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APRESENTAÇÃO 

Um dos obstáculos encontrados para o aumento da produtividade das culturas 
agrícolas ao redor do mundo são as doenças de plantas ou fitodoenças (Mekele Research 
Center, 1997). As plantas são atacadas por uma infinidade de microrganismos. Tanto em 
ecossistemas naturais como nos agrícolas, estas fitodoenças são responsáveis por alterar 
o funcionamento normal do metabolismo vegetal, causando a redução dos rendimentos da 
cultura, levando a depreciação do produto no mercado e perdas econômicas ao produtor 
(Araus, 1998). 

As doenças de plantas são realidades encontradas no dia a dia das lavouras. Por 
isso, aprender a conviver e a reduzir os impactos na agricultura é o objetivo prático da 
fitopatologia. Viabilizar novas formas de controle tem sido objetivo buscado por todos. 

Por muito tempo a agricultura foi marcada pelo uso, muitas vezes, indiscriminado 
do controle químico, popularmente conhecido como agrotóxicos, pesticidas, praguicidas ou 
remédios de plantas. O controle químico era o único e/ou mais eficiente método de controle 
de doenças de plantas. O início da aplicação dos defensivos agrícolas se deu por meio 
do inseticida DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), usando em amplo aspecto, para diferentes 
pragas, e em grandes quantidades após a segunda guerra mundial. Contudo, em 1962, 
Rachel Carson, iniciou os primeiros questionamentos sobre os efeitos adversos do DDT 
sobre a animal e vegetal, seus estudos levam-na a publicar o livro Primavera silenciosa.

Com a confirmação, após anos de estudos, dos efeitos maléficos dos defensivos 
agrícolas ao ambiente como um todo, começaram os estudos de formas alternativas de 
controle de doença de plantas. Sabemos que quanto mais se planta de forma uniforme uma 
cultura (monocultivo), mais surgirá doenças e insetos-pragas. Além do controle químico, a 
agricultura pode utilizar formas alternativas de controle, como rotação de cultura, controle 
biológico, de pragas e doenças, bioinseticidas, entre outros.

O livro “Manejo Sustentável de Pragas e Doenças Agrícolas” é uma obra que tem 
como foco reunir trabalhos que tenham como objetivo o desenvolvimento de novas formas 
sustentáveis de combate a pragas e doenças em plantas cultivadas.

Arinaldo Pereira da Silva
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RESUMO: Com o aumento populacional 
também ocorreu uma ampliação no plantio 
e o surgimento de pragas em larga escala. 
Para o controle destas pragas pode se utilizar 
fungos entomopatogênicos, entre os quais 
Metarhizium anisopliae e M. flavoviride. Para 
uso destes fungos em plantios necessitamos 
conhecer aspectos fisiológicos, genéticos, 
químicos e suas ações tóxicas. Este trabalho 
tem como objetivo conhecer a fisiologia de 
diferentes isolados de Metarhizium ainda não 
caracterizados, que poderão ser selecionados 
para uso em pesquisa de laboratório e de campo 
relacionada ao controle biológico fornecidas 
pelo CENARGEN-EMBRAPA. Foram realizados 
estudos fisiológicos durante doze dias nos 
meios BDA (Batata Dextrose Ágar), Czapeck e 
Massa de Arroz, assim como em meio líquido e 
como métodos utilizou-se os parâmetros para 

observação através do Crescimento Linear, 
Velocidade Média de Crescimento, Peso Seco 
da Matéria e Esporulação. Como resultados 
foram observados que o meio BDA induziu o 
melhor Crescimento Linear (isolado CG442c) e 
Esporulação (CG288c), e entre os meios líquidos 
usados para avaliação do peso seco da matéria, 
Czapeck (através do isolado CG442) e Massa de 
Arroz (isolado CG291c) propiciaram maior peso. 
O meio BDA apresentar as melhores condições 
para os parâmetros crescimento linear e o peso 
seco da matéria com relação a todos os isolados. 
Todos os isolados apresentaram produção de 
conídios nos meios testados. Outros estudos 
utilizando os mesmos parâmetros devem ser 
desenvolvidos com outros isolados da espécie 
em estudo para propiciar um paralelo de escolha 
adequada no momento de utilização dos isolados 
em controle biológico.    
PALAVRAS - CHAVE:  Entomopatógeno. 
Esporulação. Crescimento. Controle biológico.

