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EFEITO DA TEMPERATURA, TEMPO DE
ARMAZENAGEM E DO TIPO DE PREPARO, SOBRE O
PODER GERMINATIVO DE ESPOROS DE
METARHIZIUM ANISOPLIAE (METSCH.) SOROKIN,
CULTIVADO EM ARROZ
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RESUMO

O estudo foi efetuado com o objetivo de determinar a viabilidade de esporos de Me-
tarhizium anisopliae, cultivado em meio de cultura de arroz, obtidos por trés técnicas dife-
rentes de preparo e armazenados sob trés temperaturas distintas. Os tipos de preparo do fun-
go foram: “arroz + esporos™ (matéria-prima), ‘‘arroz + esporos’’ mofdo e ‘‘esporos”. As tem-
peraturas usadas para armazenamento foram: ambiente (varidvel entre 26°C e 30°C), 5°Ce
-139C. As determinagSes do poder germinativo dos confdios foram feitas em 8 amostras
com diferentes periodos de secagem (umidade), que, em seguida, foram estocadas por 2 a 8
meses nas condi¢Oes de temperatura referidas. O estudo obedeceu critérios estatfsticos defi-
nidos. Entre as informag8es obtidas no trabalho, salienta-se o fato de que, sob condigBes
de refrigeragdo, a viabilidade dos confdios na formulagdo “‘arroz + esporos" permaneceu
constante durante todo o transcorrer do ensaio, 0 que nfo aconteceu para ‘“‘arroz + esporos”
mofdo e para ‘“‘esporos’. Constatou-se, ainda, que dentro dos tratamentos “arroz + esporos”
e ‘“‘esporos”, a viabilidade dos confdios foi idéntica, a 5°C e -13°C. Em condigOes de am-
biente houve rdpida deterioragfo das amostras. Complementarmente, foi observado que a
manipulagfo do microrganismo, ocasionada pelas operacGes de moagem e peneiragem, de-
terminou quedas na viabilidade dos esporos. ContaminagGes constitufdas pela presenga dos
fungos Penicillium spp. e Aspergillus flavus foram paralisadas pela armazenagem a 5°C e
-139C, mas afetaram seriamente as amostras estocadas em ambiente comum de laboratério.
Tempo de secagem do fungo e teor de umidade das amostras foram também estudados, sem
que fosse possivel esclarecer devidamente os efeitos.

PALAVRAS-CHAVE: Metarhizium anisopliae; umidade; temperatura; armazenagem,; tipo de
preparo; viabilidade.

SUMMARY

Effect of temperature, storage period and preparation on spore viability of Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin, cultived in rice.

Studies were made to investigate viability of Metarhizium anisoplige spores obtained
through three different techniques of preparation and stored under three temperature con-
ditions. The preparations were as follows: mixture of rice and spores, mixture of ground
rice and spores and pure spores. Storage temperatures were as follows: room temperature
(variable), 5°C and -13°C. Determination of spores viability was made on 8 samples which
had been dried at different periods of time (humidity) and stored for 2 to 8 months at the
temperatures above. Spore viability in mixture of rice and spores at cool temperares (5°C
and -13°C) was constant during the period of the assay. In these temperature conditions
loss of spores viability was observed in mixture of ground rice and spores and also in pure
spores preparation. It was also observed that conidia viability in the mixture of rice and
spore treatment and pure spore treatment was the same at 5°C and -13°C. At room tem-
perature rapid deterioration of the samples was observed. Handling the microorganism as to
grind and sift increased viability loss. Storage at 5°C and -13°C caused the growth of con-
taminant fungi (Aspergillus flavus and Penicillium spp.) to stop. These fungi seriously
affected the samples at room temperature. As concernes drying time and moisture of the
samples, it was not possible to obtain a valid stimate of the resuits, due to some uncon-.
trolled factors.

KEY-WORDS: Metarhizium anisopliae; humidity; temperature; storage; techniques of pre-
parations; viability.
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INTRODUGCAO — Entre os fungos ento-
mopatogénicos, Metarhizium anisopliae é o
mais referido no Brasil, face 2 sua crescente uti-
lizagdo em pastagens e na cultura da cana-de-
aglcar, com o objetivo de controle biolégico de
diferentes espécies de cigarrinhas (2, 5, 13, 14,

.15, 17). Devido A expectativa favorédvel criada
com vistas ao uso desse fungo, tanto em termos
da sua possivel eficiéncia para combater a pra-
ga, como também pelo fato de que com a sua
utilizagdo se langa mao de um principio ndo-t6-
xico e nfo-poluente, o interesse dos pesquisado-
res em relagdo ao mesmo vem sendo marcado
pela divulgag¢fo de sucessivos resultados de estu-
dos feitos sob os mais diversos prismas.

Com vistas ao preparo de M. anisopliae, en-
contra-se atualmente consagrada a técnica de
seu cultivo em substrato s6lido, constituido por
arroz inteiro, Gmido, autoclavado (3, 9, 10).
Sabe-se, entretanto, que o rendimento na pro-
dugdo de esporos do fungo em meio de cultura
a base de quirera de milho é também elevado,
embora inferior ao obtido em arroz (8). Recen-
temente, em estudos usando substratos naturais
liquidos, foram também observados altos nfveis
de esporulagdo do fungo cultivado em caldo 2
base de feijao de mesa, do cultivar Carioca (/1).
Ainda em relagdo ao preparo do Metarhizium
anisoplige, deve ser dada énfase 2 substituigdo
da vidraria, tradicionalmente usada para acondi-
cionamento do arroz nos laborat6rios de produ-
¢do, por sacos de polipropileno, j4 devidamente
aprovados em trabalho de pesquisa (4).

