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RESUMO - Foi verificado, através de bioensaios com ninfas de Decisfiavopícta Stal 1854 (1-lomoptera, 
Cercopidae), o efeito de sucessivas repicagens em meio de arroz, na virulência de Metarriflizium aniso-
pliae (Metsch.) Sorolcin. Testaram-se a cepa E 9 , proveniente do Estado do Espírito Santo, e o isolado 
J-7 1, obtido de infecção natural em D. flavopicta, em Jataí, GO. Em ambos casos, partiu-se de esporos 
retirados de cigarrinhas infectadas em laborat6rio, para obtenção da primeira geração em meio de 
arroz. Os resultados indicaram que o ponto méximo de virulência é atingido na terceira geração do fun-
go. Nesta geração, a percentagem de infecção das ninfas foi de 65% pan a cepa E 9 , e 76.6% para o iso-
lado 1-71. A partir da terceira geração, houve sensível redução na infecção das ninfas; na décima gera-
ção, a percentagem de infecção foi de 11,3% para E 9 , e 16,7 para J-71. Dois dias após a inoculação do 
fungo, teve início a morte dos insetos. O crescimento miceliar externo iniciou-se após três a quatro 
dias, e a esponilação, após cinco a sete dias. 

Termos para indexação: Metarrhizium anisopliae, Deois flavopicta, controle microbiológico, cigarrinha-
-das-pastagens. 

EFFECT OF SUCCESSIVE TRANSPLANTATION IN RICE 
ON THE VIRULENCE OF METARRHIZIUM ANISOPLIAE (METSCHJ SOROICIN 

AGAINST DEOIS FLAVOPICTA 

ABSTRACT - The effect of succesive transplantation in a rico mediurn on the virulence of Metarrhi-
5/um an/sopl/ae (Metsch.) Sorokin was studied through a biossay with nymphs of Deois flavopicta Stat 
1864 (Homoptera, Cercopidae). The strain E 9 , from Espirito Santo state, Brazil, and an isolate J-71, 
obtained frorn a natural infection in Deois flavopicta, in Jatai, GO, Brazil, were tested. In both cases 
spores were collected from artificially infected spittlebugs to obtain the first generation in rico 
medium. It was demc-nstrated that tho maximum degree of virulence was attained in the third 
generation of fungus. In this generation, the percentage of dead nymphs, due to Metarrhizium aniso-
pliae, ranged from 65% for strain E9 to 76.6% for the J-71 isolate. After threo generations in a rico 
mediurn, rapid reduction was observed in the nymphal infection rato. After 10 generations, the average 
percent infection was 11.3 for strain E9 and 16.7 for J-71. Insects started to die twa days alter fite 
fungal inoculations; superficial mycelial growth began after three to four days, and sporulation started 
frorn five to seven days after inoculation. 

Index terms: Metarrhizium anísoplíae, Deois flavopicta, microbial control, grass spittlebug 

INTRODUÇÃO 

O fungo entomógeno. Metarrhizium anisopliae, 

tem sido bastante utilizado no Brasil, nos últimos 

anos, na luta contra pragas, especialmente cigarri-
nhas-da-cana-de-açúcar (Guagliumi et ai. 1974, 
Aquino et ai. 1975, Pereira et ai. 1979) e cigarri-
nhas-das--pastagens (Araújo & D'Aguiar 1975, 
Correia et al. 1979, Ramiro & Cottas 1979, Oh- 
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veira & Curi 1979, Silva 1980). 
Geralmente, utiliza-se o arrbz cozido como 

meio de cultura para produção de M. anisopliae 
em larga escala, sendo freqüente a sua multiplica-

ção por empresas particulares e estatais, principal-

mente nos Estados de Pernambuco, Magoas, Ba-
hia, São Paulo e Mato Grosso. Quando comparado 

com outros substratos de diferentes origens e ca-
racterísticas, o arroz apresenta vantagens, como 

ótima produção de esporos, baixo custo e fácil ma-
nuseio (Aquino 1974, Balaraman 1980, Marques 
et aL 1981, Daoust & Roberts 1983), 

De maneira geral, os fungos entomógenos po-

dem ser cultivados em meio artificial sem muita 
dificuldade (Ferron 1981); contudo, após sucessi-
vos cultivos, a virulência poderá ser reduzida ou 
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até mesmo perdida, conforme foi observado no 
caso da Beauveria bassiana (Schaerffenberg 1964) 
e M. anisopliae (Foz & Jaques 1958, Latch 
1965). 

O objetivo deste trabalho foi determinar a gera-
ção na qual ocorre a máxima virulência de M. ani-
sopliae, para a cigarrinha-das-pastagens, Decis 
fiavõpicta, utilizando-se arroz, como substrato. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Para se observar o efeito de sucessivas repicagens em 
arroz, na virulência de M. anisopliae, reàlizaram-se bioen-
saios com ninfas de O. fia vopicta, testando-se a cepa E 9 , 

proveniente da Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecuá-
ria (EMCAPA), e um isolado obtido de infecção natural, 
em O. fiavopicta (1-71), no município de Jataí, GO. 

Iniciaram-se os bioensaios com ninfas que foram in-
fectadas em laboratório com as cepas E9  e 1-7 1. Para a 
obtenQão da primeira geração do fungo em meio de cul-
tura, foram retirados esporos das cigarrinhas e inoculados 
em meio de arroz, preparado com 20 g de arroz e 50% de 
água. Quando a cultura estav*com sete dias de idade, pro-
cedeu-se à transferência de grãos de arroz que continham 
esporos do fungo, para Erlenmayer contendo meio de 
arroz, obtendo-se, assim, a segunda geração e, a partir des-
ta, as gerações subseqüentes, seguindo-se a mesma meto-
dologia. O delineamento experimental utilizado foi o de 
blocos casualizados, com arranjo fatorial 2 x 10 e seis re-
petições, sendo o primeiro fator as cepas e, o segundo, as 
gerações do fungo. Na comparação das médias, foi empre-
gado o teste de Duncan. 