BEHAVIORAL STUDY OF METARHIZIUM 
LINES IN DIFFERENT CULTURE MEDIA

ABSTRACT: With an increase in population, came 
an increase in farming, causing a large-scale 
rise in plagues. For the control of these plagues, 
Entomopathogenic fungi can be used, including 
Metarhizium anisopliae and M. flavoviride. For 
the use of these fungi in plantations we need 
to know about physiological, genetic, chemical 
aspects and their toxic actions. This work 
aims to understand the physiology of different 
Metarhizium isolates not yet characterized, which 
can be selected to use in laboratory and field 
research related to biological control provided 

http://lattes.cnpq.br/4187859752737056
https://orcid.org/0000-0003-3979-1762
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by CENARGEN-EMBRAPA. Methodologically, physiological studies were carried out for 
twelve days in the BDA (Potato Dextrose Agar), Czapeck and Rice Mass media, as well 
as in liquid media and as methods the parameters for observation through Linear Growth, 
Average Growth Speed, Dry Weight were used. of Matter and Sporulation. As results and 
discussion it was observed that the BDA medium induced the best Linear Growth (isolated 
CG442c) and Sporulation (CG288c), and among the liquid media used to evaluate the dry 
weight of the matter, Czapeck (through the isolated CG442) and Rice Mass (isolated CG291c) 
provided greater weight. We conclude that the BDA medium demonstrated to present the best 
conditions for the parameters of linear growth and the dry weight of the matter in relation to 
all isolates. All isolates presented conidia production in the tested media. Other studies using 
the same parameters should be developed with other isolates of the species under study to 
provide a parallel of adequate choice when using isolates in biological control. 
KEYWORDS: Entomopathogen. Sporulation. Growth. Biological control.

INTRODUÇÃO
O aumento desordenado da população leva a um consumo exagerado de produtos 

alimentícios, principalmente, os agroindustriais. Para suprir tais necessidades elevaram-
se as áreas de plantio, surgindo assim um número maior de pragas nas lavouras e 
consequentemente o uso de agrotóxicos. Como uma alternativa ambientalista pode-se 
utilizar produtos biológicos encontrados na própria natureza. As pesquisas relatam vários 
microrganismos e citam os fungos entomopatogênicos, como os mais promissores a serem 
utilizados no controle biológico (ALVES, 1998a). 

Os fungos entomopatogênicos são responsáveis por cerca de 80% das doenças 
capazes de provocar epizootias em populações de insetos (ROBBS; BITTENCOURT, 
1998). Além de agirem principalmente por contato ao invés de ingestão, eles são de fácil 
disseminação e sua produção em larga escala em meios artificiais é relativamente simples. 
Os fungos se destacam como os candidatos mais promissores para o controle biológico 
de gafanhotos. Nas últimas duas décadas têm se registrado com certa ênfase, pesquisas 
relacionadas com controle de gafanhotos, mas, os principais registros de fungos infectando 
gafanhotos foram catalogados por autores na década de 80 (PRIOR; GREATHEAD, 1989). 
Fungos menos comuns, como é o caso do hifomiceto Sorosporella sp., também causam 
infecções naturais em gafanhotos (WELLIN et al., 1995).

Epizootias causadas por outros hifomicetos, principalmente Beauveria bassiana e 
Metarhizium anisopliae, têm sido observadas por pesquisadores (GREATHEAD, 1992). 
Não se pode, contudo, entre os mais de 90 gêneros descritos na literatura se apontar 
um entomopatógeno sem antes conhecê-lo nos mais diferentes aspectos: fisiológicos, 
bioquímicos, genéticos e sua ação tóxica em humanos.

O gênero Metarhizium que apresenta distribuição cosmopolita tem entre suas 
espécies, M. flavoviride (que recebeu uma nova classificação (DRIVER; MILNER; 
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TRUEMAN, 2000) através de análise molecular como M. anisopliae var. acridum) e M. 
anisopliae que tiveram seu sucesso comprovado no controle de gafanhotos (FARIA; 
ALMEIDA; MAGALHÃES, 1999)  e controle das cigarrinhas da cana-de-açúcar (LIMA, 
1985), onde o último foi usado no controle biológico de carrapatos (BITTENCOURT et al., 
1999;  ATHAYDE, 2002). Esses gêneros vêm sendo aplicado no campo como bioinseticida 
em alguns países africanos, tendo em vista que seu uso no controle de pragas não causa 
nenhum dano ao meio ambiente. Essas espécies apresentam um alto grau de infectividade, 
redução na taxa de ovoposição, aumento na taxa de morte e patogenicidade contra insetos-
praga (ATHAYDE, 2002; GOETTEL;  JOHONSON; INGLIS, 1995). 