A utilizag@o prética do Metarhizium aniso-
plize também tem sido fruto de estudos e a re-
comendagdo técnica do seu uso vem sendo feita
com base em resultados de experimentos em di-
versas regites do Brasil, nas quais a presenca de
cigarrinhas é tida como fator limitante para pas-
tagens e cana-de-agtcar. Nesses experimentos de
campo, a eficiéncia do fungo, bem como os ni-
veis recomend4veis para a concentragdo de seus
esporos, vém sendo largamente estudados (12,
16, 18, 19, 20, 21).

O armazenamento de:M. anisopliae tem-se
constitufdo, também, em um tema preocupante
para pesquisadores, produtores do fungo e usué-
rios das diversas formulagGes comerciais exis-
tentes. Em regra, recomenda-se que o produto
seja conservado em geladeira (4°C-5°C) até a
sua aplicagdo no campo. Resultados pouco sa-
tisfat6rios, observados algumas vezes na prética,
s’a;x"associados A estocagem inadequada, princi-
palmente no que diz respeito as condi¢Bes de
temperatura e umnidade. Sabe-se, hoje, que espo-

ros de M. anisopliae degradam-se com rapidez

(2 a 3 meses), quando conservados em meio am-

biente. Em geladeira, a 5°C, o processo degene-
rativo € mais lento, mas, ap6s serem guardados
por 6 a 8 meses, o poder germinativo desses es-
poros chega a valores muito baixos (menos de
20%). Pela manutengdo em congelador, a ~13°C,
observam-se niveis de 60% de germinagdo em
esporos estocados durante 12 meses (11).

No presente trabalho, s3o relatadas pesqui-
sas sobre a viabilidade de esporos de Metarhi-
zium anisopliae obtidos sob diversas condigGes
de preparo, buscando-se, dessa forma, comple-
mentar informagBes anteriores, quando foram
feitos estudos usando esporos puros, No desen-
volvimento deste trabalho, foram também leva-
dos em conta os teores de umidade dos esporos
do fungo, durante o periodo de secagem e dife-
rentes temperaturas de armazenamento.

MATERIAL E METODOS — O estudo foi
iniciado em 10/11/82, com o preparo do subs-
trato de cultura destinado ao cultivo do M. ani-
soplige. Foram empregadas 60 garrafas de vidro,
com volume de 500ml, contendo, cada uma,
65g de arroz umedecido, autoclavado por 30
minutos 3 pressdo de 120 libras/polegada?. Es-
ses frascos foram inoculados em 11/11/82,
usando-se, para cada um deles, 20ml de uma
suspensfo de esporos em 4gua destilada estéril,
da cepa E9 fornecida pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA). Os frascos
foram entdo levados para uma sala de incuba-
¢do, cuja temperatura variou entre 27 e 29°C,
onde permaneceram por 13 dias.

Em 24/11/82, os frascos foram abertos, e
seu contetdo retirado e colocado para secar so-
bre folhas de papel estéril mantidas em uma sala
previamente desinfetada com uma solugdo de
formol em dgua a 4%. A temperatura da sala de
secagem foi mantida entre 26 ¢ 27°C. Esporos
coletados na ocasido apresentavam porcentagem
de germinagfo de 97,6% e teor de umidade da
ordem de 48,53%.

Dois dias ap6s, foi feita a primeira retirada
de amostra para exame, que era constitufda por
310g do material em secagem. Essa amostra foi
subdividida em 3 por¢Ges de 100g e uma de
10g. As 3 primeiras foram acondicionadas em
recipientes de vidro, fechados, com tampas ros-
quedveis de pldstico e, a seguir, foram estocadas
em congelador 2 temperatura de -13°C. A
amostra de 10g foi enviada 2 Segfo de Quimica
do Instituto Biolégico, para determinagfo do
grau de umidade, A seguir, em obediéncia aos
mesmos critérios de coleta e acondicionamento,
foram retiradas mais nove amostras de 310g,
aos 5, 7,9, 12 15, 19, 23, 26 e 33 dias do ini-
cio do processo de secagem. A Gltima coleta
ocorreu em 27/12/82.
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Em 12/01/83, apés 16 dias, todo o mate-
Aal estocado a -13°C foi retirado do congela-
dor, sendo as 3 amostras de 100g, colhidas de
cada vez, tratadas da seguinte forma: uma foi
triturada em um moedor de carne, sendo o re-
sfduo passado por uma peneira Granutest com
malha de 0,35mm, obtendo-se, como produto
final, uma mistura de arroz + esporos de M. ani-
sopliaze, moida; outra foi passada diretamente
pela mesma peneira, o que possibilitou separar
os esporos do fungo dos grdos de arroz (s6 espo-
ros); e a Gltima foi conservada na forma original
de arroz + esporos. Todo o material foi recolo-
cado no congelador. Em 12/04/83, decorridos
3 meses, cada uma das amostras de 100g, repre-
sentativa de cada retirada, foi subdividida em
3 porg0es, que ap6s acondicionadas em frascos
plésticos fechados com tampas também de pl4s-
tico e rosquedveis, foram estocadas: em geladei-
ra, a 59C; a -13°C, em congelador; ¢ em am-
biente de laborat6rio, com variagGes de tempe-
ratura de 26 a30°C. ‘

Pelo fato de que as amostras colhidas aos
7 e 9 dias de secagem apresentavam teores de
umidade muito proximos, elas foram mistura-
das, constituindo uma amostra Gnica. O mesmo
ocorreu com as amostras de 12 e 15 dias. Nos
dois casos, foi tomada a média dos valores per-
cpntuais determinados pela Seg¢Zo de Quimica
como dado representativo da nova amostra. As
modifica¢Oes introduzidas fizeram com que o
niimero de opgOes relativas aos dias de secagem
ficasse reduzido de 10 para 8.

