto, diversos grupos de pesquisa brasileiros recuperaram grandes
quantidades de isolados deste entomopatdgeno em éareas com vegetacao nativa (ROCHA et
al., 2013; ZANARDO, 2015).

Bidochka et al. (2001) revelaram em um estudo sobre estrutura genética de M.
anisopliae que, a genética populacional deste fungo esta mais relacionada com o tipo de
habitat do que com a patogenicidade e o hospedeiro. Pesquisas recentes também tém
demonstrado que M. anisopliae estd mais comumente associado com o ambiente do solo
(“below-ground”) do que com a parte aérea (“above-ground”) das plantas, infectando insetos
hospedeiros (MEYLING et al., 2011).

Hu e St. Leger, (2002) relataram que M. robertsii tem dois estilos de vida distintos
sendo um como patégeno de insetos e outro como habitante de solo mantendo relacGes
saprofiticas e vivendo na rizosfera das plantas de forma endofiticas. Estes autores mostraram
ainda que, o fungo esta amplamente distribuido no solo, mas exibe preferencialmente
associacOes com a rizosfera de plantas. Bruck (2005) também verificou que as populacGes de
Metarhizium spp. sdo maiores na regido da rizosfera. Em 2012, Behie e colaboradores
verificaram que Metarhizium sp. é capaz de translocar o nitrogénio proveniente do inseto
morto para a planta por meio de seu micélio que esta associado a raiz conferindo assim, uma
associacao tritrofica (BEHIE; ZELISKO; BIDOCHKA, 2012). Behie et al. (2014) e Behie e
Bidochka (2014) testaram a capacidade de cinco especies de Metarhizium sp. de transferir
nitrogénio derivado de insetos mortos para plantas. Os resultados indicaram que todas as
espécies estudadas foram capazes de transferir quantidades significativas de nitrogénio
derivado de insetos para as plantas. Além disso, a associacdo do fungo com as plantas

proporcionou um aumento na sua produtividade.
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A adesdo de M. robertsii ao inseto e a plantas esta relacionada a expressdo de duas
proteinas, MAD1 (Metarhizium Adhesin-protein 1) e MAD 2 (Metarhizium Adhesin-protein
2), que foram identificadas por inducédo de expressdo na hemolinfa de insetos e no exsudato
de plantas, respectivamente (WANG; ST. LEGER, 2007). Pava-Ripoll et al. (2011) quando
estudaram a expressdo diferencial de genes de M. anisopliae na presenca de exsudatos de
raizes de plantas de feijao em relacdo a isolados de fungos especialistas como M. acridum
observaram que, MAD 2 presente em M. anisopliae é responsavel por mediar a adesdo do
fungo na superficie de plantas, demonstrando que este possui genes relacionados a
competéncia com a rizosfera induzidos pelos exudatos da mesma.

Gao et al. (2011), sequenciaram o genoma de M. robertsii entomopatégeno com um
amplo espectro de hospedeiros e M. acridum, especifico a gafanhotos. A estrutura do genoma
das duas espécies foram altamente sinténicas e analises filogenémicas sugeriram que elas
divergiram cerca de 33-43 milhdes de anos atras, sendo mais proximas filogeneticamente de
fungos endofiticos como Epichloe festucae e de fitopatdgenos como Fusarium graminearum
do que de patégenos de animais como Aspergillus fumigatus e Candida albicans. Esses
autores sugerem que, Metarhizium estava adaptado as plantas quando passaram a infectar
insetos.

Desta forma, os estudos realizados mostram com clareza que Metarhizium sp. é mais
do que apenas um fungo entomopatogénico, mas também esta envolvido em outras formas de

propagacdo como por exemplo na interacédo com plantas.

2.4 Metarhizium spp. e plantas: capacidade endofitica, promocédo de crescimento e
antagonismo

Durante muitos anos Metarhizium spp. foi utilizado como entomopatdgeno, porém
estudos recentes tem se voltado para a exploracdo da ecologia deste fungo em solos e plantas.
Sasan e Bidochka (2012) utilizaram microscopia (confocal) para elucidar a colonizacao
endofitica de M. robertsii em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) e um tipo de graminea
(Panicum virgatum) e como resultado demonstraram que, o fungo colonizou endofiticamente
as raizes das plantas, além de ter promovido o crescimento das raizes, quando comparado as
plantas ndo tratadas com o fungo.

Em soja (Glycine max), plantas que receberam o fungo M. anisopliae apresentaram
brotos mais altos, maior peso de biomassa fresca e seca, maiores contetdos de clorofila e taxa
de transpiragdo fotossintética em suas folhas e além disso, esta associa¢do também auxiliou na

diminuicdo do stress salino sofrido pelas plantas (KHAN, 2012). M. anisopliae colonizou
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internamente plantas de canola (Brassica napus) e causou mortalidade de larvas de Plutella
xylostella (BATTA, 2013). De acordo com Liao et al. (2013), aléem de protecdo contra as
pragas, fungos do género Metarhizium sdo capazes de impulsionar o crescimento da planta
provendo nutrientes, nitrogénio e resisténcia crescente para a mesma. A promocao de
crescimento de plantas proporcionada por este fungo também foi relatada em culturas de
tomate (Solanum lycopersicum) (ELENA et al., 2011) e milho (Zea mays) (LIAO et al.,
2014).

Outro aspecto interessante e recentemente apontado em relacdo a ecologia de
Metarhizium spp. foi sua capacidade antagbnica a fitopatdgenos. Um estudo realizado com M.
robertsii e o fitopatégeno, Fusarium solani, causador da podriddo da raiz do feijao
demonstrou a formacdo de uma pequena zona de inibicdo quando ambos os fungos foram
cultivados “in vitro” (SASAN; BIDOCHKA, 2013). Keyser et al. (2014) estudou o
antagonismo de M. brunneum, M. robertsii e M. flavoviridae ao fitopatdgeno Fusarium
culmorum e observou a formacédo de diferentes tamanhos de zonas de inibi¢do. Esses estudos
reforcam o fato de que Metarhizium sp. também apresenta capacidade antagonista.

Estudos que visam compreender 0s mecanismos de colonizacdo e persisténcia de
Metarhizium spp. em plantas, capacidade de antagonismos com importantes fungos
causadores de doencas assim como entender a relacdo fungo-planta-inseto ainda séo
incipientes no Brasil e se mostram promissores diante do crescente interesse na agricultura

sustentavel.

2.5 Mecanismos de controle a fitopatégenos e promocdo de crescimento mediados por
microrganismos

A capacidade de microrganismos em promover crescimento de plantas e controlar
fungos fitopatogénicos podeestar associada a producdo de diversos compostos responsaveis
por essas caracteristicas. Dentre 0s mecanismos de antagonismo relacionados ao controle
bioldgico de fitopatdgenos esta a producdo de enzimas liticas, como a [3-1,3-Glucanase que
tem a habilidade de degradar a 3-1,3-Glucana, componente da parede celular dos fungos,
assim como a quitina (KAVINO et al., 2010).

Sideréforos sdo peptideos com altissima afinidade por ferro, produzidos por
microrganismos presentes na rizosfera. A producdo destes metabdlitos € induzida em
condicdes de baixas concentragcOes de ferro para sequestrar este elemento do ambiente externo
ou do hospedeiro. A secrecdo dos sideroforos auxilia no crescimento da planta pelo aumento

na disponibilidade de ferro proximo a raiz ou inibicdo da colonizacdo de raizes de outras
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plantas. A producdo de sideroforos também pode suprimir organismos deletérios pela
diminuicdo da disponibilidade de ferro (NEILANDS; LEONG, 1986). Além de atuarem na
competicdo com outros organismos, essas substancias também estao relacionadas a promocéo
de crescimento em plantas (AHMAD et al., 2008).

A maioria dos trabalhos sobre a produgéo destes e outros compostos para promocao de
crescimento e antagonismo séo realizados com rizobactérias e leveduras, porém espécies do
fungo Trichoderma também tem sido alvo de estudos em relacdo ao controle bioldgico de
doencas e promocdo de crescimento, sendo mundialmente conhecidos seus beneficios e
utilizagdo na agricultura (KHAN et al., 2011)

Estudos sobre a producdo destes compostos por fungos entomopatogénicos séo
importantes do ponto de vista de tentar explicar os mecanismos associados a capacidade de
promocao de crescimento e antagonismo a fitopatdgenos.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi determinar a colonizacéo endofitica de
raizes e o potencial de diferentes espécies de Metarhizium spp. como antagonista de pragas e
fitopatdgenos e promotor de crescimento de cana-de-agucar (S. oficinarum L). Os objetivos
especificos foram:

-Verificar a capacidade de colonizacdo endofitica dos isolados de Metarhizium spp.
em plantas de cana-de-agucar.

-Selecionar isolados de Metarhizium spp. que tenham a melhor capacidade de
colonizar, se estabelecer e persistir nas plantas de cana-de-acucar que forem inoculadas com
0S Mesmos.

-Avaliar a promogéo de crescimento de plantas de cana inoculadas com Metarhizium
spp.

-Determinar se a coloniza¢do endofitica de cana-de-aglcar por Metarhizium spp.
resulta em repeléncia, alteragdes no desenvolvimento ou mortalidade a Diatraea saccharalis,
e Meloidogyne javanica

-Avaliar a capacidade antag6nica dos isolados de Metarhizium spp. aos fungos
Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme, causadores do complexo broca-podridao

vermelha na cultura da cana-de-acgucar.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Isolados de Metarhizium spp.

Vinte e quatro isolados do género Metarhizium da Colecdo de Entomopatdgenos
“Prof. Sérgio Batista Alves” do Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de Insetos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP (Tabela 1) foram utilizados nesta pesquisa. Foram escolhidos
isolados de M. robertsii que é a espécie de Metarhizium mais comum nos solos brasileiros,
isolados de M. anisopliae provenientes de insetos e de produtos comerciais, além de
representantes de espécies ainda ndo descritas. O isolado ESALQ-1306 de Trichoderma
harzianum foi utilizado para efeito de comparacdo, ja que este € amplamente utilizado
comercialmente em tratamento de sementes como probidtico para promogédo de crescimento e

no controle biolégico de doencas causadas por fungos fitopatogénicos.

Tabela 1 — Descricdo dos isolados do género Metarhizium spp. utilizados neste estudo

Cddigo do isolado Espécie Origem Local de coleta
ESALQ43 M. anisopliae Hemiptera: Cercopidae Fleixeiras del Estado - AL
ESALQ425 M. anisopliae Hemiptera: Cercopidae Iporanga-SP

ESALQ1037 M. anisopliae Formicidae: Solenopsis Porto Alegre-RS
ESALQ1426 M. robertsii Solo Londrina_PR
ESALQ1604 M. anisopliae Biotech G, Biotech ®, desconhecido
Biocontrol

ESALQ1608 Metarhizium sp. indet. 1 Solo Rio Verde-GO
ESALQ1610 M. anisopliae Solo Sinop-MT
ESALQ1614 M. anisopliae Solo Sinop_MT
ESALQ1615 M. anisopliae Solo Sinop_MT
ESALQ1616 M. anisopliae Solo Sinop_MT
ESALQ1617 M. anisopliae Solo Delmiro Gouveia-AL
ESALQ1618 M. robertsii Solo Bagé-RS
ESALQ1622 M. robertsii Solo Sinop-MT
ESALQ1629 M. robertsii Solo Sinop-MT
ESALQ1634 M. robertsii Solo Delmiro Gouveia-AL
ESALQ1635 M. robertsii Solo Delmiro Gouveia-AL
ESALQ1636 Metarhizium sp. indet. 2 Solo Sinop-MT
ESALQ1637 Metarhizium. sp. indet. Solo Rio Verde-GO

1
ESALQ1638 Metarhzium sp. indet. 1 Solo Rio Verde-GO
ESALQ1641 M. anisopliae Hemiptera: Cercopidae Boca da Mata-AL
ESALQ1660 Metarhizium sp. indet. 4 Solo Iracemapolis-SP
ESALQ1669 M. anisopliae Solo Iracemépolis-SP
ESALQ1684 Metarhizium sp. indet. 4 Rizosfera Iracemapolis-SP
ESALQ1739 Metarhizium sp. indet. 1 Rizosfera Iracemapolis-SP

3.2 Ensaio de promocéo de crescimento em casa-de-vegetacao

Isolados de Metarhizium spp. (Tabela 1) foram repicados em placas de Petri (9 cm de

diametro) contendo 20 ml de meio de cultura Batata Dextrose e Agar - BDA (Difco®, USA) e

espalhados com auxilio de uma al¢a de Drigalsky para obtencdo das colonias puras. As placas
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foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D. (Biologial Oxigen Demand) por 7 dias,
a 26 = 1°C e 14 horas de fotofase. Apos esse periodo, foi feita a raspagem do fungo
esporulado nas placas e as suspensdes de conidios preparada utilizando agua destilada esteril
com 0,05% de espalhante adesivo (Tween® 80). A contagem de conidios em camara de
Neubauer foi realizada a partir da diluicdo da suspensdo original, de cada um dos vinte e
quatro isolados, para a padronizacdo da suspensdo na concentracdo de 1x10° conidios/mL.
Uma aliquota da suspensdo original foi retirada para verificar a viabilidade dos conidios. Para
isso, 150 pL das suspensdes fungicas foram inoculadas em placas de Petri tipo Rodac™ (60 x
10mm; Falcon) contendo 5 mL de meio de cultura B.D.A. (Difco®) com antibiético
Pentabidtico (5 mg/L) e 10 uL/L do fungicida Derosal®, cobrindo os quatro quadrantes
centrais. As placas permaneceram abertas no fluxo laminar até a evaporacdo da agua, que
ocorreu por volta de 10 minutos e posteriormente as mesmas foram fechadas e incubadas em
camara incubadora tipo B.O.D. (25 + 1°C, 14 horas de fotofase) por 24 horas. A anélise de
viabilidade foi efetuada pela contagem direta em microscépio de luz no aumento de 400x
focando no centro da placa e totalizou 200 conidios por placa. Os conidios que apresentavam
tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao seu didmetro foram considerados viaveis.
Né&o foram utilizadas suspens6es com viabilidades inferiores a 95%.