Devido ao crescente uso de produtos químicos para o controle de insetos torna-se 
necessário o desenvolvimento de pesquisas que visem selecionar linhagens fúngicas com 
potencial para o biocontrole (BATEMAN et al., 1993). M. anisopliae apresenta uma ampla 
distribuição geográfica, uma variedade grande de hospedeiro e sua ocorrência, tanto em 
condições naturais, quanto enzoóticas e epizoóticas (ALVES, 1998b). A referida espécie 
possui uma quantidade expressiva de isolados, os quais ainda não foram realizadas 
pesquisas circunstanciadas que abranjam desde caracterizações comportamentais à 
análises genéticas que facilitem a seletividade desses isolados para utilização no campo.

Com o interesse em adquirir conhecimento sobre características fisiológicas de 
diferentes isolados de M. anisopliae desenvolveu-se este trabalho, com o objetivo de estudar 
o comportamento de oito isolados da espécie já citada em três diferentes meios de cultivo 
(BDA, Czapeck e Massa de Arroz), utilizando dados relacionados com sua esporulação, 
velocidade de crescimento, crescimento linear e o peso seco da matéria.  Estando a 
espécie relacionada com pragas agronômicas e veterinárias, quatro das amostras usadas 
foram reisoladas de carrapato bovino (Boophilus microplus) e as demais de insetos.

MATERIAS E MÉTODOS
Os oito isolados de Metarhizium usados no trabalho foram fornecidos pelo 

Cenargen-EMBRAPA (Metarhizium anisopliae  var. acridum com código de linhagem 
CG288 do hospedeiro Schistocerca pallens e origem geográfica brasileira;  Metarhizium 
anisopliae  var. acridum com código de linhagem CG288c* do hospedeiro Schistocerca 
pallens e origem geográfica brasileira; Metarhizium flavoviride var. flavoviride com código 
de linhagem CG291 e CG291c* do hospedeiro Austracnis guttulosa e origem geográfica 
australiana; Metarhizium anisopliae  var. acridum com código de linhagem CG434 do 
hospedeiro Mahanarva posticata e origem geográfica brasileira; Metarhizium anisopliae  
var. acridum do hospedeiro Mahanarva posticata com código de linhagem CG434c* e 
origem geográfica brasileira; Metarhizium anisopliae  var. acridum com código de linhagem 
CG442 do hospedeiro Zonocerius elegans e origem geográfica brasileira; Metarhizium 
anisopliae  var. acridum com código de linhagem CG442c*  do hospedeiro Zonocerius 
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elegans e origem geográfica brasileira), onde as linhagens identificadas com c* foram 
reisoladas após passagem em cutículas de carrapato bovino.  

Crescimento Linear
Para cada cultura pura dos isolados de Metarhizium foram removidos assepticamente 

discos de ágar com 5mm de diâmetro contendo estruturas do patógeno, da periferia de cada 
colônia e transferidos para o centro de placas de Petri, com aproximadamente 20 mL dos 
diferentes meios de cultivo (BDA, Czapeck e Massa de Arroz). As placas foram inoculadas 
à temperatura ambiente de 28º ± 2ºC por doze dias, em regime de luminosidade contínua, 
com quatro repetições por isolado. O crescimento linear foi avaliado através de medições, 
do diâmetro das colônias, feitas em duas medições, em sentido diametralmente opostos, 
com o auxílio de uma régua milimetrada e estabelecendo-se a média por repetição. As 
leituras foram realizadas a cada 24 horas, durante doze dias, posteriormente a instalação 
do experimento. Das médias obtidas, construiu-se uma curva de crescimento para os 
diferentes meios e isolados.

Velocidade Média de Crescimento
Das médias obtidas por cada isolado nos diferentes meios, no intervalo de tempo de 

crescimento linear correspondente ao sexto e sétimo dia, foram estabelecidas a velocidade 
de crescimento utilizando uma fórmula adaptada (LILLY; BARNETT, 1951): Vmc=C2-C1/T2-
T1, onde: Vmc= Velocidade média de crescimento; C1=Crescimento no tempo 1 (T1= sexto 
dia); C2=Crescimento no tempo 2 (T2= sétimo dia), sendo o resultado expresso em mm/h.