Nas datas de 15/06, 18/07, 10/08, 13/09,
12/10 e 12/12/83, ou seja, apbs 2, 3,4, 5,6¢ 8
meses de armazenamento, as amostras consti-
tufdas pelos 3 diferentes tipos de preparo do
fungo, submetidas a 3 diferentes condi¢Ges de
temperatura de armazenagem, foram examina-
das para a determinagdo das percentagens de
germinagdo dos esporos. Para isso, inicialmen-
te, 5Smg de cada amostra foram passadas para
um frasco contendo 10ml de uma solugdo de
Tween-80 em dgua estéril, na concentragdo de
0,1%. Ap6s agitar os frascos para homogeneizar
a suspensdo de esporos, 0,lml da mesma era
colocado em placa de Petri contendo meio de
cultura Batata-Agar-Dextrose (BDA) e espalha-
do sobre a superficie desse meio com o auxflio
de uma espédtula de Drigalski. Ap6s 16-17 horas
de incubagdo a 27°C, determinou-se a germina-
¢do dos esporos em microscopio, usando mag-
nificaggo de 400 x.

Com o objetivo de facilitar a visualizagdo
do complexo de atividades executadas no pre-
paro do material submetido aos testes de ger-
minagdo de esporos, as caracterf{sticas desse pre-

paro estdo sumariadas na tabela 1.

TABELA 1 — Resumo das atividades desenvolvidas
no decorrer do estudo feito com vistas
4 determinagfo do efeito do complexo:
“teor de umidade/temperatura e tempo
de armazenamento/tipo de preparo do
fungo’’, sobre o poder germinativo dos
confdios de Metzrhizium anisopliae.

Dias ap6s Umidade

Atividades Bpocas w4 %
Inoculagdo 11/11/82 - -
Amostra 1 (inicio da

secagem) 24/11/82 - 48,53
Amostra 2 26/11/82 2 35,72
Amostra 3 29/11/82 5 24,06
Amostra 4* 01/12/82 7 10,23
Amostra 5% 03/12/82 9 9,18
Amostra 4/5 - - 9,70
Amostra 6* 06/12/82 12 6,38
Amostra 7* 09/12/82 15 6,37
Amostra 6/7 - - 6,37
Amostra 8 13/12/82 19 3,69
Amostra 9 17/12/82 23 7,25
Amostra 10 20/12/82 26 8,20
Amostra 11 27/12/82 33 5,21

Preparo final do fungo 12/01/83 - -
Separagdo e acondicio-

namento para ensaio  12/04/83 -
12 Leitura germinagfo 15/06/83  —
28 Leitura germinagdo 18/07/83 -
38 Leitura germinagdo 10/08/83 -
42 Leitura germinagfo 13/09/83  —
52 Leitura germinagdo 12/10/83  —
62 Leitura germinagfo 12/12/83  —

* Amostras misturadas (4+5 = 4/5 e 6+7 = 6/7).

A anélise dos dados obtidos no ensaio foi
feita ‘com o apoio no seguinte modelo estat{sti-
co matemético:

Yijil = mesj + pj + 1 + 1) + spyj + sty + sty +

Prjk * ptjy + Ity + Cijkle « o v e e Modelo 1.
Neste modelo, os componentes correspondem:
s = tempo de secagem:i=1, 2,........ , 8;

p = tempo de armazenamento: j= 1,2,....., 6;

r
t

tipo de material: k = 1,2;
temperatura de armazenagem: e = 1,2.

Levou-se em ctonta que, tanto para o tempo
de armazenamento como para o de secagem, 0s
efeitos sdo de cardter aleat6rio, enquanto que,
para o tipo de material e temperatura de arma-
zenagem, tém-se efeitos fixos; as interagGes du-
plas também sfo aleatérias e as interagBes tri-
plas e quddruplas, pela auséncia de repeti¢Oes,
constituem o res{duo.

O modelo estatistico adotado ndo atendeu
a todas as possibilidades existentes no planeja-
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mento da pesquisa, que previa uma variagdo a
mais para cada um dos dois fatores de efeito fi-
X0, Ou seja: em tipo de material, excluiu-se a al-
ternativa ‘“‘arroz + esporos” moido e, em tem-
peratura de armazenagem, a temperatura am-
biente foi eliminada. As justificativas de tal pro-
cedimento encontram-se no item Resultados.
Por outro lado, o modelo permitiu a anélise dos
‘dados por fases. Assim sendo, em uma primeira
etapa, definida como andlise inicial, as intera-
¢Oes foram consideradas de modo preponderan-
te, para, em seguida, serem levados em conta os
efeitos principais.

Conforme se verificard na discussfo, o de-
senvolvimento da andlise levou 2 utilizagdo, em
fase posterior, de novo modelo estatisticoma-
temdtico (6, 7), a saber:

Yiji = m+si+tj+ P+ tpjk +ejjk . Modelo 2.

onde:
s = amostras confundidas com repetigGes:
i=1,2,3,4,
t == tratamentos:j=1, 2, 3,4.
1 — esporos a -13°C;
2 — (arroz + esporos) a -13°C;
3 — esporos a 5°C;
4 — (arroz + esporos) a 5°C.

p= meses:k=1,2 3 4,

1 — Junho;

2 — Julho;

3 — Agosto;

4 — Setembro.

Os testes F, realizados nas duas andlises,
efetuados com os dados originais, obedeceram
as exigéncias das esperangas mateméticas dos
quadrados médios e os modelos estat{sticos-ma-
temdticos propostos. Os graus de liberdade, pa-
ra os efeitos principais, foram calculados pela
féormula de Saterthwaiti. Os contrastes de mé-
dias das amostras foram feitos com base no tes-
te de Tukey; para contraste entre coeficientes
angulares, fez-se uso do teste t; a correlagdo en-
tre a umidade e o tempo de secagem, bem como
todas as demais avaliagOes, foram testadas ao
nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS - Os percentuais de germi-
nacdo de esporos de Metarhizium anisopliae,
obtidos e estocados conforme a metodologia ja
descrita, encontram-se nas tabelas 2, 3 e 4.