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo do Departamento de Entomologia
e Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP, utilizando
gemas de cana-de-acUcar da variedade SP80-1842, obtidos do Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC), Piracicaba/SP. Nesta etapa foram utilizados dois métodos para verificar
qual deles confere melhor colonizagdo do fungo e promocéo de crescimento, visto que nédo
existe metodologia descrita até 0 momento para inoculacdo de microrganismos em cana-de-

acucar.

3.2.1 Inoculacédo de Metarhizium spp. pelo método de aplicagdo de suspensdo direta no
solo

Para 0 método de inoculacdo por aplicagdo de suspensdo de Metarhizium spp.
diretamente no solo foi utilizada a metodologia adaptada de Lanza, Monteiro e Malheiros
(2004). Além dos 24 isolados de Metarhizium, foi utilizado como controle positivo o isolado
ESALQ-1306 de T. harzianum (apresenta acdo como inoculante para promog¢do de
crescimento e antagonismo a doenca) e 0 controle negativo que apresentou somente agua,
totalizando 26 tratamentos, cada um contendo 3 repeti¢cdes. Este ensaio foi repetido duas

vezes no tempo.



29

As gemas de cana-de-agUcar foram esterilizadas superficialmente antes da sua
utilizacdo, a fim de evitar contaminagdo por fungos ou bactérias. Estas foram imersas em agua
destilada esteril por 30 minutos, em uma solucéo de hipoclorito de sodio a 4% trés vezes por 5
minutos e em seguida, foram lavadas 3 vezes com agua destilada estéril. Para o plantio,
tubetes plasticos foram preenchidos com 80g de substrato (Topstrato HT - Vida Verde
Tecnologia em Substratos®) sem esterilizagdo, deixados em repouso por 3h para
estabilizacéo, e em seguida 1mL de uma suspensdo de 1x10® conidios/mL foi inoculada em
toda a superficie do mesmo. Em cada tubete foi plantada uma gema, permanecendo por 20
dias em casa-de-vegetacdo com entrada de ar forcada e resfriamento/umidificacdo tipo pad-
fan (Van der Hoeven - Estufas Agricolas) irrigados diariamente.

3.2.2 Inoculacéo de Metarhizium spp. pelo método de imerséo de gemas em suspensao

A conducdo do experimento de inoculacdo pelo método de imersdo de gemas em
suspensdo foi realizada conforme metodologia adaptada de Tefera e Vidal (2009).

As suspensfes fangicas foram preparadas conforme descrito no item 3.2 e consistiu
dos mesmos tratamentos e repeticdes descritos para o método de inoculacdo por aplicacdo
direta no solo. As gemas foram esterilizadas superficialmente conforme descrito
anteriormente, dispostas em um Becker de 500 mL e cobertas por 250 mL de suspensdo
(1x108 conidios/mL) dos seus respectivos tratamentos. Ap6s 30 minutos que as gemas ficaram
submersas na suspensdo, foram retiradas do recipiente e 0 excesso de agua foi retirado com
auxilio de papel absorvente. Foram entdo, colocadas nos tubetes (1 gema/tubete) contendo
80g de substrato (Topstrato HT - Vida Verde Tecnologia em Substratos®), sem esterilizag&o.

Os tubetes foram mantidos em casa-de-vegetacdo por 20 dias irrigados diariamente.

3.2.3 Avaliacéo da promogéo de crescimento de cana-de-agucar

As avaliagbes do tamanho da parte aérea (folhas e caule) e peso Umido e seco das
raizes das plantas foram realizadas ap6s 20 dias do plantio das gemas nos tubetes, para ambos
0s meétodos de inoculacdo do fungo.

Para a avaliacdo do tamanho da parte aérea foi utilizada a metodologia descrita por
Khan (2012) modificada. Para tanto, as plantas foram esticadas sob uma superficie plana de
madeira e 0 comprimento foi medido com o auxilio de uma régua milimetrada a partir da base
da gema até a ponta da maior folha da planta. O tamanho foi registrado em centimetros para
todas as repeticOes de cada tratamento.
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Plantas foram retiradas dos tubetes sendo o solo aderido as raizes removido para a
avaliagdo do peso Umido e seco. As raizes foram cortadas dos toletes com uma tesoura e 0
peso umido (mg) medido em balanca digital de precisdo. Para o pardmetro de peso seco, as
mesmas amostras foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio de 10x10 cm e
levados a estufa de secagem por 24 horas a 50°C. Apds este periodo, as raizes foram
novamente pesadas em balanca digital para a obtencéo do peso seco.

3.2.4 Avaliacdo da recuperacdo de Metarhizium spp. de tecidos da planta de cana-de-
acucar e avaliacdo do teor de clorofila

Nos ensaios para determinar a colonizacdo endofitica dos isolados de Metarhizium
spp. nos tecidos da planta e nos estudos sobre o efeito da inoculacdo do fungo no teor de
clorofila A, B e total das plantas foi utilizado somente 0 método de inoculacdo por aplicacédo

das suspensdes fungicas diretamente no solo.

3.2.4.1 Colonizacao e persisténcia de Metarhizium spp. em tecidos de plantas de cana-de-
acucar

Para os ensaios de verificacdo da colonizacéo endofitica e persisténcia de Metarhizium
spp. em mudas de cana-de-actcar foram utilizados 11 isolados sendo seis isolados de M.
anisopliae  (ESALQ43, ESALQ1604, ESALQ1610, ESALQ1615, ESALQ1617 e
ESALQ1669), um de M. robertsii (ESALQ1635), trés de Metarhizium sp. indet. 1
(ESALQ1637, ESALQ1638 e ESALQ1739) e um de Metarhizium sp. indet. 4 (ESALQ1784),
por terem apresentado bons resultados de crescimento da parte aérea (folhas e caule) e peso
imido e seco das raizes das plantas. Suspensdes de 1x10° conidios/mL + 0,05% Tween 80 de
cada um dos isolados selecionados foram inoculadas por aplicagdo direta no solo onde foram
colocadas as gemas. No tratamento controle foi adicionado somente agua e o isolado
ESALQ1306 de T. harzianum também foi utilizado como comparativo.

A metodologia de recuperagdo dos isolados a partir dos tecidos das plantas foi
realizada conforme Araujo et al. (2002) e Greenfield et al. (2015) com adaptagdes. Aos 30, 60
e 90 dias ap6s a inoculagdo e plantio das gemas, amostras de raiz, caule e folhas foram
retiradas das plantas e lavadas em agua corrente. Essas amostras foram cortadas em
fragmentos de aproximadamente 5 cm e esterilizadas superficialmente. Para isso, as partes
vegetais foram submersas em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio a 3% por 2
minutos para a folha e 4 minutos para caule e raiz, alcool 70% novamente por 30 segundos

para folha e 1 minuto para caule e raiz e por fim, em agua destilada estéril por 2 minutos. Trés
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fragmentos de cada uma das partes da planta (raiz, caule e folha) foram transferidos para
placas de Petri contendo 15mL de meio de cultura descrito por Behie, Jones e Bidochka
(2015), totalizando 5 placas para cada parte da planta e dia de avaliacdo. O meio de cultura foi
composto por batata (200g/L), dextrose (20g/l), agar (15g/L), Ciclohexamida (0,5g/L),
Cloranfenicol (0,2g/L), Dodine 65% (0,5¢/L), Cristal violeta (0,01g/L) e H,O deionizada
(1.000mL). As placas foram mantidas em B.O.D. a 25+2°C e 14 horas de fotofase por até 20
dias.

Apbs este periodo, colbnias de fungos entomopatogénicos de interesse foram
identificadas visualmente em nivel de género com base nos caracteres morfoldgicos
(coloracdo da colbnia) e, quando necessario, ldminas foram preparadas para confirmagdo em
microscopio optico. A porcentagem de recuperacdo (PR) foi calculada pelo numero de
fragmentos colonizados por fungo entomopatogénico (B. bassiana e Metarhizium spp.
analisado separadamente) dividido pelo ndmero total de fragmentos inoculados segundo
Arauljo et al. (2002).

3.2.4.2 Teor de clorofila em mudas de cana-de-agucar inoculadas com Metarhizium spp.

Para determinacdo do teor de clorofila A, B e total utilizou-se o medidor de clorofila
ClorofiLOG (Modelo CFL 1030 - Falker®) sendo adotado o método n&o destrutivo. O
ClorofiLOG® permite leituras instantaneas do teor relativo de clorofila na folha das plantas
amostradas e analisa trés faixas de frequéncia de luz na medicdo e, através de relacdes de
absorcdo de diferentes frequéncias, determina um indice de Clorofila (FALKER, 2008). A
inoculacdo de Metarhizium spp. nas gemas das plantas foi conduzida da mesma forma que a
descrita no item anterior (3.2.4.1) utilizando os mesmos isolados de Metarhizium sp., além do
controle positivo com o isolado ESALQ1306 de T. harzianum e o controle negativo somente
com agua.

As leituras foram realizadas na porcdo mediana da folha +1 (folha mais jovem que
estava totalmente expandida) de 10 plantas (repeticbes) por tratamento. As mesmas
plantas/repeticdes foram amostradas nos tempos designados (30, 60 e 90 dias) e, para isso, a
base do caule das plantas foi identificada com um pedaco de fita adesiva amarela, de modo a
amostrar sempre a mesma unidade e com o intuito de ver as diferencas nos niveis de clorofila

ao longo dos 90 dias de avaliagdes.
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3.3 Ensaio de promocéao de crescimento em campo

Os ensaios de promocgdo de crescimento de plantas em condigdes de campo foram
conduzidos na Usina Iracema (Grupo Sdo Martinho) em Iracemapolis/SP, utilizando a
variedade de cana-de-actcar SP80-3280.

Os isolados selecionados foram ESALQ1635 (M. robertsii), ESALQ1638
(Metarhizium sp. indet. 1) e ESALQ1669 (M. anisopliae) escolhidos dentre os melhores
isolados dentro de cada grupo de espécies de Metarhizium nos experimentos em casa-de-
vegetacgéo.

Além dos isolados de Metarhizium spp., foram utilizados o fungicida comercial
Comet® (BASF) (Methyl N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1 H-pyrazol-3-yloxymethyl] phenyl} (N-
methoxy) carbamate (Piraclostrobina) que atua como inibidor do transporte de elétrons nas
mitocéndrias das células dos fungos, inibindo a formacdo de ATP essencial nos processos
metabdlicos dos fungos, além de apresentar excelente acéo protetiva, devido a sua atuacdo na
inibicdo da germinacédo dos esporos, desenvolvimento e penetragdo dos tubos germinativos e
proporcionar maior atividade metabolica da planta, aumento da atividade da enzima nitrato
redutase, resultando em melhor sanidade da planta, e o Fertilizante Biozyme TF (Arysta
Lifescience), que contém em sua formulacdo macro e micro nutrientes combinados com
extratos vegetais hidrolisados, proporcionando rapido crescimento vegetativo, ajudando a

manter o equilibrio nutricional das plantas.

3.3.1 Plantio de gemas de cana-de-acUcar inoculadas com Metarhizium spp.

Neste experimento foram comparados nove tratamentos (Tabela 2). Foram utilizadas
1.000 gemas individualizadas de cana-de-acucar, produzidas pela Usina Iracema para plantio
pelo método de MPB (Muda pré-brotada), para cada um dos tratamentos e o experimento foi

repetido duas vezes no tempo.
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Tabela 2 — Tratamentos utilizados no experimento de promocéo de crescimento de cana-de-aglcar. Os
isolados de Metarhizium spp. foram pulverizados na concentragéo de 1x10° conidios/mL.
Tratamentos
T1: Comet® BASF + Biozyme TF- Arysta Lifescience — método utilizado
rotineiramente na usina
T2: ESALQ1669
T3: ESALQ1669 + (Comet® BASF + Biozyme TF- Arysta Lifescience).
T4: ESALQ1638
T5: ESALQ1638 + (Comet® BASF + Biozyme TF- Arysta Lifescience).
T6: ESALQ1638 + (Comet® BASF).
T7: ESALQ1635
T8: ESALQ1635 + (Comet® BASF + Biozyme TF- Arysta Lifescience).
Controle: Sem aplicacdo de produto quimico ou biolégico.

Os isolados foram produzidos em 5 kg de arroz parboilizado conforme metodologia
descrita por Alves (1998) que consiste na esterilizacdo do arroz em autoclave e inoculagéo de
suspensdo fungica com concentracdo conhecida. O arroz é incubado em B.O.D a 26°C por 7
dias até a esporulacdo do fungo nos graos . A concentracdo de conidios/g de arroz bem como
a porcentagem de conidios viaveis foi avaliada antes da utilizacdo no campo. Para a
preparacdo da calda a ser pulverizada em cada tratamento, 500g de arroz + fungo, de cada
isolado, foram lavados com &agua destilada para extrair os conidios do arroz e foram
misturados com espalhante adesivo Tween 80 USP (Oxiteno®) para homogeneizacdo da
suspensdo que apresentava a concentracdo de 1x10° conidios/mL. Em cada tratamento foi
preparado 2L de calda, suficiente para tratar as 1.000 gemas. Nos tratamentos onde se utilizou
Metarhizium spp. associado aos produtos quimicos Comet® e Biozyme TF, uma calda foi
preparada a partir da mistura dos dois produtos na concentracdo de 0,5% conforme bula de
aplicacdo dos fabricantes (0,5L de cada produto para 100L de calda).

Antes da aplicacdo dos tratamentos, as gemas passaram por tratamento térmico, que
consistiu na imersdo das mesmas em um tanque de 60 litros contendo agua a 52°C durante 30
minutos. Este tratamento € realizado rotineiramente na Usina Iracema como forma de
prevencdo a doencas e pragas. Apos o tratamento, uma telha galvanizada (4,90m X 1,13m) foi
coberta com substrato de torta de filtro proveniente do processo industrial da usina e as gemas
foram dispostas uma a uma sobre a mesma. Os tratamentos foram pulverizados sobre as

gemas com o auxilio de uma bomba costal (Figura 1).
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Figura 1 — Disposigdo das gemas nas telhas e pulverizagdo dos tratamentos com bomba costal.

