REISOLAMENTO DE Metarhizium brunneum EM FOLHAS DE FEIJAO CAUPI
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Introdugao

Metarhizium brunneum é um fungo entomopatogénico pertencente ao filo Ascomycota que
apresenta conidios na forma assexuada. Este fungo é identificado pela coloracdo verde e pela forma
cilindrica dos conidios que se organizam em cadeia formando uma camada densa e compacta de esporos.
As diferentes espécies de Metarhizium se mostram altamente eficiente no controle de insetos e de
carrapatos (testes in vitro), podendo ser isolado do solo ou em insetos mortos na agricultura.

Sua agdo ocorre geralmente via tegumento, e a morte do hospedeiro é decorrida devido a produgao
de micotoxinas, mudancgas patolégicas na hemocele, agdo histolitica e bloqueio mecanico do aparelho
digestivo ocasionado pelo crescimento do micélio e iniciacdo do processo de esporulagdo fungica (ALVES,
1998; NASCIMENTO, 2003). Outras formas de agdo do fungo contra insetos vem sendo recentemente
exploradas: alguns autores sugerem que quando dentro da planta o fungo ainda poderia causar efeitos
negativos em insetos, através da producdo de metabdlitos téxicos para insetos (BATTA et al., 2013; GOLO
et al, 2014). No presente estudo objetivou-se explorar as possiveis interagdes que ocorrem entre
Metarhizium e plantas da espécie Vigna unguiculata (feijao Caupi). Ja se sabe que outras especies de
fungos entomopatogénicos (viz., Beauveria bassiana) sdo capazes de colonizar plantas, mas as interagcoes
entre plantas e Metarhizium ainda nao estdo bem estabelecidas.

Metodologia

Isolados fungicos e suspensoées

O fungo utilizado nos experimentos foi o isolado ARSEF 1095 de Metarhizium bruneum cedido pela
Agriculture Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi (ARSEF) Laboratério de Plantas, Solo,
e Nutricdo (Ithaca, NY, EUA). O isolado foi cultivado em meio batata dextrose agar (Difco Laboratories,
Detroit, MI) em placas de Petri (polipropileno, 90 x 15 mm, Fisherbrand) no escuro a 28 + 1°C e por 14 dias.
Os conidios foram raspados das placas de cultura e suspensos em uma solugéo de agua estéril e Tween 80
a 0,01%. As suspensoes foram ajustadas para a concentragéo de x 107 conidios mL™".

Obtencao de Vigna unguiculata e delineamento experimental

Os feijdes deste estudo sdo de procedéncia da Embrapa Meio-Norte, sementes BRS-ITAM. O
plantio foi feito em condicionador de solo Natus Solos do Brasil esterilizado por autoclavagem. As sementes
de Vigna unguiculata foram dividias em dois grupos: o primeiro, onde 45 sementes foram imersas em
suspensio na concentragdo de 107 conidios mL™"; e o segundo onde 45 sementes ficaram imersas em agua
destilada. As imersdes duraram 1 hora. Apos esse periodo, foram plantadas 3 sementes em cada vaso, que
ficaram expostos em ambiente externo, sendo regadas quando necessario. 28 dias depois de plantadas, as
folhas do primeiro grupo foram expostas a suspensio flingica na concentragdo de 107 conidios mL"'. A
exposicado foi feita pincelando cada folha (tanto as novas quanto as maduras). As plantas expostas
permaneceram em camara Umida, onde foram envoltas por sacos plasticos e mantidas em temperatura
ambiente por 48 horas.

Reisolamento da folhas de Vigna unguiculata

Uma semana apos a exposicao das folhas ao fungo, foram retiradas 5 folhas de 3 plantas
diferentes. As amostras foram esterilizadas superficialmente com hidroxido de sddio 0,05% por 2 minutos;
etanol 70% por 2 minutos; e agua destilada estéril — 3x rinsar(PARSA et al., 2013). Posteriormente, foram
recortadas em pequenos quadrados de 0,5 cm aproximadamente e colocadas em meio artificial CTC
(FERNANDES et al., 2010). Ap6s o crescimento das colonias, foi feita cAmara imida com amostras, em 27
1+ 1°C UR 80% para analise das estruturas fungicas e confirmagao dos aspectos morfolégicos.

Resultados e Discussao



Em uma primeira tentativa de reisolamento de Metarhizium bruneum, apenas as folhas das plantas
foram expostas ao fungo, utilizando a mesma concentracdo e metodologia. Entretanto ndo foi obtido
sucesso no reisolamento, visto que as folhas, partes aereas do vegetal, ficam expostas ao meio ambiente, e
vulneraveis a chuvas, radiagcéo solar e outros microorganismos presentes no meio. No presente estudo, no
entanto, as sementes também foram expostas ao fungo antes de serem plantadas, e em resposta, foi
possivel reisolar colénias fungicas das folhas, mostrando entdo que a penetragdo nas sementes e
posteriormente nas folhas € o método mais eficiente ja que teve mais tempo para interagir com a planta,
com menor taxa de competigdo, de predagéo e sendo menos atingida por fatores abioticos.

Dez dias ap6s a inoculagéo das folhas no meio de cultura artificial, foi confirmado o crescimento de
colbnias do fungo Metarhizium spp. (Figura 1), mostrando que o fungo colonizou a planta eficazmente.

Na camara umida realizada a partir das colbnias fungicas reisoladas das folhas do feijao caupi,
foram observadas caracteristicas fungicas microscopicas de Metarhizium spp. (TULLOCH, 1976) (Figura 2).
O sucesso no reisolamento de Metarhizium em feijdbes amplia as perspectivas de utilizagdo desse fungos
entomopatogénicos em pragas agricolas que se alimentam das plantas, ja que alguns autores sugerem que
metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo podem causar efeitos negativos na atuagéo das pragas.

Figura 1: Reisolamento de
blénias de Metarhizium spp.
etas) de folhas de Vigna
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Figura 2: (A e B) Imagem microscépica (400x) de hifas
e conidios de Metarhizium spp. resultantes de
inoculacéo dos conidios da Figura 1 em camara umida.

Conclusao
Conclui-se que o isolado ARSEF 1095 de Metarhizium bruneum foi capaz de colonizar folhas de
feijao caupi.
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