Na tabela 5, estdo reunidos os valores cole-
tados nas tabelas 3 e 4, que foram efetivamente
utilizados nas anélises,

O resumo da andlise inicial, realizada con-
forme o modelo estabelecido, é apresentado na
tabela 6.

Levando-se em consideragdo a andlise ini-
cial em conjunto, pdde-se, em virtude da signi-
ficincia observada para os efeitos principais, de-
terminar as médias para os diferentes fatores,
as quais sdo apresentadas na tabela 7. Com base
nos valores constantes dessa tabela, e tendo em
vista a aplicagfo do Modelo 2, foi efetuada a
andlise complementar, que € apresentada na ta-
bela 8, e cujas médias para tratamento e para
perfodos de armazenamento estdo na tabela 9.
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TABELA 2 — Percentuais de germinagfo de esporos de Metarhizium anisopliae obtidos sob 3 diferentes métodos de
preparo e submetidos a 8 variagGes de tempo de secagem, quando conservados em condigdes de labo-

ratério. .
Percentagens de germinagfio
Caracterfsticas
Datas de leitura
N° Amostra Material 15/06 18/07 10/08 13/09 12/10 12/12

E 88,48 0 0 0 - -

2 A+E 0 0 0 0 - -
(A+E)m - - 0. - - -

E 55,27 69,26 30,50 38,31 0 0

3 A+E 82,49 75,41 58,15 11,82 5,88 0
(A+E)m - 10,25 0 — - -
E 0 0 0 0 - -
4/5 A+E 0 0 0,13 0 - -
(A+E)m - 0 - - - -

E 0 0 0 0 - -
6/7 A+E 0 0 0 0 - -
(A+E)m - 0 0 = - -

E 0 0 0 0 - -

8 A+E 0 0 0 0 - -
(A+E)m - 0 0 = = -
E 0 0 0 0 - -
9 A+E 0 0 0 0 - -
(A+E)m - 0 0 - - -
E 0 0 0 0 - -
10 A+E 0 0 0 0 - -
(A+E)m - 0 0 - - -
E 0 0 0 0 - -
11 A+E 0 0 0 0" - -
(A+E)m - 0 0 - - -

E =esporos; A+E = arroz + esporos; (A+E)m = (arroz + esporos) mofdo; — = leitura prejudicada por contaminagses.
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TABELA 3 — Percentuais de germinagfo de esporos de Metarhizium anisopliae obtidos sob 3 diferentes métodos de
preparo e submetidos a 8 variagSes de tempo de secagem, quando conservados 4 temperatura de 5°C.

Percentagens de germinag¢fo

Caracterf{sticas
Datas de leitura
N® Amostra Material 15/06 18/07 10/08 13/09 12/10 12/12
E 68,96 57,62 56,38 57,34 0,78 2,12
2 A+E 93,98 21,29 71,59 77,42 0 0,15
(A+E)m 34,78 31,66 24,86 14,06 0,46 0,66
E 71,70 66,73 52,37 56,49 32,40 45,16
3 A+E 86,22 90,96 90,79 90,34 91,06 82,80
(A+E)m 18,90 48,66 10,79 9,83 0,85 8,61
E 87,68 82,42 78,15 63,25 5,90 10,22
4/5 A+E 95,91 92,91 94,21 95,68 71,86 75,00
(A+E)m 13,15 36,58 3,75 3,06 0 0
E 86,77 83,20 63,76 64,24 5,75 11,15
6/7 A+E 71,76 76,60 75,66 76,15 78,90 84,41
(A+E)m 0l 0 0 - 0 0
E 77,13 74,54 58,76 57,24 58,94 32,45
8 A+E 86,80 87,15 81,94 81,88 81,23 19,21
(A+E)m 7,50 0 0 - ’ - 2,94
E 77,51 70,31 45,46 45,26 20,43 17,88
9 A+E 76,89 65,96 53,45 54,45 7,33 5,58
(A+E)m 0 0 0 - - 0
E 53,59 68,12 38,74 38,56 21,84 27,30
10 A+E 72,41 58,92 44,25 47,83 16,20 27,99
(A+E)m 0 0,44 0,54 - - 0
E 66,58 61,41 43,61 41,13 33,44 25,83
11 A+E 89,34 82,26 48,44 45,96 32,87 37,74
(A+E)m 0 0| 1] - - 0
E =esporos; A+E = arroz + esporos; (A+E)m = (arroz + esporos) moido; — = leitura prejudicada por contaminagdes.
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TABELA 4 — Percentuais de germinagfo de esporos de Metarhizium anisopliae obtidos sob 3 diferentes métodos
de preparo e submetidos a 8 variagSes de tempo de secagem, quando conservados & temperatura de