3.3.2 Transplantio das mudas germinadas para tubetes

Apos 10 dias do plantio das gemas, as mudas que germinaram foram retiradas das
telhas, contadas e transplantadas para tubetes de 150 mL e dispostas em bandejas plésticas
com 54 tubetes cada na area aberta do setor de Qualidade Agricola da usina. O célculo da
porcentagem de germinacéo foi realizado para cada tratamento.

As mudas foram irrigadas diariamente durante um periodo de 75 dias até 0 momento
do plantio em campo. Durante este periodo, foram feitas avaliacGes:
- Porcentagem sobrevivéncia das mudas ap6s 15 dias do transplante para os tubetes;
- Crescimento de parte aérea (cm) ap6s 15 dias e 75 dias do transplante para os tubetes;

- Porcentagem de recuperacgdo de Metarhizium spp. dos tecidos aos 25 e 75 dias ap6s o plantio

3.3.3 Plantio das mudas de cana-de-acUcar dos tubetes para o campo

Apdbs 75 dias de crescimento das mudas, as mesmas foram retiradas dos tubetes e
separadas em caixas plasticas de acordo com os tratamentos designados e mencionados
anteriormente na Tabela 2. As mesmas foram plantadas em uma area da Usina Iracema
localizada no trecho entre Piracicaba/SP e Limeira/SP na Rodovia Dr. Laércio Corte Km 127.

O plantio das mudas do primeiro experimento ocorreu no més de junho/2015 e do
segundo experimento no més de novembro/2015 e ocorreu de forma manual, em um terreno
de 130m de comprimento x 20m de largura, dividido em 16 linhas de 130m cada. Cada linha
foi dividida em partes de 18m cada, sendo 15,5m para o plantio e 2,5m de corredor para
separacdo dos tratamentos. Nas linhas reservadas para plantio (15,5m) as mudas provenientes
de cada um dos tratamentos foram distribuidas aleatoriamente, de acordo com o ndmero final
de mudas obtido em cada tratamento. O espacamento entre as mudas que foi de no minimo 50

cm e no maximo 60 cm de distancia entre as mesmas. (Figuras 2).
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Figura 2 — Delineamento experimental do plantio de mudas de cana-de-agucar tratadas com
Metarhizium spp. e produtos quimicos ap6s 75 dias de crescimento em tubetes

O perfilhamento das mudas em campo foi avaliado aos 30, 60 e 90 dias ap6s o plantio
apenas para o primeiro experimento. Pretende-se dar continuidade na avaliacdo destas areas,
quantificando a producdo do canavial e outros indices de produtividade de acucares feitos

rotineiramente pela usina.

3.4 Bioensaios de patogenicidade e repeléncia de plantas inoculadas com Metarhizium

spp. a broca da cana e nematdide

Os efeitos de plantas colonizadas por Metarhizium spp. no desenvolvimento e
mortalidade da broca da cana-de-agucar Diatraea saccharalis e do nematoide Meloidogyne
javanica foram avaliados em bioensaios em laboratdrio.

O procedimento de inoculacdo dos isolados de Metarhizium sp. foi realizado conforme
descrito no item 3.2.1 pela aplicacdo de suspensdo no solo, utilizando gemas de cana-de-
acucar da variedade SP80-1842. Estas foram plantadas em copos descartaveis de 200 mL
contendo 200g de substrato (Topstrato HT) onde foram inoculados 2 mL de suspensdo (1x10°
conidios/mL) dos seus respectivos tratamentos. As plantas permaneceram em casa-de-
vegetacdo por um periodo de 30 a 90 dias para serem utilizadas nos bioensaios

posteriormente.
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3.4.1 Bioensaio com Diatraea saccharalis

Foram utilizados onze isolados de Metarhizium sp. relacionados no item 3.2.4.1.
Lagartas de D. saccharalis foram obtidas do Laboratério de Biologia de Insetos do
Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP, a partir de criacdo em dieta
artificial segundo metodologia descrita por Macedo et al (1983) e seguindo as técnicas de
assepsia e de criacdo de insetos descritas por Parra (1999). Foram selecionadas 5 lagartas de
3° instar para cada repeticdo totalizando cinco repeti¢fes e doze tratamentos (11 isolados de
Metarhizium e 1 controle com agua), totalizando 25 lagartas por tratamento. O experimento
foi realizado trés vezes no tempo.

As lagartas foram separadas em placas de Petri e acondicionadas em B.O.D. a 26°C+1
para aclimatacdo por 24 horas, sem alimentacdo. Apds esse periodo foram colocadas nas
plantas (30 dias apds a inoculagdo com isolados de Metarhizium spp. para o primeiro e
segundo experimento e 45 dias para o terceiro experimento), e confinadas em gaiolas de
plastico de polietileno. As gaiolas permaneceram em sala climatizada a 26 +1°C e 50% U.R
durante 20 dias, onde as lagartas permaneceram em contato e se alimentando das plantas
inoculadas com o fungo. Ao final deste periodo foram avaliados os seguintes parametros:
peso das lagartas e mortalidade em relagéo ao controle.

As lagartas mortas constadas no dia de avaliagdo foram retiradas das gaiolas,
esterilizadas superficialmente em solucdo de hipoclorito de sédio a 1% e colocadas em
camara Umida para permitir a esporulacdo do fungo sob os cadaveres, de modo a confirmar se

a mortalidade foi causada por Metarhizium sp. ou por outros agentes.

3.4.2 Bioensaio com Meloidogyne javanica

Foram utilizados os isolados ESALQ1635 (M. robertsii), ESALQ1638 (Metarhizium
sp. indet. 1) e ESALQ 1669 (M. anisopliae) além do controle com agua. Os nematdides foram
obtidos no Departamento de Fitopatologia e Nematologia da ESALQ/USP onde eram
mantidos em raizes de plantas de tomates, segundo a metodologia descrita por HUSSEY e
BARKER (1973). Os mesmos foram quantificados com o auxilio de uma lamina de Peters em
microscopio comum. O experimento foi conduzido em vasos de 250 ml contendo substrato
(Topstrato HT) e um muda de cana-de-acucar, sendo que no primeiro experimento as mudas
estavam com 30 dias e no segundo experimento com 50 dias pds-plantio e inoculagdo. Em
cada vaso foram transferidos 3.750 ovos dos nematoides. Foram realizadas cinco repeticoes
por tratamento e o ensaio foi repetido duas vezes no tempo.
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As plantas foram mantidas em B.O.D a 25°C+1 e irrigadas diariamente por 30 dias até
0 momento das avaliagdes. O experimento foi avaliado ao final deste periodo através da
contagem das massas de ovos dos nematoides extraidas das raizes pelos métodos de Jenkins
(1964) e Coolen e D’Herde (1972). O resultado foi obtido em niumero de massa de ovos/g de

raiz.

3.5 Experimentos de antagonismo de Metarhizium spp. aos fitopatdgenos Fusarium

moniliforme e Colletotrichum falcatum

Os ensaios da capacidade antagdnica de Metarhizium spp. a Fusarium moniliforme e
Colletotrichum falcatum foram realizados através do cultivo pareado dos microrganismos “in
vitro” em placas de Petri descartaveis de plastico 90 x 15mm com e sem divisdo (2
compartimentos) para avaliar a producdo de compostos antagonicos e sua dispersao no meio e
producdo de volateis. Também foi conduzido um estudo onde o cultivo dos microrganismos

foi realizado em meio liquido.

3.5.1 Antagonismo em cultivo pareado “in vitro”

O objetivo deste experimento foi observar a inibicdo do crescimento dos fitopatdgenos
causadores da doenca podriddo-vermelha em cana-de-acucar por diferentes isolados e
espécies de Metarhizium. Foram utilizados vinte e quatro isolados de Metarhizium spp.
(Tabela 1) também selecionados para os ensaios de promocao de crescimento em casa-de-
vegetacdo, com o intuito de comparar a capacidade de antagonismo com a capacidade de
promover o crescimento , associando a origem (solo, raiz e inseto) e a espécie do fungo. Cada
isolado constituiu de um tratamento com 5 repeti¢des, sendo a repeti¢do constituida por uma
placa de Petri. O experimento foi repetido trés vezes no tempo para os dois fitopatogenos
testados.

Em cada placa de Petri (90 x 15mm sem divisdo) contendo meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA Difco USA) acrescido de 0,5 g.L de antibidtico (Pentabi6tico
veterinario reforgado, Fort Dodge R Saude animal LTDA) foi inoculado um disco de micélio
com 0,7 cm de didmetro de cada isolado de Metarhizium sp. Apos 5 dias do crescimento de
Metarhizium spp. em camara climatizada do tipo B.O.D. a 26°C, um disco (0,7 cm) de um dos
fitopatogenos (F. moniliforme ou C. falcatum) foi inoculado na outra extremidade da placa,
segundo metodologia adaptada de Sasan e Bidochka (2013). Trichoderma harzianum foi

utilizado como controle positivo, sendo testado para os dois fitopatogenos. O
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desenvolvimento dos fungos (Metarhizium spp., F. moniliforme, C. falcatum e T. harzianum)
isoladamente foi também quantificado.

Apbs a inoculagdo dos fungos, as placas foram mantidas em BOD (26°C) por mais 10
dias para a observacdo do antagonismo. A avaliacdo do diametro das coldnias tanto dos
isolados de Metarhizium spp. como dos fitopatdgenos, foram realizada apds 5, 7 e 10 dias da
inoculacdo do fitopatdgenos. O calculo da porcentagem de inibicdo foi feito utilizando a
formula: % de Inibicdo = [(C-T)/C]x100, onde C é a medida do diametro dos controles
(cultivo isolado do fungo) e T a medida do didmetro dos fungos nos tratamentos (cultivo dos
fungos concomitante), de acordo com Sasan e Bidochka (2013). Uma avaliacdo categorica
para 0 antagonismo foi feita utilizando a escala descrita por Bell (1982) com adaptacOes
(Tabela 3).

Tabela 3 — Tipo de controle ou antagonismo por categoria. Adaptada de Bell (1982)

Categoria Controle/Antagonismo

Categoria A Sem nenhum controle, o fungo fitopatogénico cresce por cima do
Metarhizium (0);

Categoria B O fungo fitopatogénico cresce até o limite da colonia de Metarhizium,
mas nado por cima desta (+);

Categoria C Ha a formagdo do halo de inibigdo e este se mantém por todo o periodo
de incubacdo (++);

CategoriaD H& o retardo no desenvolvimento micelial do fitopatdgeno, mas no fim
do periodo de incubacdo o mesmo se desenvolve por cima de
Metarhizium (+/-);

Categoria E  Total controle, o fungo Metarhizium cresce por cima do fitopatdgeno

(X).

3.5.2 Avaliacéo do antagonismo por volateis

O objetivo deste experimento foi observar se o antagonismo é mediado pela presenca
de volateis liberados por Metarhizium spp. que possivelmente estariam envolvidos no controle
os fitopatdgenos sem contato entre 0S mesmos.

Foram selecionados onze isolados que apresentaram resultados positivos no
experimento anterior (item 3.5.1) sendo eles, ESALQ1604, ESALQ1610, ESALQ1614,
ESALQ1617 e ESALQ1669 de M. anisopliae, ESALQ1618, ESALQ1622, ESALQ1629 e
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ESALQ1635 de M. robertsii e ESALQ1660 e ESALQ1684 de Metarhizium sp. indet. 4. Cada
isolado constituiu de um tratamento sendo utilizado 5 repeti¢des sendo cada repeticdo uma
placa de Petri descartdvel de plastico 90 x 15mm com divisdo (2 compartimentos). O
experimento foi repetido trés vezes no tempo. A forma de inoculacéo dos isolados e avaliacdo
do didmetro das colbdnias foi realizada conforme descrito no item 3.5.1., porém neste
experimento foi observado se a presenca de Metarhizium no lado oposto da placa seria capaz

de inibir o crescimento das colénias dos fitopatdgenos.

3.5.3 Avaliacéo do antagonismo em meio liquido

Os tratamentos utilizados neste ensaio foram 0s mesmos que no item 3.5.2 e o objetivo
foi testar se o indculo de Metarhizium poderia inibir o crescimento das células ou esporos dos
fungos F. moniliforme e C. falcatum. Os isolados de Metarhizium spp. foram inoculados na
forma de um disco de crescimento ativo de 0,7 cm em Erlenmeyers contendo 50 mL de meio
liquido BD (Batata, 200g/L™" Dextrose 20g/L™") e mantidos em agitador (incubadora
refrigerada tipo Shaker - MARCONI®, Modelo: MA 830) a 25 +1°C, 220 rpm por 5 dias para
a obtencdo de 1x10’ blastosporos/mL™.

Em seguida, em um Erlenmeyer contendo 50 mL de meio liquido BD foram
adicionados uma aliquota de 1 mL (1x10 blastosporos/mL™) de cada um dos fitopatogenos
(F. moniliforme e C. falcatum) previamente crescidos em meio liquido e 100pL da cultura
contendo 1x10” blastosporos/mL™ de cada isolado de Metarhizium spp. testado. Os fracos
foram mantidos em agitacdo constante a 25 £1°C, 220 rpm durante 5 dias. Cada tratamento
consistiu de 5 repeticGes representadas por Erlenmeyers. O experimento foi repetido trés
vezes no tempo.

As avaliacGes foram realizadas apos 5 dias da inoculagéo dos fitopatdgenos com cada
isolado de Metarhizium spp. Laminas das culturas foram preparadas colocando 20 pL de cada
amostra/Erlenmeyer, cobertas por laminulas e observadas em microscopio Carl Zeiss (Modelo
Axioscop 20) equipado com camera digital, com o qual foi feita a captura das imagens obtidas

;y e =g =

Metarhizium.