Coletaram-se ninfas do terceiro instar em Brachiaria 
decumbens, no campo da Estação Experimental "Olavo 
Sérvulo de Lima", em Jataf, GO, que foram transferidas 
para plantas de B. decumbens cultivadas em vasos de plás-
tico com capacidade para 500 ml. Após 24 horas, quando 
as ninfas já estavam fixadas e produzindo espuma, proce-
deu-se às inoculações com uma gota de suspensão que 
continha aproximadamente 8,8 x 108  conídios/mI de Ai. 
anisoptiae e 1% de Uiten. com  viabilidade variando de 
97% - 98% para 1-71 e 98% - 99% para E9 . A contagem 
dos conidios foi feita em hcmacitómetro, e o teste devia-
hilidade foi executado em BOA, após 22 horas de incuba-
ção dos conídios a 25°C. As testemunhas rcceberam ino-
culação de orna gota de água destilada esterilizada. Após a 
inoculação, as ninfas permaneceram à temperatura am-
biente (± 28°C). 

Por um período de dez dias após a inoculação, realiza-
ram-se observações diárias. Após a morte, as cigarrinhas 
foram desinfectadas com hipoclorito de sódio a 0,5%, en-
xaguadas por três vezes em água destilada esterilizada, e 
colocadas, individualmente, em placas-de-petri contendo 
papel-filtro umedecido. Em microscópio estereoscópico, 
verificou-se o início dci crescimento micelial externo e da 
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esporulação do fungo. Os insetos que não apresentaram 
nenhum desenvolvimento do fungo, após dez dias da ino-
culação, não foram considerados infectados. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O ponto máximo de virulência de M. anisopliae, 
para O. fiavopicta, foi atingido na terceira geração 
do fungo, em meio de arroz. Nesta geração, a per-
centagem de infecção de ninfas foi de 65%, para 
E9 , e 76,6% para J-71. A partir da terceira geração, 
houve uma redução gradativa na infecção das ci-
garrinhas, chegando a uma percentagem média de 
infecção de 11,3%, para E9 , e 16,7% para J-71, 
na décima geração (Fig. 1). A morte dos insetos 
teve início dois dias após a inoculação; o cresci-
mento micelial externo iniciou-se após três a qua-
tro dias, e a esporulação, após cinco a sete dias. A 
percentagem de infecção nas testemunhas foi nula. 

o 
o o 
a 
a 
a 
a 
o 

GEflAÇÃO DO FUNGO EM MEIO DE ARROZ 

FIG. 1. Infecção (%) de Deois f/avopicta inoculada com 
Metarrhizium anisopliae, nas diferentes gerações-
em meio de arroz. 

A análise de variància mostrou efeito significa-
tivo ao nível de 1% de probabilidade pelo teste F, 
para cepas, gerações e interação cepas x gerações. 
Considerando que a interação cepas x gerações 
foi altamente significativa, fez-se a comparação de 

médias entre gerações dentro de cepas e de cepas 
dentro de gerações. Tanto para a cepa J-71 como 
para E9 , a maior percentagem de infecção foi obti- 
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da na terceira geração (77% e 65%, respectivameta-

te). Não houve difernças entre as gerações 1, 4 e 
5, para a cepaj-71, nem entre as gerações 1, 2 e 4, 
para a cepa E 9  (Tabela 1). 

O efeito de sucessivas repicagens em meio arti- 

ficial, na virulência de B bassiana, foi estudado 
por Schaerffenberg (1964). Observou-se que a 
maior virulência foi obtida na terceira geração em 
meio de cultura e mantida no mesmo nível até a 
16, notando-se, a partir daí, um sensível declínio. 

TABELA 1. Médiai de infecção (%) relativas a interação cepas x gerações sucessivas de Metarrhizium anisopliae cultiva-
do em meio de arroz, comparadas entre e dentro pelo teste de Duncana 5% de probabilidade. EMGOPA, 
Jataf, GO, 1982. 

Geração do fungo em arroz a  
Isolado/Copa 	 Média 

	

3 	4 	5 	6 
	

10 

.1-71 	65aBC 	60aCD 77 aA 68aB 	65aBC 60aCD 53a0 	35aE 33aE 17aF 	53 
E9 	3IbBCD 42bB 65bA 40bBC 35bC13 35bCD 32b0 30aD 20bE ilaF 	35 
Média 	51 	52 	71 	54 	50 	47 	42 	32 	27 	14 	- 

a Médias seguidas das mesmas letras maiúsculas, na horizontal, e letras min(isculas, na vertical, n5o diferem significativa-
mente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan. 

CONCLUSÕES 

1. Os resultados obtidos indicam que a multipli-
cação de M. anisop?iaa, para ser usada como agente 
de controle biológico de D. flavopkta, no campo, 
deve ser feita a partir da segunda geração em meio 
de artoz; assim, o fungo distribuído no campo 
estará com seu potencial máximo de virulência. 

2. Após a terceira geração em meio dó arroz, o 
fungo deverá ser reisolado do inseto, para que seja 
novamente multiplicado em laboratório. 

3. O fato de a virulência do isolado nativo 
Q-71) ser superior à da cepa introduzida (E 9 ) sa-
lienta a importância da utilização de fungo já 
adaptado às condições ambientais da região e à 
espécie de cigarrinha que se pretende controlar. 
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