-13°C,
Percentagens de germinagfo
Caracter{sticas
Datas de leitura
N® Amostra Material 15/06 18/07 10/08 13/09 12/10 12/12
E 84,68 84,08 81,87 81,83 56,34 54,74
2 A+E 94,18 93,40 93,83 75,56 70,15 43,24
(A+E)m 0 81,14 65,00 40,25 7,53 12,96
E 95,18 94,52 84,79 76,72 53,23 56,00
3 A+E 87,02 88,01 83,85 81,98 69,66 70,02
(A+E)m 29,78 54,11 51,74 24,56 6,89 8,16
E 82,71 81,79 81,58 76,80 59,41 60,84
4/5 A+E 92,09 93,42 91,08 88,47 87,56 81,00
(A+E)m 22,47 62,06 - 6,47 3,28 4,49
E 91,37 84,40 71,94 48,15 48,80 46,57
6/7 A+E 95,35 93,12 93,69 91,97 90,69 89,28
(A+E)m 26,15 31,03 - 3,38 1,00 3,65
E 93,42 82,92 76,15 68,05 66,49 59,33
8 A+E 92,02 90,93 90,82 84,72 85,91 87,84
(A+E)m 8,69 11,76 1,01 1,23 0,54 0,56
E 72,18 72,77 73,50 37,97 21,76 26,77
9 A+E 92,01 91,75 20,58 71,95 29,23 36,00
(A+E)m 1,17 0 4,77 0,99 0 0
E 86,75 84,42 80,94 21,49 12,50 15,70
10 A+E 78,11 77,69 71,73 55,39 47,58 50,00
(A+E)m 1,95 12,72 - 0,49 1,27 1,28
E 79,53 78,57 69,50 41,03 25,81 28,84
11 A+E 93,25 90,90 87,22 86,09 80,90 73,75
(A+E)m 3,06 6,81 1,66 0 0,54 0
2 =esporos; A+E = arroz + esporos; (A+E)m = (arroz + esporos) moido; — = leitura prejudicada por contaminagSes.
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TABELA 5 — Valores coletados nas tabelas 3 e 4 e que foram reunidos para apoio das an4lises efetuadas para inter-
preta¢do estatistica dos dados obtidos no estudo do efeito do complexo: ‘““teor de umidade/tempera-
tura e tempo de armazenamento/tipo de preparo do fungo”, sobre o poder germinativo de conidios
de Metarhizium anisopliae. :

Percentagens de germinago

Caracterfsticas
Datas de leitura
N Amostra  Temp. Material  15/06 18/07 10/08 13/09 12/10 12/12
2 -13°C E 84,7 84,1 81,9 81,8 56,3 54,7
A+E 942 93,4 93,8 75,6 70,1 43,2
5°C E 69,0 57,6 56,4 57,3 0,7 2,1
A+E 94,0 91,3 77,6 71,4 0,0 0,1
3 -13°C E 95,2 94,5 84,8 76,7 53,2 56,0
A+E 87,0 88,0 83,8 82,0 69,8 70,0
5°C E 71,7 66,7 524 56,5 32,4 45,2
A+E 86,0 91,0 90,8 90,3 91,0 82,8
4/5 -13°C E 82,7 81,8 81,6 76,8 59,4 60,8
A+E 92,1 93,4 91,1 88,5 87,6 81,0
50C E 87,7 82,4 78,1 63,2 5.9 10,2
A+E 95,9 92,9 94,2 95,7 71,9 75,0
6/7 -13°C E. 91,4 84 4 71,9 48,1 48,8 46,6
A+E 95,3 93,1 93,7 92,0 90,7 89,3
5°C E 86,8 83,2 63,8 64,2 S.7 11,1
A+E 77,8 76,6 75,7 76,1 78,9 84,4
8 -13°C E 93,4 829 76,1 68,0 66,9 59,3
A+E 92,0 90,9 90,8 84,7 85,9 87,8
5°C E 77,1 74,5 58,8 572 58,9 32,4
A+E 86,8 87,1 81,9 81,9 81,2 19,2
9 -13°C E 72,2 72,8 73,5 38,0 21,8 26,8
A+E 92,0 91,7 90,6 71,9 29,2 36,0
5°C E 71,5 70,3 45,5 453 20,4 17,9
A+E 76,9 66,0 53,4 54,4 7,3 5,6
10 -13°C E 86,7 84 4 80,9 21,5 12,5 15,7
A+E 78,1 71,7 77,7 55,4 47,6 50,0
5°C E 53,6 68,1 38,7 38,6 21,8 27,3
A+E 72,4 58,9 442 47,8 16,2 28,0
11 -13°C E 79,5 78,6 69,5 41,0 25,8 28,8
A+E 93,2 90,9 87,2 86,1 80,9 71,7
5°C E 66,6 61,4 43,6 41,1 334 25,8
A+E 89,3 82,3 48,4 46,0 32,9 37,

Temp. = temperatura; E = esporos; A+E = arroz + €Sporos.
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TABELA 6 — Resumo da andlise inicial destinada a interpretagfo estatfstica dos dados obtidos no estudo do efeito
do complexo: ‘“‘teor de umidade/temperatura e tempo de armazenamento/tipo de preparo do fungo’’,
sobre o poder germinativo de confdios de Metarhizium anisopliae.

F.V. G.L. F
Total 191

Temperatura armazenagem 1 16,06*
Tipo material | 16,90*
Tempo armazenamento 5 8,52%
Tempo de secagem 7 3,71*
Temp. armaz. x tipo material 1 0,03n.s.
Temp. armaz, x tempo armazenamento 5 2,93+
Temp. armaz. x tempo secagem 7 1,43n.s.
Tipo material x tempo armaz. 5 2,88¢%
Tipo material x tipo secagem 7 1,99n.s.
Tempo armaz. x tempo secagem 35 1,55*%
Resfduo 117

m= 54,7 s=12,6 CV.=19,3%

* = efeito significativo, ao nivel de 5%.

TABELA 7 — Médias obtidas para temperatura de ar- TABELA 8 — Resumo da andlise complementar, ba-
mazenagem, tipo de material, tempo de seada no Modelo 2, e que permite iso-
armazenamento e tempo de secagem, lar-se de fatores principais, interagGes,
relativas s porcentagens de germinag3o e definir-se as linhas de regressdo para
dos esporos de Metarhizium anisopliae. tempo de armazenamento do poder

germinativo de Metarhizium anisopliae.