3.5.4 Experimento de cultivo pareado “in vitro” entre Metarhizium spp. e Trichoderma
harzianum
Este experimento foi realizado com o intuito de observar a interagdo (antagonismo,

compatibilidade, inibicao) entre isolados de Metarhizium spp. e T. harzianum. T. harzianum ¢
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um fungo comumente encontrado em solo e usado comercialmente em larga escala no
tratamento de sementes. Este fungo também é utilizado em cana-de-agucar como antagonista
de fitopatdgenos, sendo assim o experimento também teve como objetivo a selecdo de
espécies de Metarhizium compativeis com T. harzianum de forma que possa se estudar a
possibilidade de co-inoculagdo ou da formulagdo conjunta de ambos fungos, com o intuito de
usufruir dos beneficios promovidos nas plantas. Foram utilizados 24 isolados de Metarhizium
spp. (Tabela 1) e o isolado ESALQ1306 de T. harzianum. Os fungos foram inoculados em
placas de Petri conforme descrito no item 3.5.1 (cultivo pareado). As placas controle
consistiram de apenas um disco (0,7 cm) de cada um dos isolados de Metarhizium spp. e do
fitopatdgeno T. harzianum. Cada isolado constituiu de um tratamento com 5 repeticfes sendo
cada repeticdo um placa de Petri. O experimento foi repetido trés vezes no tempo.
Primeiramente foi feita a inoculacdo de Metarhizium spp. e 5 dias apés a de T.
harzianum. O diametro das colonias tanto dos isolados de Metarhizium spp. quanto de T.
harzianum foram medidos apdés 5, 7 e 10 dias da inoculacdo de T. harzianum. Apos a
inoculacdo dos fungos, as placas foram mantidas em BOD (26°C). Para a avaliacdo da
presenca de antagonismo foi utilizada a escala descrita por Bells (1982) com adaptacdes,

conforme Tabela 3.

3.6 Ensaios de métodos qualitativos para determinacdo de caracteristicas fisiologicas

associadas a funcdo de promocéao de crescimento e antagonismo de Metarhizium spp.

Testes qualitativos “in vitro” foram realizados para complementar e elucidar o0s
resultados obtidos nos ensaios de promocgdo de crescimento e antagonismo. O emprego destes
testes pode ser Gtil por representarem técnicas simples e com resultados rapidos e confiaveis,
importantes no processo de selecdo de isolados com caracteristicas de interesse

biotecnologico do ponto de vista dos parametros estudados nos experimentos anteriores.

3.6.1 Verificagdo da capacidade de producdo de [3-1,3-Glucanase pelos isolados de
Metarhizium spp.

A verificagdo da capacidade dos isolados de Metarhizium sp. produzir a enzima
hidrolitica 3-1,3-Glucanase foi verificada por meio da metodologia adaptada de Henwick et
al. (1991) que baseia-se na deteccdo da hidrdlise da R-1,3-Glucanase através da reagdo
colorimétrica com o corante vermelho do Congo. Foram utilizados neste experimento 24

isolados de Metarhizium sp. descritos na Tabela 1 e o isolado ESALQ1306 de T. harzianum.
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Placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200g/L batata, 20g/L dextrose, 15g/L agar,
4mg/L laminarina 0,5%) foram preparadas e no seu centro foi inoculado um disco (0,7 cm) de
cada isolado estudado. As placas foram incubadas em camara climatizada do tipo B.O.D. a
25+1°C por 10 dias. Apos este periodo, a superficie do meio foi coberta com uma solucédo a
base do corante vermelho do Congo (0,5%) durante 90 minutos para a revelagdo de um halo
de degradacédo da laminarina ao redor das coldnias, visto que esse corante se liga a laminarina
e onde ocorreu a degradacdo da mesma 0 meio ndo € corado, indicando a producdo de BR-1,3-
Glucanase. Para cada isolado foram usadas 5 repeticdes, sendo cada repeticdo uma placa de

Petri. O experimento foi repetido trés vezes no tempo.

3.6.2 Verificacdo da capacidade de producdo de Sideroforos pelos isolados de
Metarhizium spp.

Os ensaios de deteccdo da producdo de Sideréforos por Metarhizium spp. foram
realizados conforme metodologia de Schwyn e Neilands (1987). Sideréforo é um composto
organico que atua na captacdo de ferro pelos organismos. Foram utilizados, neste
experimento, 24 isolados de Metarhizium sp. mencionados na Tabela 1. Um disco (0,7 cm) de
crescimento ativo de cada um dos fungos foi inoculado em frasco de Erlenmeyer contendo 50
mL de meio de cultura liquido BD. Os frascos foram mantidos em constante agitacdo (220
RPM) durante 5 dias em agitador a 25 +1°C. Uma solucdo indicadora de cromo azurol S
(CAS) foi preparada a partir da mistura das solugdes A (cromo azurol S: 12,2 mg; agua
destilada: 10 mL), B (HCI concentrado: 84pL; agua destilada: 100 mL; FeCls3.6 H,O: 27 mg),
C (HDTMA: 21,9 mg; agua destilada: 25 mL) e D (Piperazina anidra: 4,31g; agua destilada:
40 mL) em um baldo volumetrico, completando o volume para 100 mL com agua destilada.
Apbs este periodo, uma aliquota (1 mL) de cada Erlenmeyer foi retirada, transferida para
tubos Eppendorf e centrifugada a 9.500g por 5 minutos para a coleta do sobrenadante. 100 pL
do sobrenadante, de cada tratamento, foi disposto em microplacas de cultivo juntamente com
100 pL da solucéo indicadora de Cromo Azurol S. Apo6s 30 minutos, as placas foram
avaliadas de acordo com a coloracdo amarelo ou laranja que indica a producéo de sideréforos
pelos isolados. O processo baseia-se no principio de que o complexo cromo azurol mais ferro
assume originalmente a coloracdo azul escura quando adicionado no meio e quando o ferro é
retirado pelo sideroforo, o corante cromo azurol muda de cor, tornando-se amarelo ou

alaranjado.
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Cada isolado constituiu de um tratamento formado por 3 repeti¢es e no tratamento
controle nos Erlenmeyers foram mantidos apenas meio BD sem fungo. O experimento foi

repetido trés vezes no tempo.

3.7 Andlises estatisticas

Para o experimento de avaliacdo do Indice de clorofila de plantas tratadas com
Metarhizium spp. ap6s 30, 60 e 90 dias da inoculagdo em casa-de-vegetacdo foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, assim como para o pardmetro de tamanho de parte
aérea das plantas inoculadas nos ensaios de campo. Foi utilizado o programa estatistico
ASSISTAT versédo 7.7 Beta (04-10-2015).

A andlise do perfilhamento das mudas tratadas com o fungo e plantadas em campo,
também foi feita com o programa ASSISTAT versdo 7.7 Beta (04-10-2015). Foi realizada
analise de variancia (ANOVA) (delineamento inteiramente casualizado) aplicando o teste de
Tukey ao nivel significancia de 5% para as comparacdes entre as médias, sendo 0s tempos de
avaliacdo de 30, 60 e 90 dias analisados separadamente.

Também foi analisada a porcentagem de inibicdo dos fitopatdgenos F. moniliforme e
C. falcatum mediada pelos isolados de Metarhizium spp. através do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, separando os tratamentos de acordo com o0s grupo de espécies de
Metarhizium (M. anisopliae, M. robertsii, M. sp. indet.1, 2 e 4).

Para o experimento com nematoide M. javanica foi realizada uma andlise de variancia
com nivel de significancia de 0,05 para o teste F. Logo em seguida, foi feito um teste Tukey,
ao nivel de 0,05 de significancia, para as comparacdes multiplas entre as meédias dos
tratamentos caso houvesse efeito de tratamento e o software utilizado para as analises foi o
software livre R versdo 3.2.2 (2015-08-14).

No experimento com lagartas de D. saccharalis, tanto para a analise da mortalidade
total como da mortalidade confirmada foi realizada a analise de variancia (ANOVA)
(delineamento inteiramente casualizado) e foi aplicado o teste de Tukey ao nivel significancia
de 5% para as comparacOes entre as medias, sendo que cada experimento (trés repeti¢cbes no
tempo) foi considerado como uma repeticdo para cada tratamento. Para a analise de peso final
de lagartas, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, considerando cada
experimento como uma repeticdo e o programa estatistico utilizado foi 0 ASSISTAT versao
7.7 Beta (04-10-2015).
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio de promocéao de crescimento em casa-de-vegetacao
4.1.1 Inoculacdo de Metarhizium spp. pelo método de aplicacdo de suspensdo direta no
solo e imersao de gemas em suspensao

Com a finalidade de avaliar qual método de inoculacdo dos isolados de Metarhizium
resulta em maior crescimento das plantas de cana-de-agcucar foram conduzidos dois
experimentos em casa-de-vegetacdo, onde os isolados do fungo foram inoculados pelo
método de inoculacdo direta das suspensdes fungicas no solo ou pela imersdo de gemas em
suspensdes das mesmas concentracfes fungicas e, apds 20 dias, foi avaliado o comprimento
da parte area e peso Umido e seco das raizes.

No experimento I, conduzido no més de janeiro de 2015, as plantas inoculadas com os
isolados das espécies indeterminadas de Metarhizium apresentaram valores superiores a 35
cm de comprimento, com a excecdo do isolado Metarhizium. sp. indet. 1 ESALQ1608. Em
relacdo aos métodos de inoculacdo dos conidios de Metarhizium spp. (imersdo de gemas ou
aplicacdo de suspensao no solo) néo ficou evidente diferencas significativas entre 0s mesmos
(Figura 3A).

As plantas inoculadas com os isolados de M. robertsii apresentaram comprimentos que
variaram de 14,6 cm a 33,5 cm, e aquelas inoculadas com os isolados de M. anisopliae
variaram de 11,3 cm a 29,5 cm (Figura 3A). Os isolados de Metarhizium sp. indet 1 foram os
que mais chamaram atencdo (exceto o isolado ESALQ 1608), pois todos resultaram em
crescimento acima de 35 cm em ambos métodos de inoculacdo. Os isolados de Metarhizium
sp. indet 2 e Metarhizium sp. indet 4 também resultaram em elevados crescimento das mudas
de cana-de-agtcar. Como controle negativo foi utilizado 4gua e como controle positivo o
isolado comercial de T. harzianum ESALQ1306, sendo que as plantas destes controles
apresentaram valores de comprimento inferiores a 15 cm para ambos dos métodos (Figura
3A).

Quanto ao peso umido e seco das raizes, foi observado que aparentemente o método
de imerséo das gemas resultou em valores superiores, embora com grande variancia, para a
maioria dos tratamentos em compara¢do com o método de aplicacdo de suspensdo no solo
(Figura 3 B e C). O peso Umido das raizes alcancou valores elevados para os isolados
ESALQ1637 e ESALQ1638 da Metarhizium sp. indet 1 e ESALQ1684 da Metarhizium sp.
indet 4 com 1,149, 1,349 e 1,29¢, respectivamente. O peso umido de todos isolados de M.
robertsii variou entre 0,189 (ESALQ1635) e 1,089 (ESALQ1426) e para os isolados de M.
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anisopliae a variacdo foi de 0,19 (ESALQ1604) a 1,03g (ESALQ1669) (Figura 3B). Valores
maiores do que 0,3g de peso seco foram obtidos apenas nos isolados ESALQA43,
ESALQ1037, ESALQ1604, ESALQ1615 de M. anisopliae dos isolados de ESALQ1426 e
ESALQ1635 de M. robertsii e ESALQ1608, ESALQ1637, ESALQ1638 e ESALQ1684 das
espécies indeterminadas de Metarhizium (Figura 3C).
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Figura 3 — Comprimento (cm) da parte aérea e peso Umido e seco (g) das raizes de mudas de cana-de-
acucar, inoculadas com diferentes isolados de Metarhizium spp. pelos métodos de imersao
das gemas e por aplicacao de suspensdo no solo referente ao Experimento 1. M. ind. 1, 2, 4:
Metarhizium. espécie indeterminada 1; 2; e 4; respectivamente. Cont: controle com apenas
aplicagdo de Agua e T.h: Trichoderma harzianum. Os niimeros do eixo x correspondem ao
codigo dos isolados depositados na colecdo de microrganismos entomopatogénicos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP.
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No experimento Il, conduzido no més de fevereiro de 2015, também ndo ficou
evidente diferencas significativas e consistentes no comprimento das partes &reas e 0 peso
seco e Umido das raizes entre os métodos de inoculacdo de Metarhizium spp. (Figura 4).
Assim como no experimento I, isolados de Metarhizium sp. indet 1 apresentaram um bom
desempenho, sendo que dos trés isolados que proporcionaram crescimento superior a 30 cm,
dois pertencem a esta espécie (ESALQL1637 e ESALQ1739 com 33,0 cm e 34,0 cm,
respectivamente) além de M. anisopliae ESALQ43 (37,5 cm). Dentre M. robertsii, os isolados
que resultaram em comprimentos elevados foram ESALQ ESALQ1622 e ESALQ1635 (26,8
cm e 25,2 cm, respectivamente). Em relacdo ao parametro de peso Umido, os isolados que se
destacaram foram M. robertsii ESALQ1634 (1,2g) e ESALQ1635 (1,1g), os isolados da
Metarhizium sp. indet 1 ESALQ1637 (1,3g), Metarhizium sp. indet 4 ESALQ1660 (0,99) e
ESALQ1684 (0,8g) e M. anisopliae ESALQ43 (1,2g), ESALQ425 (0,99), ESALQ1604
(1,1g9), ESALQ1616 (1,0g), ESALQ1617 (1,1g) e ESALQ1669 (0,79) (Figura 4B). Para o
peso seco sO se destacaram os isolados de M. anisopliae ESALQ43 (0,3g) e ESALQ1669
(0,1g), M. robertsii ESALQ1635 (0,15g) e Metarhizium sp. indet 1 ESALQ1638 (0,150),
Metarhizium sp. indet 4 ESALQ1660 (0,1g) e ESALQ1684 (0,09g) (Figura 4C).

E importante ressaltar que, para os dois experimentos, em geral, isolados provenientes
de solo apresentaram maior promocdo de crescimento medidos pelo comprimento da parte
aerea e também peso seco e Umido das raizes, sendo o isolado ESALQ43 o Unico vindo de
inseto (Hemiptera: Cercopidae) que apresentou bons resultados.