Peso Seco da Matéria
Discos dos isolados de Metarhizium foram inoculados em Erlenmeyer’s contendo 

100 mL de cada meio basal líquido (BD, Czapeck e Massa de Arroz), com quatro repetições 
para cada isolado nos diferentes meios. Para a obtenção do peso seco da matéria foi 
filtrado o micélio, para cada repetição, por meio e isolado. Confeccionaram-se anteriormente 
caixas de alumínio, que foram pesadas em balança analítica e colocadas para secar em 
estufa por 24 horas à 53ºC. Em seguida, o micélio foi transferido para as caixas, incubados 
em estufa à temperatura anteriormente citada e realizada medição dos mesmos 16 horas 
após a incubação. As caixas de alumínio foram pesadas novamente e subtraiu-se o peso 
da caixa seca, obtendo-se assim o peso seco da matéria.

Esporulação
Nas placas com doze dias de crescida, dos meios utilizados, adicionou-se 100mL 

de Água destilada esterilizada coletou-se todo o micélio crescido na superfície das placas 
transferindo-se para Erlenmeyer’s de 250 mL, agitou-se o material em shaker por cinco 
minutos aproximadamente, procedendo-se em seguida a leitura em câmara de Neübauer, 
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usando-se a fórmula descrita por Alves (1998c). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Crescimento Linear
As médias dos dados obtidos para o crescimento linear dos isolados de Metarhizium 

nos diferentes meios de cultura revelaram que o isolado CG442c no meio BDA apresentou o 
maior crescimento quando comparado com os demais meios, nas condições estabelecidas 
neste trabalho. Os demais isolados comportaram-se de forma semelhante nos diferentes 
meios, não divergindo estatisticamente (Tabela 1). O crescimento linear demonstrado pelos 
isolados de Metarhizium em BDA assemelha-se com os dados obtidos na dissertação de 
Ferreira (2000) quando estudou o crescimento de M. anisopliae (PL43) e M. flavoviride 
(BR) (isolado classificado por Driver et al. (2000) como M. anisopliae var. acridum) em 
meio BDA nas temperaturas de 25º, 28º e temperatura ambiente (28º± 2ºC), e observou 
que a temperatura ambiente foi a que propiciou o maior crescimento. A temperatura é um 
fator importante para se evidenciar o bom desenvolvimento de colônias fúngicas, o seu 
efeito foi estudado por Fargues et al (1997) assim como o crescimento linear de isolados 
de B. bassiana (um outro fungo entomopatogênico muito utilizado em controle biológico) 
de diferentes regiões e observaram que a temperatura ótima variava entre 20 e 30ºC. A 
influência da temperatura na competitividade e colonização do gafanhoto migratório por 
M. flavoviride já foi estudada na década de 90, e os pesquisadores constataram que o 
crescimento desse fungo variou entre 25 a 40ºC (INGLIS et al., 1999). Com a B. bassiana 
apresentando resultados inferiores aos de M. flavoviride contra esses insetos, nas condições 
de oscilação de temperaturas. 

Linhagem Meios de cultura
Czapeck Massa de Arroz BDA

CG288 39.20c  B* 47.00c  A* 49.20bA*
CG288c 46.70bcB 75.80abA 75.60aA
CG291 51.00abB 46.40c  B 71.20aA
CG291c 56.10abA 49.10c  AB 47.90bB
CG434 55.10abB 78.00a  A 75.40aA
CG434c 53.00abB 78.90abA 77.00aA
CG442 50.40abB 77.10abB 70.50aA
CG442c 40.20c  C 71.50b  B 79.80aA

CV=7.00%
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. *Coluna que 
corresponde a média de quatro repetições, com o halo expresso em mm.

Tabela 1. Crescimento linear de Metarhizium spp em diferentes meios de cultura com 12 dias de 
incubação.
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A análise da taxa de crescimento dos isolados no intervalo de tempo compreendido 
entre o sexto e sétimo dia de crescimento revelou que para cada meio de cultura testado os 
isolados apresentaram comportamentos diferentes. Em meio BDA, a CG442c apresentou 
maior velocidade de crescimento, diferindo estatisticamente das demais. No meio Massa 
de Arroz os isolados apresentaram uma uniformidade no comportamento fisiológico e em 
Czapeck, a maior velocidade foi evidenciada pela linhagem 434 (Tabela 2).

Linhagem Meios de cultura
Czapeck Massa de Arroz BDA

CG288 0.024467abA* 0.018225aA* 0.018225bcA*
CG288c 0.032810abA 0.015103aB 0.033333bcA
CG291 0.016663b  B 0.017705aAB 0.032807bcA
CG291c 0.018745b  A 0.021870aA 0.033850bcA
CG434 0.043747a  A 0.017703aB 0.016140c  B
CG434c 0.023435abAB 0.022910aB 0.039060b  A
CG442 0.035932abA 0.021350aA 0.030727bcA
CG442c 0.030728abB 0.0171185aB 0.062497a  A

CV=34.85%
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. *Coluna que 
corresponde a média de quatro repetições, com o halo expresso em mm.