Fator Especificagfo Média(l)

Temperatura armazenagem F.V. G.L. F

geladeira (5°C) 57,8a
“freezer” (-13°C) 729b Total 63
Repetiqzo(l) 3 3,06*
Tipo material Tratamentos 3 9,58*
esporos 57,1a Meses 3 4,46*
arroz + esporos 73,0b Tratamentos x Meses 9 2,30*
Tempo armazenamento(z) Meses/Tratamentos
Junho (2 meses) 839c¢c Esporos 3 - 9,06*
Julho (3 meses) 81,0c Regressdo Linear (R.L.) 1 26,27*
Agosto (4 meses) 72,9 be Desvios da R.L. 2 0,46n.s.
Setembro (5 meses) 6500b Arroz + Esporos 3 0,43n.s.
OQutubro (6 meses) 458a Esporos 3 9,76*
Dezembro (8 meses) 438a Regressdo Linear (R.L.) 1 27,97*
Desvios da R.L. 2 0,81n.s.
Tempo secagem(3) Arroz + Esporos 3 0,03n.s.
Amostra 2 2 dias 62,4 a
Amostra 3 5 dias 75,20 Residuo 45
Amostra 4/5  7a9 dias 76,25
Amostra 6/7 12a 15 dias 72,10 m= 819 $=6,3 CV.=17,6%
Amostra 8 19 dias 74,00
Amostra 9 23 dias 524a (1) = repeti¢des confundidas com amostra.
Amostra 10 26 dias 50,2a
Amostra 11 33 dias 60,3 a

(1) : Médias seguidas de letras iguais sfo semelhantes
(considerar por fator).

(2) : d.m.s. para tempo de armazenamento: 13,8

(3) : d.m.s. para tempo de secagem: 15,1

A significincia dos contrastes para os dois primeiros
fatores foram definidos pelo teste F e, para os demais,
pelo teste de Tukey.
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TABELA 9 — Médias obtidas para tratamentos e para
perfodos de armazenamento, relativas
ao poder germinativo de Metarhizium
anisopliae, tendo por base o Modelo 2%,

Meses
Tratamentos
Junho Julho Agosto Setembro

~13°C
Esporos 90,7a 859ab 768b 67,4a

B B AB A
Arroz + Esporos 91,62 91,3b 899b 86,8b
50C
Esporos 82,3a 76,7a 63,3a 603a

B B A A

Arroz + Esporos 86,6a 869ab 856b 8600

* As letras mindsculas sfo relativas & comparagdo de

tratamentos dentro de meses; devem, pois, ser obser-
vadas na vertical.
As letras maitsculas sfo relativas & comparagdo de
meses dentro de tratamentos; devem, pois, ser obser-
vadas na horizontal, Neste caso, s6 se aplica aos tra-
tamentos *‘esporos”’, -13°C e 5°C.

Os contrastes de médias foram definidos pelo teste de

Tukey.

DISCUSSAO — Inicialmente, deve-se consi-
derar que os percentuais de germinagdo de espo-
ros das amostras armazenadas no ambiente ndo
foram incluidos na andlise global, junto aqueles
obtidos a 5OC e -13°C. Tal fato se deveu, com
exce¢do de poucos casos, ocorridos na amostra
n® 3, A quase total auséncia de germinagdo de
esporos e também, principalmente, nas leituras
finais, 4 prolifera¢cdo de fungos contaminantes
de laboratoério (Aspergillus flavus e Penicillium
spp.), que prejudicaram os testes de viabilidade.

Convém lembrar que, em 15/06/83, data
da primeira leitura, o fungo aproximava-se dos
7 meses de produg¢io (inicio da secagem), em-
bora se encontrasse hd apenas 2 meses devida-
mente acondicionado. Houve, portanto, répida
queda na capacidade de germinagdo dos esporos
conservados no meio ambiente, queda que che-
gou a zero (Tab. 2) para a quase totalidade dos
casos, j& a partir da primeira leitura. Essa queda
de viabilidade dos esporos ndo-refrigerados foi
mais severa do que a observada anteriormente
(1), quando zero foi constatado somente aos
120 dias de armazenagem.

Quanto aos dois microrganismos contami-
nantes, detectados, as vezes, desde a leitura ini-
cial, foram, certamente, incorporados as amos-
tras na operagdo de secagem, sendo seu desen-
volvimento acelerado em fung¢fo de temperatu-

ra ambiente, teor de umidade das amostras e
aumento do tempo de armazenagem. Nas duas
leituras finais, as amostras apresentavam-se in-
teiramente contaminadas, com uma Gnica exce-
¢80 para an® 3, o que confirma a necessidade
de adogdo de maiores cuidados com a assepsia,
para a produgdo de fungo absolutamente puro.

Também o material constituido por ‘“ar-
roz + esporos” mofdo, tanto a 5°C como a
-139C, foi eliminado da andlise global, devido
as diferencas marcantes entre os percentuais de
germinagdo de confdios neste tipo de preparo
do fungo, e naqueles encontrados em ‘‘espo-
ros” e ‘“‘arroz + esporos’ (Tab. 3 e 4). Os baixos
niveis de germinagfo em ‘‘arroz + esporos’
mofdo sfo uma conseqiiéncia da operagdo de
moagem, quando a excessiva manipulagdo da
matéria-prima e o aquecimento do moinho acar-
retaram prejufzos aos esporos.

Desta forma, a andlise estatfstica foi reali-
zada com vistas aos dados obtidos para os se-
guintes fatores: a) tempo de armazenamento;
b) tempo de secagem; c) temperatura (5°C e
-130C); d) tipos de material: ‘“‘esporos’ e ‘‘ar-
roz + esporos’.