A inoculacdo do isolado ESALQ1306 de T. harzianum resultou em crescimento
semelhante ao controle e inferior a varios isolados de Metarhizium spp. para 0s trés

parametros analisados nas mudas de cana-de-agucar.
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Figura 4 — Comprimento (cm) da parte aérea e peso Umido e seco (g) das raizes de mudas de cana-de-
acucar, inoculadas com diferentes isolados de Metarhizium spp. pelos métodos de imersao
das gemas e por aplicacdo de suspensdo no solo referente ao Experimento I. M. ind. 1, 2, 4:
Metarhizium. espécie indeterminada 1; 2; e 4; respectivamente. Cont: controle com apenas
aplicacdo de Agua e T.h: Trichoderma harzianum. Os nimeros do eixo x correspondem ao
codigo dos isolados depositados na colecdo de microrganismos entomopatogénicos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP.
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4.1.2 Recuperacdo de Metarhizium spp. de tecidos da planta de cana-de-acUcar e
avaliacdo do indice de clorofila

4.1.2.1 Colonizacao e persisténcia de Metarhizium spp. em tecidos de mudas de cana-de-
acucar

O método aplicagdo de suspensdo do fungo no solo foi selecionado para 0s
experimentos seguintes para a inoculagdo de Metarhizium em cana-de-agUcar devido ao fato
de ser a forma mais simples e por ser o méetodo rotineiramente utilizado para a aplicacédo de
fungicidas e fertilizantes na producdo de mudas pré-brotadas e em plantio de cana-de-acUcar.

Constatou-se que 63,64% dos isolados de Metarhizium spp. testados colonizaram
totalmente as raizes das plantas de cana, ou seja, o fungo foi recuperado em todos 0s
fragmentos (Figuras 5 e 6). Verifica-se também que mesmo apo6s 90 dias da inoculacdo o
fungo estava presente nas plantas, em até 100% dos fragmentos de raizes analisados.

Os isolados que persistiram em 100% das raizes foram os das espécies M. anisopliae
(ESALQ1604, ESALQ1610 e ESALQ1615), M. robertsii (ESALQ1635) e Metarhizium sp.
indet 1 (ESALQ1638 e ESALQ1739) e Metarhizium sp. indet 4 (ESALQ1684).

Vale ressaltar ainda, que todos os isolados que foram capazes de colonizar as raizes
das plantas de cana sdo oriundos de amostras solo, sendo que o Unico isolado testado
proveniente de inseto, ESALQ43 (PL-43 - Hemiptera: Cercopidae), ndao foi capaz de
colonizar as raizes de cana-de-acucar em nenhuma das trés avaliacGes, apesar de ter conferido
bom crescimento de parte aérea e peso Umido e seco para ambos 0s experimentos de
promocdo de crescimento (4.11).

O isolado ESALQ1617 (M. anisopliae) apresentou cerca de 30% de colonizacdo das
raizes e foi recuperado apenas aos 60 dias apds o inoculo das plantas. Para alguns isolados
observou-se uma diminuicdo na recuperagdo de coldnias entre 60 (ESALQ1637 e
ESALQ1739) e 90 dias (ESALQ1669) apos a inoculagdo dos fungos.



49

Recuperacgdo (%) de Metarhizium spp. das raizes
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Figura 5 — Recuperagdo (%) de Metarhizium spp. das raizes de mudas de cana-de-agucar apds 30, 60 e
90 dias da inoculacdo dos isolados. Os nimeros do eixo x correspondem ao codigo dos

isolados depositados na colecdo de microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP,
Piracicaba/SP

Figura 6 — Aspecto de col6nias de Metarhizium spp. recuperadas das raizes de mudas de cana-de-
agucar inoculadas com o fungo pelo método de aplicacdo de suspensdo no solo
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N&o foi possivel a recuperacdo de coldnias de Metarhizium spp. do caule e das folhas
das plantas inoculadas, confirmando que, de fato, o género Metarhizium estd intimamente
associado a rizosfera de plantas. No entanto, col6nias de Beauveria sp. foram recuperadas das
folhas e caules das plantas de cana-de-acgucar, tanto as tratadas com Metarhizium spp. como as
dos controles (inoculadas apenas com &gua ou com o isolado ESALQ1306 de T. harzianum)
(Figuras 7 e 8).
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Figura 7 — Recuperacdo (%) de Beauveria sp. do caule e de folhas de cana-de-agtcar ap6s 30, 60 e 90
dias da inoculacdo dos isolados de Metarhizium spp. Os nimeros do eixo X correspondem
ao codigo dos isolados depositados na colecdo de microrganismos entomopatogénicos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP
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A porcentagem de recuperacdo para o caule e as folhas alcangou quase 70%, sendo

que as folhas apresentaram maior nimero de amostras com Beauveria sp.

Figura 8 — Aspecto das colénias de Beauveria sp. recuperadas do caule e das folhas de mudas de cana-
de-acucar inoculadas com o Metarhizium spp. pelo método de aplicacdo de suspensdo no
solo

4.1.2.2 Teor de clorofila das mudas de cana-de-acucar inoculadas com Metarhizium spp.

Outro fator avaliado nas plantas de cana-de-agUcar inoculadas com Metarhizium spp.
foi o indice de clorofila das folhas. Os dados obtidos foram apresentados separadamente por
clorofila A, B e total. Este pigmento exerce controle dominante sob a quantidade de radiacéo
solar que uma folha absorve, deste modo as concentragdes de clorofila foliar apresentam um
relacdo direta com as taxas fotossintéticas, que é fortemente relacionada & produtividade.

Os resultados obtidos mostram que ndo houve diferenca nos teores de clorofila das
folhas de mudas inoculadas com Metarhizium spp., em relacdo aos controles (ESALQ1306 e
agua) ao longo dos 90 dias de avaliagdes (Figura 9). Os teores de clorofila foram semelhantes
aos 30, 60 e 90 dias independentemente do isolado inoculado. Embora ndo tenham sido
observadas diferencas estatisticamente significativas, os valores de clorofila B do controle
foram 1,43x vezes em relacdo aos valores observado nas mudas inoculadas com o isolado
ESALQ1617 de M. anisopliae.
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Figura 9 — Indice de Clorofila Falker (ICF) de folhas apos%, 80 e 90 dias da inoculagéo de isolados
de Metarhizium spp. (A) clorofila A, (B) clorofila B e (C) clorofila Total (A+B) Os
numeros do eixo x correspondem ao codigo dos isolados depositados na colegdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. Ndo foi observado
diferencga significativa para nenhum dos pardmetros e data de avaliacdo pela analise de
variancia
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4.2 Ensaio de promocéo de crescimento em campo
4.2.1 Plantio de pré-germinacéo de cana-de-agucar inoculada com Metarhizium spp.

Apos o plantio das gemas de cana-de-aclcar para a obtencdo de mudas pré-brotadas
(MPB) foram realizadas avaliacOes referentes a germinacéo e estagio de desenvolvimento das
mudas 10 dias apds o plantio nas telhas. Este pardmetro é importante pois um dos desafios da
producdo de cana-de-aglcar pelo método MPB é conseguir aumentar 0 nimero de mudas
viaveis que chegardo até o campo, sendo que aquelas que ndo germinam ou nhao se
desenvolvem bem tém grandes chances de ndo sobreviver até 0 momento do plantio no
canavial. A sobrevivéncia ou pegamento de mudas foi avaliado apds 25 dias do plantio nas
telhas. Este é o parametro mais importante pois consiste no numero de mudas sobreviventes
que vdo ser de fato plantadas em campo. Neste caso, o desafio da producdo por MPB se da em
alcancar a menor mortalidade de mudas e, assim, menor gasto de dinheiro com a producao das
mesmas.

No primeiro experimento (maio de 2015), alguns dos tratamentos com inoculagdo dos
fungos apresentaram germinacao superior ao tratamento rotineiramente utilizado na usina que
consiste apenas no uso de produtos quimicos (Figura 10).

Os tratamentos que apresentaram maior germinagdo no primeiro experimento 1 foram
ESALQ1669 (M. anisopliae) + produtos Comet® e Biozyme TF (577 mudas de 1000 gemas
plantadas), ESALQ1635 (M. robertsii) isoladamente e em conjunto com os produtos (540
mudas cada), Comet® e Biozyme TF (520 mudas) e ESALQ1638 (Metarhizium sp. indet. 1) +
produtos (512 mudas).

Apesar de todos estes tratamentos terem apresentado boa germinagdo, apenas 0S
tratamentos com o isolado ESALQ1635 (M. robertsii) isoladamente e em conjunto com 0s
produtos quimicos testados, apresentaram um maior nimero de mudas em estagio acelerado

de desenvolvimento, ou seja, brotadas e ja apresentando folhas.
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Numero de mudas germinadas por fase de desenvolvimento
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Figura 10 — Numero de mudas de cana-de-agucar tratadas com isolados de Metarhizium spp. por fase
de desenvolvimento, Experimento I. N= 1.000 gemas iniciais plantadas. Os ndmeros do
eixo x correspondem ao codigo dos isolados depositados na cole¢do de microrganismos
entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B: Biozyme TF

As comparacdes dos isolados ESALQ1638 e ESALQ1635 inoculados com e sem
Comet e Biozyme mostraram que estes produtos nem afetaram negativamente os fungos nem
resultaram em efeito aditivo ou sinérgico. As gemas inoculadas com M. anisopliae
ESALQ1669 e as gemas ndo inoculadas ndo resultaram em nenhuma muda germinada, o que
pode indicar algum problema na instalagdo do experimento, aquecimento das mudas, etc.

Resultados semelhantes foram vistos no segundo experimento (Julho/2015). Os dados
obtidos mostram que a maioria dos tratamentos com inoculacdo de Metarhizium de forma
isolada ou em conjunto com os produtos quimicos, resultou em uma maior quantidade de
mudas enfolhadas (mudas apresentando estagio de desenvolvimento acelerado), tanto em
relacdo ao controle, como ao tratamento apenas com os produtos quimicos (Figura 11).

Os tratamentos que apresentaram maior germinacdo no experimento 2 foram
ESALQ1635 (M. robertsii) isoladamente e em conjunto com os produtos Comet® e Biozyme
TF (960 e 940 mudas respectivamente), ESALQ1638 (Metarhizium sp. indet. 1) + Biozyme
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TF (930 mudas), ESALQ1638 (Metarhizium sp. indet. 1) (920 mudas) e ESALQ1669 (M.
anisopliae) + produtos) (860 mudas).

Os dados também mostraram que todos os tratamentos com o uso de Metarhizium spp.
isoladamente ou em conjunto com os produtos quimicos, apresentaram aceleracdo no
desenvolvimento das plantas em relaco ao tratamento da usina e ao controle (Comet® e

Biozyme TF: 840 mudas e sem aplicagdo: 680 mudas, respectivamente).
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Figura 11 — Numero de mudas de cana-de-agUcar tratadas com isolados de Metarhizium spp. por fase
de desenvolvimento, Experimento Il. N= 1.000 gemas iniciais plantadas. Os nimeros do
eixo x correspondem ao cédigo dos isolados depositados na colegdo de microrganismos
entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B: Biozyme TF

4.2.2 Transplantio das mudas germinadas para tubetes

Ap0s a avaliacdo de germinacdo de mudas e seu estagio de desenvolvimento as mudas
foram transplantadas para tubetes e apds 15 dias do transplante foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia ou pegamento. Tanto no primeiro como no segundo experimento é possivel

observar que as mudas tratadas com Metarhizium, tanto isoladamente como em conjunto com
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0s produtos Comet® e Biozyme TF, apresentaram maior pegamento e consequentemente
menor nimero de mudas mortas apos o transplante em relagdo ao tratamento apenas com
Comet® + Biozyme TF e Controle (sem aplicacdo) (Figuras 12 e 13).

No primeiro experimento o tratamento apenas com os produtos quimicos utilizado
rotineiramente pela usina, apresentou 61,5% de pegamento (320 mudas) e 38,5% de morte das
mudas (200 mudas) ap6s 15 dias do transplante para os tubetes, enquanto os tratamentos com
Metarhizium apresentaram pegamento de até 90% (486 mudas) (ESALQ1635 — M. robertsii e
ESALQ1635 — M. robertsii + produtos) e apenas 18% de morte de mudas (76 mudas) para
ESALQ1638 — Metarhizium sp. indet. 1 + produtos).

Pegamento e morte de mudas apds transplante
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Figura 12 — NUmero de mudas pegas e mortas por tratamento ap6s 15 dias do transplante para 0s
tubetes. N=1.000 mudas iniciais — Experimento I. Os nimeros do eixo X correspondem
ao cddigo dos isolados depositados na colegdo de microrganismos entomopatogénicos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B: Biozyme TF

No segundo experimento o Controle, sem aplicacdo, apresentou porcentagem de morte

de 40% (272 mudas), enquanto o tratamento com Comet® e Biozyme TF apresentou 29%
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(244) de morte de mudas apenas, mostrando que o0 uso destes produtos favorece a
sobrevivéncia das mudas.

Porém, para os tratamentos com isolados de Metarhizium spp. a porcentagem de morte
foi de 9,4% apenas (ESALQ-1635 + produtos: 94 mudas), mostrando que o uso do fungo
pode beneficiar a producdo das mesmas e incrementar o uso dos produtos quimicos (Figura
13). Em resumo, enquanto o tratamento de gemas rotineiramente usado na usina na produgédo
de mudas pré-brotadas com aplicacdo de fungicida e fertilizante resultou em pegamento de
32% e 59,6%, apenas com o0 uso de isolados de Metarhizium estes valores foram de até 50% e

86,4%, nos dois experimentos, respectivamente.
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Figura 13 — Namero de mudas pegas e mortas por tratamento. N=1.000 mudas iniciais — Experimento
I1. Os nimeros do eixo x correspondem ao codigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B:
Biozyme TF
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4.2.3 Tamanho de parte aérea e colonizacdo das raizes de cana-de-acucar tratadas com
Metarhizium spp.

Ainda em relacdo aos testes de promocao de crescimento em campo, foi realizada a
avaliacdo do comprimento da parte aérea das mudas tratadas aos 25 e 75 dias ap0os a
inoculacdo (plantio). No primeiro experimento, aos 25 dias apds a inoculagdo das mudas, 0
tratamento ESALQ1635 com e sem Comet® e Biozyme (CB) foi estatisticamente superior ao
tratamento com ESALQ1669 (M. anisopliae) + CB. As outras comparacdes ndo foram
estatisticamente diferentes para o parametro de crescimento.