Tabela 2. Velocidade média de crescimento de Metarhizium spp em diferentes meios de cultura entre o 
sexto e sétimo dia de incubação. 

Peso Seco da Matéria
O BDA foi o meio que melhor propiciou peso da matéria seca. Foi verificada uma 

variação no peso das linhagens nos diferentes meios. No meio Czapeck as linhagens 288 e 
442 mostraram menor peso, já em Massa de Arroz, as linhagens 434 e 434c apresentaram 
o maior peso. A linhagem 442c apresentou um maior peso em meio BDA, não apresentando 
diferença estatisticamente em relação às outras linhagens estudadas (Tabela 3). O peso da 
matéria seca também foi investigado quando observaram a autólise das duas linhagens de 
M. anisopliae var. anisopliae atingindo cerca de 62,7% de massa seca produzida e iniciada 
logo após o esgotamento da fonte de carbono (BRAGA; DESTÉFANO; MESSIAS, 1999). 

Linhagem
Peso seco (g) nos meios de cultura

Czapeck* Massa de Arroz* BDA*
CG288 0.22c   B 0.62aA 0.14aB
CG288c 0.42bc A 0.43aA 0.13aB
CG291 0.46ab A 0.43aA 0.14aB
CG291c 0.37bc B 0.65aA 0.16aC
CG434 0.40bc A 0.45aA 0.15aB
CG434c 0.39bc A 0.45aA 0.15aB
CG442 0.68a   A 0.50aB 0.16aC
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CG442c 0.50ab A 0.45aA 0.14aB
CV=28.23%

Linhagem
Halo de esporulação (mm) dos meios de cultura

Czapeck* Massa de Arroz* BDA*
CG288 9.00abAB 1.50c     B 26.50c    A
CG288c 3.00b    B 15.60bc  B 70.70b    A
CG291 3.40b    B 55.60a    A 3.10c    B
CG291c 10.20ab A 14.40bc  A 20.10c    A
CG434 3.90b   C 30.30b    B 58.10b    A
CG434c 31.10a   A 11.90bc   B 5.20c    B
CG442 9.50ab  A 10.00bc   A 19.10c    A
CG442c 4.80b    C 13.00bc   A 20.60c    A

CV=28.23%
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. *Coluna que 
corresponde a média de quatro repetições.  

Tabela 3. Peso da matéria seca e esporulação (108 esporos/mL) de isolados de Metarhizium em 
diferentes meios de cultura aos 12 dias de inoculação.

Esporulação
Foram observadas produção de conídios em todos os meios de cultura estudados, 

em meio Czapeck, o CG434c apresentou a maior esporulação, diferindo estatisticamente 
das demais. Em meio de Massa de Arroz, o CG291, e em meio BDA, CG288c (Tabela 3). 
Massa de Arroz foi testado pela primeira vez, em trabalhos científicos, como substrato para 
estudos comportamentais de fungos in vitro. Por ter apresentado resultados promissores 
e ser um substrato de baixo custo, poderá ser usado em laboratório, para manutenção de 
fungos entomopatogênicos. A maior esporulação dos isolados de Metarhizium em BDA, 
como já foi constatado por Ferreira (2000). Entretanto, em trabalhos desenvolvidos na 
década de 90 por diferentes pesquisadores foi possível observar estudos com espécies de 
Metarhizium, voltados para a produção massal de fungos, onde analisaram sua produção 
sobre substratos contidos em sacos de polipropileno, o substrato descrito para a produção 
de pré-inóculo, como o mais satisfatório, foi o arroz parboilizado (RIBEIRO, 1997; VILAS 
BOAS; ANDRADE; OLIVEIRA, 1996).

CONCLUSÃO
Para os isolados testados neste trabalho nos meios de cultura (BDA, Czapeck e 

massa de arroz), observou-se que o meio BDA demonstrou apresentar as melhores 
condições para os parâmetros crescimento linear e o peso seco da matéria com relação a 
todos os isolados.

Todos os isolados apresentaram produção de conídios nos meios testados.
Outros estudos utilizando os mesmos parâmetros devem ser desenvolvidos com 

outros isolados da espécie em estudo para propiciar um paralelo de escolha adequada no 



 
Manejo sustentável de pragas e doenças agrícolas Capítulo 2 16

momento de utilização dos isolados em controle biológico.   
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