A andlise inicial (Tab. 6), realizada com ba-
se no Modelo 1, demonstrou que s6 hd intera-
¢Oes significativas quando um dos fatores en-
volvidos é o tempo de armazenamento. Foi ve-
rificado, também, que os efeitos para tempera-
tura de armazenagem, tipo de material, tempo
de armazenamento e tempo de secagem foram
significativos. Deve ser ressaltado que o coefi-
ciente de variagdo (C.V. = 19,3%) foi conside-
rado alto para as condi¢Ges do trabalho, o que
justificou a necessidade de que se procedesse
a uma avaliagdo mais detida dos resultados, com
o objetivo de identificar quais os fatores que
provocaram tal variabilidade, e em que niveis.
Daf a determinagdo das médias, conforme o
apresentado na tabela 7.

Com base nas médias relacionadas na tabela
7, verificou-se que, quando considerados os fa-
tores tempo de armazenamento e tempo de se-
cagem, era possivel a divis?o dos tratamentos
em dois grupos para cada um desses fatores.
Assim € que, para o tempo de armazenamento,
h4 um grupo superior constituido pelas leituras
de junho/julho/agosto/setembro de 1983, quan-
do o poder germinativo esteve acima de 50%, e
as estimativas foram semelhantes; e um grupo
inferior, incluindo as leituras de outubro/de-
zembro de 1983. Para o tempo de secagem, o
grupo superior englobou as amostras: 3, 4-5, 6-7
e 8, com poder germinativo acima de 70%, en-
quanto que o grupo inferior, formado pelas
amostras 2, 9, 10 e 11, teve poder germinativo
variando entre 50,2% e 62,4%.

Estes resultados possibilitaram a adogdo de
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uma linha subseqiiente de trabalho, em que fo-
ram escolhidos para estudo os dois grupos supe-
riores descritos e, também, os fatores: tempera-
tura de armazenagem e tipo do material. Bsta
nova linha levou 2 aplicagdo do Modelo 2 de
andlise.

Com base neste Modelo, foi efetuada a an4-
lise complementar, cujo resumo € apresentado
na tabela 8, a qual mostrou que tanto a intera-

para o tratamento ‘‘arroz + esporos’’, estd tam-

- bém caracterizada na tabela 9; sendo convenien-
te definir, apenas, um valor, que é a média geral
para as diferentes situa¢Ges (88,1).

Com relagdo aos intervalos de confianga,
tanto para a linha de regressfo “esporos’ como
para a média geral “arroz + esporos’’ os valores
obtidos conduziram ao preparo da figura 1.

%

¢o como os efeitos principais sdo significativos. 100+
Em virtude da interagfio ser significativa, o
foi feito o desdobramento do efeito dos meses
dentro de cada um dos tratamentos, constatan-  sa, ]
do-se (Tab. 9) que, para “‘arroz + esporos’, in- 85+
dependente da temperatura, nfo hd modifica- g

arroz + esporos
congelador (~139C)
geladeira (5°C)

¢d0 no poder germinativo; enquanto que, para
‘“‘esporos’’, também independente da tempera-
tura, o teste F foi significativo. Foi constatada
regressdo linear significativa para o poder germi-
nativo, quer a -13°C, quer a 5°C. Diante dos
desvios das regressoes lineares ndo-significativas,
verificou-se, pelos coeficientes de determinagdo,
a exceléncia das regressoes: R} = 96,6%¢ R3 =
94,5%, respectivamente, para -13°C e 5°C. O
coeficiente de variagdo de apenas 7,6%, obser-
vado na andlise complementar da tabela 8, evi-
dencia que o material trabalhado foi, desta vez,
mais homogéneo.

De outra parte, quando examinadas as mé-
dias contidas na tabela 9, verificouse que quan-
do se consideram os tratamentos, em cada um
dos meses, embora até julho/1983 haja seme-
lhanga nas respostas, em setembro/1983 esses
tratamentos j4 se dividiram em grupos; sendo
um grupo com médias menores, com os trata-
mentos “‘esporos’, tanto a -13°C como a 5°C,
€ um grupo com médias maiores, com os trata-
mentos “‘arroz + esporos”, em ambas as tempe-
raturas. Se, por outro ingulo, observam-se 0s
meses, em cada um dos tratamentos, verifica-se
que, para “‘esporos”’, houve uma redugdo do po-
der germinativo com o passar do tempo, para as
duas temperaturas. Estas redugGes, que jé4 ha-
viam sido caracterizadas pela existéncia das re-
gressdes lineares, sdo apoiadas nos seguintes
coeficientes angulares: b_j30c = -7,7125 e
bsoc = -7,9575, os quais, através do teste t,
verificou-se serem semelhantes (t = 0,12 n.s.).
As linhas de regress3o que se obtém sfo parale-
las, o que possibilitou um coeficiente angular
médio: b = -7,8350. Por outro lado, como as
médias foram semelhantes (Tab. 9), com exclu-
sdo do més de agosto, pdde-se estabelecer ape-
nas uma linha de regressdo, a qual, com R* =
98,6%, ¢ a seguinte: Yy = 95,2275 -7,8350 py..

A semelhanga entre o poder germinativo
em qualquer més e em qualquer temperatura,

754
esporos

congelador (-139C)
geladeira (5°C)

70 A

65 -

Yy = 95,2275 - 7,8350 Py

60 :
R®= 98,6 %

55 4

504

™
o

4 més (intervalo)
2 £
2 2 8 g m8s (ano)
g 3 g 1
3 a 2 K

FIGURA 1 — Viabilidade de esporos de M. anisopliae
frente a0 tempo de armazenamento e
aos meses utilizados. Estimativas mé-
dias para as temperaturas -13°C e 5°C.