No segundo experimento, 25 dias apds a inoculacdo, apenas o0s tratamentos
ESALQ1635 com e sem CB e ESALQ1638 +B foram estatisticamente superiores aos

controles em relacdo ao comprimento da parte aérea.
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Figura 14 — Comprimento da parte aérea de mudas de cana tratadas com Metarhizium spp. e produtos
quimicos apds 25 dias— Experimento | e Il. Os nimeros do eixo x correspondem ao codigo
dos isolados depositados na colecdo de microrganismos entomopatogénicos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B: Biozyme TF. Barras seguidas pelas mesmas
letras mailsculas e minusculas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

Na avaliacdo 75 dias ap0s o plantio foi possivel observar que tanto no primeiro como
no segundo experimento ndo houve diferenca estatistica entre a maioria das comparacoes
entre os isolados (Figura 15). No primeiro experimento apenas o tratamento com ESALQ1635
e no segundo experimento o tratamento com ESALQ1638 +B foram superiores aos controles.
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Isso pode indicar que ao longo do desenvolvimento as mudas tendem a atingir 0 mesmo
tamanho em altura, visto que estes parametros sdo mais ligados a variedade da cana-de-
acucar. Provavelmente o beneficio da inoculacdo de Metarhizium para esse parametro esteja

mais fortemente relacionado com a aceleracdo da germinacdo, desenvolvimento e crescimento

das mudas.
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Figura 15 — Comprimento da parte aérea de mudas de cana tratadas com Metarhizium spp. e produtos
quimicos ap6s 75 dias— Experimento | e 1I. Os nimeros do eixo x correspondem ao cédigo
dos isolados depositados na colegdo de microrganismos entomopatogénicos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B: Biozyme TF. Barras seguidas pela mesma
letra mailscula e pela mesma letra minuscula ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

Em relacdo a colonizacdo das raizes das mudas pelo fungo, foi observado que no
experimento |, a porcentagem de recuperacdo do fungo foi de 33 a 67% aos 25 dias, atingindo
de 67 a 100% de colonizacgdo aos 75 dias ap0s o tratamento (Figura 16). No experimento II,
essas porcentagens variaram entre 33 e 67%, ndo havendo colonizacdo total de amostras para
nenhum tratamento (Figuras 17 e 18).
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Recuperacdo de Metarhizium spp. raizes - Experimento |

m25dias @75 dias
100% —

80%

60% -

Recuperacéo (%0)

40% -

20%

1635 |1635+C+B

M. robertsii

1638 |1638+C+B| 1638+B
M. indet. 1
Tratamentos

1669 |1669+C+B
C+B M. anisopliae

Controle

Figura 16 — Porcentagem de recuperacdo de Metarhizium spp. das raizes de mudas de cana-de-agUcar
inoculadas com o fungo e produtos quimicos ap6s 25 e 75 dias — Experimento I. Os
nimeros do eixo x correspondem ao cddigo dos isolados depositados na colecdo de

microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B:
Biozyme TF
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Recuperacado de Metarhizium spp. raizes - Experimento 11
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Figura 17 — Porcentagem de recuperacdo de Metarhizium spp. das raizes de mudas de cana-de-agucar
inoculadas com o fungo e produtos quimicos apés 25 e 75 dias — Experimento Il. Os
nimeros do eixo x correspondem ao cddigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C: Comet® e B:
Biozyme TF

Figura 18 — Aspecto das colbnias de Metarhizium sp.isoladas das raizes de cana-de-actcar Var. Sp80-

3280 apos inoculacdo com o fungo
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Vale ressaltar que mesmo nos tratamentos em conjunto com os produtos quimicos
Comet® e Biozyme TF, foi possivel a recuperacdo de coldnias de Metarhizium spp.
demonstrando que tais produtos foram seletivos para o fungo. Outra informacédo adicional foi
a recuperacdo de col6nias de Beauveria sp. das folhas e caules das mudas, corroborando com

0 ocorrido nos testes em casa de vegetag&o.

4.2.4 Plantio das mudas de cana-de-agucar dos tubetes no campo

O numero de perfilho de cada muda reflete a populacdo final de colmos que sera
estabelecida pela planta, sendo assim, o perfilhamento é importante na formagédo dos colmos
da cana-de-acUcar e seu numero pode estar relacionado ao fator da produtividade. Apds o
plantio das mudas do experimento | em campo, foi avaliado o perfilhamento das mesmas aos
30, 60 e 90 dias. O resultado da avaliacdo mostra que aos 30 dias, o tratamento ESALQ1638
(Metarhizium sp. indet. 1) foi estatisticamente menor em relacdo ao numero de perfilho dos

demais (Figura 19).
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Numero de perfilhos de mudas de cana-de-agucar tratadas com
Metarhizium spp. e produtos quimicos
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Figura 19 — Perfilhamento de mudas tratadas com Metarhizium spp. e produtos quimicos ao longo de
90 dias. Os numeros do eixo X correspondem ao cddigo dos isolados depositados na
colecdo de microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. C:
Comet® e B: Biozyme TF. Barras seguidas pela mesma letra maidscula, pela mesma letra
mindscula e mesma letra maitscula em italico ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

Aos 60 dias apos o plantio, os tratamentos ESALQ1669 + CB (M. anisopliae) e
ESALQ1638 + CB (Metarhizium sp. indet. 1) foram significativamente maiores (maior
namero de perfilhos) que os demais, sendo que na ultima avaliacdo, aos 90 dias, 0 ESALQ
ESALQ1638 + CB (Metarhizium sp. indet. 1) foi estatisticamente maior que todos 0s outros
tratamentos.

Como conclusao pode-se notar que inicialmente as diferenca entre os tratamentos para
0 namero de perfilhnos sdo menores nas mudas e que estas diferengcas comegam a se tornar

maiores apos 2 a 3 meses do plantio.
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4.3 Bioensaios de patogenicidade e repeléncia de plantas inoculadas com Metarhizium
spp. a insetos praga e nematdide da cultura da cana-de-agUcar
4.3.1 Bioensaio com D. saccharalis

Os bioensaios realizados com D. saccharalis revelaram que as mortalidades totais de
lagartas em todos os tratamentos foram superiores a mortalidade do controle, exceto para o
isolado ESALQ43, proveniente de inseto. Todas as espécies testadas foram patogénicas para
as lagartas de 3° instar da broca-da-cana (M. anisopliae, M. robertsii, Metarhizium sp. indet. 1
e 4). Os resultados mostram que 81,8% dos tratamentos de Metarhizium spp. testados
apresentaram mortalidade confirmada pelo fungo. A mortalidade confirmada pelo fungo
variou bastante entre os isolados. As mortalidades confirmadas dos tratamentos com isolados
de M. anisopliae ESALQ43 (M. anisopliae — inseto), ESALQ1604(M. anisopliae — produto
comercial Biotech®), foram inferiores as mortalidades de todos os outros tratamentos(Figura
20).
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Figura 20 — Mortalidade total e confirmada (%) de lagartas de Diatraea saccharalis quando
confinadas em plantas de cana-de-agUcar inoculadas com Metarhizium spp. Os nimeros
do eixo x correspondem ao cddigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. Barras seguidas
pela mesma letra maidscula e pela mesma letra minascula ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5%



65

As lagartas que se desenvolveram em plantas inoculadas com os diferentes isolados e
espécies de Metarhizium apresentaram peso menor do que as lagartas do tratamento controle
de plantas ndo inoculadas. Nao observou-se diferenca no peso entre os tratamentos com fungo
(Figura 21).
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Figura 21 — Peso final (mg) de lagartas de D. saccharalis apds 20 dias em plantas de cana-de-agucar
inoculadas com Metarhizium spp. Os nimeros do eixo x correspondem ao codigo dos
isolados depositados na colecdo de microrganismos entomopatogénicos da
ESALQ/USP, Piracicaba/SP. Barras seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5%

4.3.2 Bioensaio com M. javanica

Os dois ensaios com M. javanica, mostraram que a inoculagédo de Metarhizium em
plantas de cana-de-aclcar, pode conferir uma protecdo para as mesmas por afetar o
desenvolvimento dos nematdides. O nimero de massa de ovos por grama de raiz nas mudas
inoculadas com o fungo, apo6s 30 dias da liberacdo de ovos no solo foi até 59,8% menor no
primeiro experimento e 64,1% menor no segundo em relagdo as mudas sem inoculagéo.
Todos os tratamentos diferiram entre si, (Figura 22). De acordo com os dados também ¢é
possivel dizer que a melhor espécie para 0 manejo deste nematdide € M. anisopliae,

corroborando com os achados de Rossi et al. (2006a, 2006b).
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Figura 22 — Numero de massa de ovos de M. javanica por grama de raiz apos inoculacdo de diferentes
isolados de Metarhizium spp. em plantas de cana-de-aclcar. Os nimeros do eixo x
correspondem ao codigo dos isolados depositados na colegdo de microrganismos
entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP. Barras seguidas pela mesma letra
maiuscula e pela mesma letra mintscula ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

4.4 Experimentos de antagonismo de Metarhizium spp. aos fitopatégenos Fusarium
moniliforme e Colletotrichum falcatum
4.4.1 Avaliacido do antagonismo “in vitro”: cultivo pareado

Os experimentos de antagonismo pelo método de cultivo pareado mostraram que todos
os isolados de Metarhizium sp. apresentaram alguma forma de antagonismo contra o0s
fitopatdgenos F. moniliforme e C. falcatum. De acordo com as categorias da tabela de
avaliacdo, adaptada de Bell (1982), para o antagonismo a F. moniliforme, 60% dos isolados
de Metarhizium spp. se enquadraram na categoria “C”, ou seja, ha a formacdo do halo de
inibicdo e esse se mantém por todo o periodo de incubacéo.

Outros 36% dos isolados sdo pertencentes a categoria “B”, ou seja, 0 fungo
fitopatogénico cresce até o limite da col6nia de Metarhizium, mas ndo por cima desta. Em
relagdo ao fungo T. harzianum, o mesmo foi o unico fungo a se enquadrar na categoria “E”,
que representa o controle total do fitopatdgeno, crescendo por cima deste.

O mesmo resultado pode ser observado para o antagonismo ao fungo C. falcatum.
Todos os isolados de Metarhizium apresentaram alguma forma de antagonismo, sendo que

52% dos isolados se enquadram na categoria “C” (hé a formagao do halo de inibi¢do), 44% na
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categoria “B” (0 fitopatdgeno cresce apenas até o limite da colénia de Metarhizium) e o
isolado de T. harzianum na categoria “E” (total controle do fungo fitopatogénico) (Figuras 23
e 24).

T1: ESALQ 43 T2: ESALQ 425 T3: ESALQ 1037 T4: ESALQ 1426  T5:ESALQ 1604  T6: ESALQ 1608

T13: ESALQ1622  T14: ESALQ1629 T15: ESALQ1634 T16: ESALQ1635  T17: ESALQ1636 T18: ESALQ1637

T19: ESALQ1638  T20: ESALQ1641 T21: ESALQ1660 T22: ESALQ1669  T23: ESALQ1684 T24: ESALQ1739

Controle:ESALQ1306 + F.m Controle: F.m Controle: ESALQ1306

Figura 23 — Antagonismo de 24 isolados de Metarhizium spp. ao fitopatégeno F. moniliforme. Os
nameros correspondem ao coédigo dos isolados depositados na colecdo de microrganismos
entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP
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T1: ESALQ 43 T2: ESALQ 425 T3: ESALQ 1037 T4: ESALQ 1426 T5: ESALQ 1604 T6: ESALQ 1608

T7: ESALQ 1610  T8: ESALQ 1614 T9: ESALQ 1615 T10: ESALQ 1616 ~ T11: ESALQ 1617

)

T13: ESALQ1622 T14: ESALQ1629  T15: ESALQ1634 T16: ESALQ1635

T19: ESALQ1638  T20: ESALQ1641  T21: ESALQ1660  T22: ESALQ1669  T23: ESALQ1684 T24: ESALQ1739

Controle:ESALQ1306 + C.f Controle: C.f Controle: ESALQ1306

Figura 24 — Antagonismo de 24 isolados de Metarhizium spp. ao fitopatdgeno C. falcatum. Os
nimeros correspondem ao codigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.

Para ambos os experimentos foram medidos os didmetros das coldnias em cada
tratamento, tanto para C. falcatum como para F. moniliforme, aos 5, 7 e 10 dias, sendo que 0
diametro final (10 dias) foi utilizado para o calculo da formula de porcentagem de inibicéo, de
acordo com Sasan e Bidochka (2013). Como resultados foi possivel observar que para o
fitopatdgeno F. moniliforme a porcentagem de inibicdo por Metarhizium alcangou o maior
valor para o isolado ESALQ1635 (M. robertsii de solo) com 54% de inibi¢do, seguido dos
isolados ESALQ1622 (M. robertsii de solo) com 53%, ESALQ1615 (M. anisopliae — solo)
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com 53%, ESALQ1739 (Metarhizium sp. indet 1 de rizosfera) com 51% e ESALQ1684
(Metarhizium sp. indet 4 — rizosfera) com 51% (Figura 25). Para o fitopatogeno C. falcatum,
um maior numero de isolados alcancou porcentagens de inibicdo superiores a 50% e as
espécies ndo foram todas as mesmas que do antagonismo a F. moniliforme. As maiores
porcentagens de inibicdo foram para os isolados ESALQ1635 (M. robertsii — solo) e
ESALQ1634 (M. robertsii — solo) ambos com 54%, seguidos dos isolados ESALQ1426 (M.
robertsii — solo), ESALQ1622 (M. robertsii — solo), ESALQ1629 (M. robertsii — solo) e
ESALQ1616 (M. anisopliae — solo) todos com 53% de inibicdo e por fim o isolado
ESALQ1615 (M. anisopliae — solo). Apesar disso, ndo houve diferencas estatisticas nem entre
os isolados testados, nem em relacdo ao fitopatégeno, mostrando que de fato todos os isolados
de Metarhizium apresentaram alguma forma de inibicdo aos fitopatdgenos testados (Figura
25).
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Figura 25 — Porcentagem e zona (mm) de inibicdo formado no antagonismo de isolados de
Metarhizium spp. aos fitopatdgeno F. moniliforme e C. falcatum. Férmula para célculo:
% de Inibicdo= [(C-T)/C]x100 (SASAN; BIDOCHKA, 2013). Os numeros do eixo X
correspondem ao codigo dos isolados depositados na colecdo de microrganismos
entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.



70

Além do célculo da porcentagem de inibigdo de cada isolado, também foi mensurado o
tamanho do halo de inibicdo para todos os isolados testados com o auxilio de uma régua. O
resultado mostrou que para o fitopatdgeno F. moniliforme, os isolados que apresentaram
maior halo ou zona de inibicdo foram o ESALQ1684 (Metarhizium sp. indet 4 — solo),
ESALQ1660 (Metarhizium sp. indet 4 — solo), ESALQ1618 (M. robertsii — solo),
ESALQ1617 (M. anisopliae — solo), ESALQ1610 (M. anisopliae — solo) e ESALQ1604 (M.
anisopliae — Biotech) (Figura 25). Para o fitopatdgeno C. falcatum, os isolados com formacéo
dos maiores halos ou zonas de inibicdo foram praticamente 0s mesmos descritos para
F.moniliforme, ESALQ1684 (Metarhizium sp. indet 4 — solo), ESALQ1660 (Metarhizium sp.
indet 4 — solo), ESALQ1618 (M. robertsii— solo), ESALQ1635 (M. robertsii — solo),
ESALQ1617 (M. anisopliae — solo), ESALQ1610 (M. anisopliae — solo) e 0 ESALQ1604 (M.

anisopliae — Biotech).

4.4.2 Avaliacdo do antagonismo por volateis

O antagonismo de Metarhizium aos fitopatdgenos F. moniliforme e C. falcatum
também foi avaliado quanto a possibilidade de Metarhizium estar produzindo algum tipo de
composto volatil com funcédo de inibir outros microrganismos.

Para tanto, foram utilizados apenas os isolados selecionados como os melhores
antagonistas, de acordo com as avaliagfes de porcentagem de inibi¢do e tamanho do halo de
inibicdo formado.

Os resultados mostraram que muito provavelmente ndo haja a presenca de compostos
volateis com funcdo de inibicdo dos fitopatdgenos, visto que a presenca da cultura de
Metarhizium no lado oposto dos mesmos, ndo causou nenhum tipo de alteracdo para F.
moniliforme e C. falcatum, ou seja, as coldnias dos fitopatdgenos se desenvolveram
naturalmente na outra extremidade da placa, sem que seu tamanho fosse afetado (Figuras 26 e
27).
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T1: ESALQ 1604 T2: ESALQ 1610 T3: ESALQ 1614 T4: ESALQ 1617

T5: ESALQ 1618 T6: ESALQ 1622 T7: ESALQ 1629 T8: ESALQ 1629

T9: ESALQ 1660 T10: ESALQ 1669 T11: ESALQ 1684

Controle: ESALQ1306 Controle: Fm Controle: ESALQ 1306+Fusarium

Figura 26 — Resultado do teste de producdo de volateis por Metarhizium spp. contra o fitopatégeno F.
moniliforme. Os nimeros correspondem ao cddigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.
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T2: ESALQ 1610 T3: ESALQ 1614 T4: ESALQ 1617

T7: ESALQ 1629 T8: ESALQ 1635

T9: ESALQ 1660 T10

Controle: ESALQ1306 Controle: C.f Controle: ESALQ1306+Collethotrichum

Figura 27 — Resultado do teste de producdo de volateis por Metarhizium spp. contra o fitopatégeno C.
falcatum. Os numeros correspondem ao codigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.

4.4.3 Avaliacédo do antagonismo em meio liquido

Além dos testes de antagonismo em placas de Petri, também foram realizados testes
em meio liquido para tentar observar se ha a producdo de algum composto ndo volatil
(enzimas ou outros) que atuem na inibicdo dos fitopatdgenos. Os resultados mostraram que
alguns isolados de Metarhizium spp. foram capazes de inibir o crescimento dos fitopatégenos

em meio liquido.
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Para ambos fitopatogenos (F. moniliforme e C. falcatum) os resultados qualitativos
(observacdo dos frascos) mostrou que alguns dos isolados testados foram capazes de inibir o
crescimento das células do fitopatogeno.

Para a confirmacdo dos resultados obtidos foram feitas laminas frescas das culturas
que apresentaram inibicdo e dos controles. Foi possivel observar que no experimento com F.
moniliforme, apenas os isolados ESALQ1614 e ESALQ1629 confirmaram a capacidade de
inibicdo a0 mesmo, por apresentarem conidios e conidioforos de Metarhizium confirmando a

inibicdo (Figura 28).

Figura 28 — Teste de antagonismo de Metarhizium ao fitopatogeno F. moniliforme em meio liquido.
A: ESALQ-1614+ F. moniliforme; B: ESALQ-1629+ F. moniliforme e C: Controle F.
moniliforme

No experimento com o fitopatogeno C. falcatum, néo foi possivel confirmar a inibicéo
do crescimento do mesmo mediado pela presenca de isolados de Metarhizium spp. Apenas 0
tratamento com T. harzianum (ESALQ-1306), confirmou sua capacidade de inibicdo para o
isolado por apresentar apenas suas estruturas vegetativas (conidios) nas laminas (Figura 29).

Figura 29 — Teste de antagonismo de Metarhizium ao fitopatégeno C. falcatum em meio liquido. A:
ESALQ-1629+ C. falcatum ; B: ESALQ-1306+ C. falcatum e C: Controle C. falcatum

4.4.4 Experimento de cultivo pareado “in vitro” entre Metarhizium spp. e T. harzianum

O experimento de cultivo pareado entre Metarhizium spp. e T. harzianum mostrou que
apesar de conviverem naturalmente no solo, Metarhizium spp. e T. harzianum competem por
espaco e nutrientes.
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A presenca de T. harzianum ndo afetou o didmetro de Metarhizium spp., porém
cresceu por cima do mesmo. Além disso, entre suas coldnias houve a formagao de um halo de
inibicdo nos tratamentos ESALQ425 (M. anisopliae — inseto), ESALQ1426 (M. anisopliae —
inseto), ESALQ1641 (M. anisopliae — inseto), ESALQ1610 (M. anisopliae — solo),
ESALQ1616 (M. anisopliae — solo), ESALQ1617 (M. anisopliae — solo), ESALQ1629 (M.
robertsii — solo), ESALQ1634 (M. robertsii — solo), ESALQ1635 (M. robertsii — solo) e
ESALQ1636 (Metarhizium sp. indet. 2 — solo) (Figura 30).

A hipétese é que Metarhizium spp. possa liberar enzimas que degradem as células de
outros fungos, de modo a competir com eles. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer a

interacdo entre estes dois importantes grupos de fungos de solo.

T19: ESALQ1638 T20: ESALQ1641T21: ESALQ1660 T22: ESALQ1669 T23: ESALQ1684 T24: ESALQ1739

Controle: ESALQ1306

Figura 30 — Teste de antagonismo entre Metarhizium spp. e T. harzianum por cultivo pareado. Os
nameros correspondem ao cédigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.
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Na regido do halo de inibigdo é possivel observar as hifas de Trichoderma no meio
deste espaco, ndo configurando um halo verdadeiro, mas sim uma possivel degradacdo das

hifas por alguma substancia produzida por Metarhizium (Figura 31).

Figura 31 — Interagdo entre ESALQ1616 (M. anisopliae — solo) e ESALQ1306 (T. harzianum).
Detalhe para as hifas crescendo entre o halo de inibicdo

4.5 Ensaios de métodos qualitativos para determinacdo de caracteristicas fisiologicas

associadas a funcdo de promocdao de crescimento e antagonismo de Metarhizium spp.

4.5.1 Verificacdo da capacidade de producdo de RB-1,3-Glucanase pelos isolados de
Metarhizium spp.

Os ensaios de producdo de B-1,3-Glucanase pelos isolados de Metarhizium spp.
revelaram que 20,8% dos 24 isolados testados sdo produtores desta enzima hidrolitica (Figura
32). Os isolados produtores da enzima sdo ESALQ1618 (M. robertsii — solo), ESALQ1610
(M. anisopliae — solo), ESALQ1684 (Metarhizium sp. indet. 4 — solo), ESALQ1660
(Metarhizium sp. indet. 4 — solo) e ESALQ1617 (M. anisopliae — solo). Todos 0s outros

isolados n&o produzem a enzima.
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Figura 32 — Produgdo de B-1,3-Glucanase pelos isolados de Metarhizium spp. Detalhe para halo de
degradacdo; A: ESALQ1618, B: ESALQ1610, C: ESALQ1684, D: ESALQ1660, E:
ESALQ1617 e F: ESALQ1634 (isolado ndo produtor de enzimas hidroliticas). Os
nimeros do eixo X correspondem ao codigo dos isolados depositados na colecdo de
microrganismos entomopatogénicos da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.

Os resultados deste experimento sdo importantes para o entendimento dos mecanismos
pelos quais Metarhizium pode ser antagbnico a fungos fitopatogénicos. Para degradar a parede
celular dos outros microrganismos, esses fungos produzem a enzima hidrolitica B-1,3-
Glucanase e assim se tornam capazes de atuar no controle bioldgico destes microrganismos.
Vale lembrar que todos estes isolados que produzem a enzima, foram os que formaram zona
de inibicdo nos experimentos de antagonismo por cultivo pareado, sendo entdo uma possivel
explicacdo para tal resultado. Este é possivelmente o primeiro relato da producdo deste tipo de

enzimas por Metarhizium.
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4.5.2. Verificagdo da capacidade de producdo de Sideroforos pelos isolados de
Metarhizium spp.

Os Siderdforos sdo um dos principais compostos que microrganismos promotores de
crescimento vegetal produzem. Desta forma, sua producdo ajuda 0 microrganismo a competir
efetivamente contra outros organismos, pelo ferro disponivel no ambiente. Além desta, outra
funcdo atribuida aos Sideréforos sdo a solubilizacdo do ferro presente no solo e
disponibilizacdo do mesmo para as plantas.

Constatou-se que 8 (33,35%) isolados sdo produtores de Sideroforos. Os isolados
produtores deste composto sdo ESALQ425 (M. anisopliae — solo), ESALQ1604 (M.
anisopliae — Biotech), ESALQ1615 (M. anisopliae — solo), ESALQ1616 (M. anisopliae —
solo), ESALQ1617 (M. anisopliae — solo), ESALQ1618 (M. robertsii — solo), ESALQ1684
(Metarhizium sp. indet. 4 — solo) e ESALQ-1739 (Metarhizium sp. indet. 1 — solo) (Figura
33).

De acordo com a descricdo acima é possivel perceber que todos os isolados produtores

de sideroforos sdo provenientes de solo e que de todas as espécies de Metarhizium testadas,

apenas a espécie indeterminada 2 ndo produziu essa substancia.

Figura 33 — Resultado dos experimentos de producdo de Sideroforos por isolados de Metarhizium spp.
A coloragdo amarela indica a produgdo deste composto pelo fungo. Os isolados produtores
de Sideroforos estdo apontados por seta preta. De A1-A12: T1 ao T12 e B1-B12: T11-
T24 (isolados descritos na tabela 1)
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5 DISCUSSAO

O uso de Metarhizium permaneceu por muitos anos focados em sua patogenicidade a
insetos, porém estudos recentes, tem se voltado para a exploracao da ecologia deste fungo em
solos e plantas. Os resultados presentes neste trabalho mostram uma nova area de estudos
sobre a relagé@o de fungos entomopatogénicos com plantas.

A relacdo endofitica de fungos entomopatogénicos do género Metarhizium foi
recentemente descoberta, mas somente agora esta sendo revelado o potencial do uso aplicado
destes beneficios. Azevedo; Araudjo (2007) definiram como microrganismos endofiticos todos
aqueles cultivaveis ou ndo, que habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar prejuizo ao
hospedeiro, e que ndo desenvolvem estruturas externas visiveis. Dentre as vantagens da
interacdo enddfito-hospedeiro esta o fato do microrganismo se beneficiar com protecao,
alimentacédo e transmissdo na planta, enquanto esta se favorece da promoc¢éo de crescimento,
reproducao e resisténcia as alteracdes do ambiente (SAIKKONEN et al., 1998).

Os resultados apresentados neste estudo revelam que diferentes espécies de
Metarhizium sdo capazes de colonizar as raizes de mudas de cana-de-acUcar e promover
varios beneficios que resultam em crescimento mais rapido das plantas. Trabalhos recentes
demonstraram o efeito promotor de crescimento de Metarhizium em outras espécies de
plantas cultivadas, como feijdo (SASAN; BIDOCHKA, 2012), tomate (ELENA et al., 2011),
milho (LIAO et al., 2014) e soja (KHAN, 2012), por exemplo, porém este € 0 primeiro
trabalho que mostrou a efetividade deste fungo como promotor de crescimento para a cultura
da cana-de-acUcar, utilizando apenas isolados brasileiros. Esse estudo revela especialmente o
potencial de espécies de Metarhizium ainda ndo identificadas.

Gemas de cana-de-acUcar tratadas com isolados de Metarhizium spp. originaram
plantas que apresentaram maior tamanho da parte aérea e maiores valores de peso de raizes
comparado aos controles utilizados (agua e T. harzianum) em condi¢Ges de casa-de-
vegetacdo. Alem disso, foi possivel recuperar o fungo inoculado nos experimentos a partir de
amostras de raizes das plantas, confirmando que, de fato estes entomopatdgenos podem estar
fortemente associados a rizosfera de plantas e ndo necessariamente a parte aérea.

O cultivo da cana a partir de mudas pré-brotadas, permite a reducdo do volume de
gemas ou colmos gastos por hectare, em relacdo ao plantio convencional, além de outros
beneficios como a sanidade das mudas, uniformidade do plantio e menor volume de material
no campo (LANDELL et al.,, 2012). Porém a técnica de plantio por MPB ainda possuli
limitacOes pontuais, dentre elas a baixa porcentagem de sobrevivéncia das mesmas devido a

pequena quantidade de reserva da gema (5 cm = 1,2-1,8g de acUlcares), comparado ao tolete
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(30 cm = 6,0-8,0g de acgucares), sendo necessario ainda investimentos em técnicas que
busquem aumentar o nimero de mudas germinadas e que sejam capazes de sobreviver ao
processo de producdo das mesmas, que leva em media 60 a 100 dias (FRAGA-JUNIOR,
2015).