Quando se analisou o conjunto de dados,
através do Modelo 1, vélido para o perfodo de
junho a dezembro, chegou-e, entre outras, a
conclusdo de que as médias para “arroz + espo-
ros” foram quase sempre superiores ds médias
para ‘“‘esporos’’, conforme se observa na tabela
9. Por outro lado, através das intera¢Ges (Tab.
8), verificou-se ser conveniente estudar em se-
parado os diferentes fatores. Assim, procedeu-
se através da andlise segundo o Modelo 2, véli-
do para o perfodo junho a setembro e seus
desdobramentos. Com este Modelo, as intera-
¢0Oes entre o tempo de armazenamento e os tra-
tamentos definiram a necessidade de fazer a de-
composi¢do do tempo de armazenamento den-
tro de meses. Desta forma, constatou-se que o
tratamento “‘arroz + esporos’ era caracterizado
por um valor médio semelhante para os diferen-
tes meses, enquanto que, para o tratamento “‘es-
poros”, havia redu¢do para menor no valor das
médias, de més para més.

Face a tais procedimentos, pode-se conside-
rar que o tratamento ‘“‘arroz + esporos’ deve se
manter por todo o perfodo, junho a dezembro,
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com média maior. Esta possibilidade € plena-
mente vidvel em virtude da eliminagdo de efei-
tos ndo relativos ao tratamento “arroz + espo-
ros’’ pelo Modelo 2.

Foi ainda constatado, pela observagdo con-
junta das tabelas 5, 7 e 9, eliminando-se consi-
deragGes com a amostra 2, que as médias de
germinagdo para ‘‘arroz + esporos’ s3o altas,
mantendo-se no intervalo de confianga estima-
do e caracterizado na figura 1. Esta figura defi-
ne a queda, inclusive com intervalos de confian-
¢a, que ocorre com a viabilidade dos esporos,
nos tratamentos em que o arroz nfo esté pre-
sente.

A andlise efetuada com o objetivo de esta-
belecer o efeito das temperaturas de armazena-
gem ndo acusou superioridade na germinagdo
dos esporos estocados a -13°C, em relagdo a
50C. Esta resposta estd em desacordo com re-
sultados anteriormente descritds, para armaze-
nagem de esporos puros de Metarhizium aniso-
pliae (1), quando a temperatura de -13°C foi
mais efetiva para preservagdo da viabilidade dos
conifdios. Esta diferen¢a de comportamento po-
de ser, provavelmente, atribufda ao elevado nf-
vel de umidade da amostra de esporos de Metar-
hizium anisopliae usada no trabalho citado e
que levou 2 ‘‘degradagdo das amostras ca-
racterizada por alteracOes na coloragdo do po,
pela formagdo de aglomerados de esporos que
se uniram devido 2 condensagdo da umidade
natural, do produto e pelo cheiro fétido™, ca-
_racterfsticas que foram notadas com freqiiéncia
no fungo mantido 4 temperatura ambiente.

No presente caso, o efeito similar das duas
temperaturas mostrou-se extensivo ao fungo
preparado sob a forma de “‘arroz + esporos’.
Alids, com vistas aos tipos de material em estu-
do, a viabilidade dos conidios em ‘“‘arroz + es-
poros’’ sobrepujou estatisticamente a constata-
da na formulag¢do “‘esporos’’.

Para os resultados relacionados com o tem-
po de armazenamento, houve a confirmagdo de
trabalho anterior (1), pois foi constatado que o
poder germinativo do tratamento “esporos’
decaiu 2 medida que aumentou o tempo de ar-
mazenagem, possivelmente em conseqiiéncia do
fato de que para a obtengdo dos esporos faz-se a
retirada do substrato de arroz.

O estudo procurando correlacionar os fato-
res tempo de secagem e umidade das amostras
ndo ofereceu resultado estatistico significativo,
sendo plausivel a sua repeti¢go, no futuro.

Finalmente, hd que considerar o fato de
que, no armazenamento a 5°C e a-13°C, pou-
cos foram os casos em que a leitura foi prejudi-
cada em virtude do desenvolvimento de conta-

minagdes, ou seja, 9 e 3 ocorréncias, respectiva-
mente, contra 62 amostras mantidas normais
em condi¢tes de laborat6rio. Estes valores nu-
méricos evidenciam a exigéncia da manutengao
do Metarhizium anisopliae a baixas temperatu-
ras, como recurso para paralisar o desenvolvi-
mento das contaminagOes que muitas vezes
ocorrem no processo de preparo do fungo.

CONCLUSOES — Ficaram evidentes, no es-
tudo, os seguintes conceitos sobre o comporta-
mento do fungo:

a) A viabilidade dos esporos de M. aniso-
pliae esteve constante durante todo o perfodo
do trabalho (novembro/82 a dezembro/83),
quando o fungo foi mantido sob refrigeragio
em substrato de arroz;

b) As temperaturas de ~13°C e 59C atua-
ram de forma idéntica no que diz respeito ao
comportamento dos materiais armazenados;

¢) O poder germinativo dos esporos € visi-
velmente influenciado, em cardter negativo, pe-
lo aumento de manipulagdo, o que implica em
que a viabilidade dos esporos ¢ alterada em fun-
¢do do tipo de preparo do fungo;

d) ContaminagOes ocorridas durante o pro-
cesso de produgdo do Metarhizium anisopliae,
pela manifestagdo dos fungos Penicillum spp. e
Aspergillus flavus, dominaram amostras manti-
das no meio ambiente, mas foram quase que to-
talmente paralisadas em seu desenvolvimento,
quando mantidas a 5°C e a -13°C. Em razdo
desse fato, os testes de viabilidade para essas
amostras decorreram normalmente, tendo as
mesmas, em geral, apresentado bom aspecto.

Além disso, foram confirmadas as seguintes
informagGes obtidas anteriormente:

A) O fungo Metarhizium anisopliae ndo de-
ve ser estocado em ambiente ndo-refrigerado;

B) O poder germinativo dos confdios de
M. anisoplige decai & medida que aumenta o
tempo de armazenamento, quando se estocam
€SpOros puros.
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