Os ensaios de producdo de MPB realizados em campo mostram que Metarhizium foi
capaz de propiciar uma maior germinacdo e aceleracdo do desenvolvimento das gemas de
cana. O tratamento das gemas com Metarhizium spp. isoladamente resultaram em maiores
porcentagens de pegamento apds o transplantio das mesmas para os tubetes, em relacdo ao
uso do tratamento rotineiramente utilizado pela usina baseado na aplicacdo de Comet® e
Biozyme TF. A brotacdo das gemas de cana-de-agucar pode variar de acordo com diversos
fatores e deve ser dada atencdo redobrada neste periodo (FRAGA-JUNIOR, 2015).

Estes resultados sdo importantes do ponto de vista aplicado do uso de Metarhizium
como probidtico para a cultura da cana-de-agucar, visto sua ampla e bem-sucedida aplicacdo
para controle de insetos, principalmente da cigarrinha das raizes (M. fimbriolata) e sua
persisténcia no solo e colonizacao das raizes das plantas.

Trabalhos recentes mostraram que Metarhizium possui dois ciclos de vida distintos
(WANG et al., 2005), um como patdgeno de insetos e outro como sapréfita. Meyling et al.
(2006) e Keyser et al. (2014) indicaram que plantas podem ser utilizadas por Metarhizium
como um vetor ou hospedeiro, no auxilio da dispersdo de seus conidios no ambiente.
Corroborando com os resultados obtidos quanto a recuperacdo dos fungos inoculados a partir
de partes da planta, especialmente de tecidos como a raiz.

Metarhizium foi capaz de persistir nas raizes das plantas colonizadas por até 90 dias da
inoculacdo. Neste caso, a porcentagem de recuperacdo do fungo para alguns isolados chegou
até a 100%. Estudos mais antigos de monitoramento sobre populacdes de Metarhizium no
solo, ja mostravam que o fungo é capaz de se manter melhor na rizosfera do que no solo (HU;
ST LEGER, 2002). Um trabalho recente confirma a preferéncia de Metarhizium em habitar a
regido da rizosfera e raizes das plantas, em comparacdo ao caule e folhas (BEHIE; JONES;
BIDOCHKA, 2015), quando isolados por meio de cultura seletivo. Akello e Sikora (2012)
também mostraram que Metarhizium persistiu por um més nas raizes de plantas apo6s a
inoculacdo de sementes por imersdao em suspensdo de conidios. Estes achados confirmam a
preferéncia de Metarhizium em habitar as raizes de plantas, assim como sua capacidade
endofitica.

Né&o foi possivel a recuperacdo de coldnias de Metarhizium das folhas e caules das

plantas de cana-de-agucar inoculadas, diferentemente do encontrado por Batta (2013), que
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conseguiu recuperar o fungo M. anisopliae de plantas que tiveram suas folhas pulverizadas
por uma suspensdo do mesmo. Golo et al. (2014) também conseguiu recuperar Metarhizium
das folhas de plantas inoculadas por M. acridum e M. robertsii 12 dias ap0s o procedimento.

Apesar disso, vale salientar que col6nias de Beauveria foram recuperadas de folhas e
caules das plantas de cana-de-agUcar, mostrando que este fungo pode ser um endofitico destas
plantas. J& é conhecido h& algumas décadas, que o género Beauveria sp. é endofitico em
diversas culturas, inclusive em gramineas, como o milho (Zea mays L.) (WAGNER; LEWIS,
2000;) e em sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) (TEFERA e VIDAL, 2009), porém a
ocorréncia deste género de fungo entomopatogénico endofitico em cana-de-aglUcar ndo havia
sido demonstrado.

A clorofila exerce um papel muito importante na quantidade de radiacdo solar que a
planta absorve e que isso esta ligado ao potencial fotossintético da planta, o que reflete em sua
producdo (BARBIERI JUNIOR, 2009). Ainda de acordo com Barbieri Janior (2009), o teor
de clorofila na folha esta intimamente ligado as concentragdes de nitrogénio destas.

Em nosso experimento ndo foi possivel observar diferencas estatisticas significativas
em relacdo ao teor de clorofila das plantas inoculadas com Metarhizium comparando com o
controle. Mesmo ap6s 90 dias ndo foi possivel observar se a inoculagdo com o fungo poderia
aumentar os teores de clorofilas A, B e Total nas plantas. Esses resultados séo diferentes dos
apresentados por Khan (2012) que observou um aumento das taxas de clorofila e do potencial
fotossintético de plantas de soja inoculadas com Metarhizium. O resultado também sugere que
estudos mais especificos e detalhados com numero de amostragens maiores sobre taxa
fotossintética e contetdo de clorofila devam ser realizados para esclarecer os beneficios da
inoculacdo de Metarhizium para este parametro.

A segunda parte dos experimentos foi conduzida com o objetivo de estudar o
antagonismo de isolados de Metarhizium spp. contra fungos fitopatdgenos da cultura da cana-
de-acucar. Os resultados obtidos mostraram que todas as espécies de Metarhizium testadas
foram capazes de inibir o crescimento de F. moniliforme e C. falcatum, sendo que a melhor
espécie dentre as testas foi M. robertsii, que proporcionou até 54% de inibicdo para ambos
fitopatdgenos.

Apenas dois trabalhos foram realizados até 0 momento com o intuito de observar a
capacidade de antagonismo de Metarhizium a fitopatdgenos e 0 nosso trabalho se apresenta
como o primeiro relato de atividade antagonista para a espécie M. anisopliae, visto que 0s
trabalhos publicados relatando antagonismo até agora sdo apenas em relacdo as espécies, M.
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robertsii, M. brunneum e M. flavoviridae (KEYSER et al. 2015; SASAN e BIDOCHKA,
2013).

Além disso, este também é o primeiro trabalho de teste de antagonismo de
Metarhizium a importantes fitopatdgenos da cultura da cana-de-aclcar. Os resultados obtidos
sdo de grande relevancia vista a problematica da podriddo vermelha do colmo para a cultura
da cana-de-agUcar. Dada a larga utilizacdo de Metarhizium nesta cultura, a descoberta do
potencial antagbnico deste fungo abre mais uma nova utilidade e eficacia da aplicacdo do
mesmo em canaviais e no tratamento de mudas. Além dos experimentos feitos em placa de
Petri por cultivo pareado, também foram realizados experimentos que detectaram a producédo
da enzima hidrolitica 3-1,3-Glucanase, que tem por funcdo degradar a quitina presente na
parede de fungos, atributo de muitos microrganismos antagonistas e com potencial de
biocontrole de fitopatdgenos. Trabalhos feitos utilizando fungos do género Colletotrichum e
Fusarium ja mostraram a producdo desta enzima por outros organismos
(CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2008), porém, ainda ndo foram estudados, até 0 momento,
0s processos pelos quais Metarhizium consegue inibir o desenvolvimento de fitopatdgenos.
Nosso trabalho, porém, demonstra que apesar dos isolados testados serem capazes de produzir
B-1,3-Glucanase, nenhum deles produz compostos volateis que poderia mediar o efeito
antagobnico, sugerindo que, de fato, o fungo possa estar produzindo estas e outras enzimas
aqui ndo estudadas, além de competir por espago e nutrientes.

Além da producdo de R-1,3-Glucanase, também foi constatada a producdo de
sideroforos para alguns dos isolados testados na pesquisa. Sideréforos sdo pequenas
moléculas que tem como funcdo auxiliar o microrganismo a competir com os outros pelo
ferro disponivel no ambiente, sendo que, desta forma o microrganismo limita o
desenvolvimento de outros por meio de supressdo, podendo os siderdforos ser também
relacionados com o antagonismo a fitopatdgenos e também por auxiliar a planta,
solubilizando o ferro presente no solo para a mesma (PRABHU, 1996; WINKELMANN et al.
1991).

Glick et al. (1999) afirmaram que o sequestro de ferro por sideroforos esta relacionado
tanto & promocdao de crescimento pela disponibilizagdo do ferro para as plantas, quanto aos
controle biologico de doencas de plantas, pela competicdo pelo ferro com estes.

Desta forma, este resultado complementa os achados dos experimentos em casa de
vegetacdo e também do antagonismo em placas e esta é a primeira vez em que se fala da

producdo deste composto por fungos entomopatogénicos.
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Por fim, a dltima parte deste estudo objetivou verificar o efeito da relacdo planta-
fungo-inseto, mostrando que a inoculacdo de Metarhizium nas plantas pode beneficiar a
mesma protegendo-a contra o ataque de pragas e nematoides. Para o0 ensaio com a broca-da-
cana, D. saccharalis, foi observado que 90% das espécies testadas causaram mortalidade
confirmada a praga. Neste experimento o0 método de inoculacdo foi aplicacdo de suspensao
diretamente no solo e foi possivel notar que mesmo apds um periodo de tempo o fungo ainda
estava presente e foi capaz de matar os insetos. Estudos observando a acdo endofitica por
mais tempo nas plantas serdo importantes para confirmar a persisténcia destes beneficios.

O experimento com o nematdide M. javanica, mostrou que a inoculagdo do fungo
propiciou a diminuigcdo no numero de massa de ovos nas raizes das plantas de cana-de-agucar
em relacdo ao controle. Estudos sobre a utilizacdo de Metarhizium para o controle de
nematoides sdo poucos e antigos. Rossi et al. (2006a) observou uma diminuicdo dos niveis
populacionais dos nematoides quando M. anisopliae foi aplicado no sulco de plantio de cana-
de-agUcar (ROSSI et al., 2006a) e em outro trabalho, observou-se que M. anisopliae diminuiu
significativamente os nimeros de ovos e de juvenis de segundo estadio emergidos (ROSSI et
al., 2006b).

Ensaios futuros com utilizando mais isolados do fungo e até mesmo outra espécie de
nematdide praga, como Meloidogyne incognita, nematdide das galhas da cana-de-agucar,
serdo de extrema importancia para confirmacdo do potencial de Metarhizium no controle de
nematoides, visto que ndo ha trabalhos cientificos nesta linha.

Diante do grave problema fitossanitario que os nematdides de galhas representam para
0 sistema canavieiro, a alternativa da aplicacdo de Metarhizium para esta finalidade se mostra
muito promissora pelo fato deste fungo ja ser amplamente utilizado na cultura da cana-de-
acucar no Brasil.

Ainda sdo muito incipientes os trabalhos que estudaram relagbes entre plantas
inoculadas com Metarhizium e acéo desta interagdo para insetos praga ou nematoides. Akello
e Sikora (2012) observaram que plantas inoculadas com o fungo por tratamento de sementes
afetaram o desenvolvimento de afideos, em relacdo ao fitness e reproducéo.

Keyser et al (2014) mostrou que Metarhizium pode manter sua patogenicidade a
insetos mesmo quando inoculados nas raizes de plantas, demonstrando que a planta pode
atuar como ponte entre o entomopatogeno e insetos hospedeiros.

Os mecanismos pelos quais o fungo é capaz de, ora colonizar plantas, ora matar
insetos pode ser explicado pela descoberta da existéncia dos genes MAD1 (Metarhizium

adhesin 1) ligado a producdo de blastosporos e viruléncia a insetos e 0 MAD2 (Metarhizium
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adhesin 2), relacionado colonizagéo e crescimento do fungo em plantas (WANG; ST LEGER
2007, WANG, HU, ST LEGER, 2005). A descoberta destes dois genes, ajuda no
entendimento de mecanismos fisioldgicos do fungo para se adaptar a diferentes condicdes
atraves dos niveis de expressao destes genes. De acordo com Keyser et al (2014) a associacao
do fungo com plantas pode beneficiar 0 mesmo por aumentar sua mobilidade no solo e a
chance de encontrar insetos hospedeiros suscetiveis.

Metarhizium além do seu potencial como agente de biocontrole de pragas, apresenta
outros beneficios até entdo pouco estudados ou desconhecidos. No caso da cultura da cana-de-
acucar, ele pode também promover um melhor arranque da gema inoculada com o fungo,
fazendo que o propagulo esteja menos vulneravel a intempéries que possa ocorrer no solo,
como pragas e doencas. Além disso, desencadeia um maior crescimento vegetativo,
comprimento de planta e nimero de perfilhos, que culminara em uma maior produtividade.
Atrelado a isso temos os beneficios jd conhecidos como o controle de pragas como D.
sacharalis, e também efeitos benéficos pouco conhecidos, sobre seu efeito sobre
fitonematdides e fitopatdgenos. Os resultados aqui apresentados sdo inovadores, e abrem
portas para explorar os entomopatdgenos ndo somente como biocontroladores de pragas, mas

também como possiveis probioticos de plantas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de fungos entomopatogénicos atuando como colonizadores da rizosfera de
plantas, como promotores de crescimento e antagonistas a fitopatdgenos abre mais
possibilidades para a exploracdo das interacbes dos mesmos com plantas, principalmente
almejando usufruir da capacidade endofitica destes fungos no biocontrole de insetos.

Diante deste cenario surge a necessidade de investimentos em pesquisas que visem
compreender os mecanismos de colonizacdo de Metarhzium spp. em plantas, a persisténcia
dos mesmos, os beneficios que o fungo podera oferecer a planta hospedeira e principalmente
entender a relagdo fungo-planta-inseto, buscando esclarecer a capacidade de interagdes como
esta aplicadas ao controle biolégico de insetos praga.

Nossos resultados se mostraram relevantes do ponto de vista da importancia da cultura
da cana-de-acucar para o Brasil e pelo fato de Metarhizium anisopliae ser aplicado e
produzido em larga escala em usinas de todo o pais. Estes resultados indicam que o isolado
ESALQ1635 é foi o melhor dentre os outros para todos os parametros testados, entretanto as
linhagens brasileiras ainda ndo identificadas também sdo muito promissoras.

Estudos futuros serdo necessarios para compreensao dos mecanismos que o fungo
utiliza para conferir os beneficios de crescimento, assim como o antagonismo a fitopatdgenos.
Ensaios em campo, com diferentes variedades de cana-de-aclcar e diferentes concentragdes
do fungo serdo necessarios para o planejamento e implementacdo de uma nova técnica de
producdo de mudas com o uso de Metarhizium spp. e até mesmo a aplicacdo em campo

visando alcancar os beneficios aqui mostrados.
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