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RESUMO

Priscila Antunes Schamne. Efeito de aditivos e Fishfertilquit§sana meios sélidos na
producdo de conidios ddetarhiziium anisopliae (Metsch.) Sorokin eBeauveria bassiana

(Bals.) Vuillemin.

Os fungos entomopatogénicos sdo empregados cada vez mais no contraaslagiaolas,

por isso, tem-se a necessidade de desenvolver métodos mais sfidemeducdo massal
destes agentes. Assim, o0 presente trabalho teve como objetivos avelfi@io do produto
Fishfertilquitosan® (FQT) sobre parametros biolégicos dos fungos entomopatogénicos
Metar hizium anisopliae e Beauveria bassiana, bem como o efeito de aditivos na producédo de
M. anisopliae e B. bassiana em meio sélido de arroz. O produto FishfertilquitoSafe
avaliado nas concentragbes: 0,025%; 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,4% sobre o crescimento
vegetativo, conidiogénese e viabilidade dos conidios. Foi avaliada, ainda, adpredac
viabilidade de conidios em meio solido de arroz utilizando os diferadtegos: caldo de
batata (5%; 10%: 15%; 20%), lactose (1g; 29; 39; 40;), extiaievedura (0,005 g; 0,01 g;

0,1 g), além dos sais: NaNOKCI; CaCb.2H,O; MgSQ.7H,O e acido ascorbico na
concentracdo 0,01 g. Em ambos os experimentos, os dados foram submetidiiseada
variancia e as meédias comparadas por regressao e teste y¢FRkB5). Verificou-se que o
aumento do produto FQT no meio de cultura inibiu 0 crescimento vegetatavarpaos o0s
fungos, a producéo de conidios foi inversamente proporcional ao aumentd de R@io de
cultura paraV. anisopliae. J4 pard. bassiana a concentragdo 0,1% causou a maior producao
(5,32x10 conidios.mLY), as demais concentracdes reduziram a producéo desse fungo. A
adicdo do produto ao meio de cultura ndo afetou a viabilidade dos conidiosgeedo
anisopliae e B. bassiana apresentaram germinacdo acima de 90 e 70%, respectivamente. O
aumento da concentracdo de aditivos no meio de cultura de arroz causqegueaa
reducdo na producéo de conidios de ambos os fungos avaliados, excatamnento extrato

de levedura 0,005 g e lactose 1 g onde houve um incremento na produgcdo défungo
anisopliae (2,31x1G e 1,89x18 conidios.d, respectivamente). A viabilidade nao foi afetada
pelos aditivos no meio de cultura em ambos os fungos avaliados. A ddi¢01 g de KCl
aumentou a producao 8k anisopliae e os demais tratamentos nao afetaram a producao deste
fungo. Ja par®. bassiana, a adicdo de sais minerais ao meio de cultivo ndo afetou a sua
producdo. A germinacdo dos conidiosMeanisopliae ndo foi afetada pela adicdo de sais
minerais ao meio de cultura. P@abassiana o tratamento NaN@diferiu estatisticamente

dos tratamentos MgSOe KCI e os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas em relagao ao tratamento testemunha.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, controle microbiano, meios de cultura.



ABSTRACT

Priscila Antunes Schamne. Effect of additives and Fishfertilgaitd in solid media during
conidia production oMetarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin andBeauveria bassiana

(Bals.) Vuillemin.

Entomopathogenic fungi are increasingly used to control agricufesis, so it is needed to
develop more efficient methods to mass production of these agents. Thulgjettteve of this
study was evaluate the effect of Fishfertilquito$a(eQT) on biological parameters of the
entomopathogenic fundiletarhizium anisopliae andBeauveria bassiana, as well as the effect
of additives in the production d¥l. anisopliae andB. bassiana at solid rice medium. The
product Fishfertilquitosarfawas evaluated at concentrations of 0.025%, 0.05%, 0.1%, 0.2%,
0.4% considering vegetative growth, conidia production and viability. Italssevaluated,
conidia production and viability at solid rice medium using differenitaed: potato broth
(5%, 10%: 15%, 20%), lactose (1 g, 2 g, 3 g, 4 g;) yeast extract (0.00®1lgy, 0.1 g), salts
like NaNGs, KCI; CaCb.2H,0O; MgSQ..7H,O and ascorbic acid 0.01 g. In both experiments,
data were subjected to analysis of variance and the meansevepared by regression and
Tukey test (R0.05). It was found that the increase of the product FQT at the coiediim
inhibited the vegetative growth for both fungi, conidia production was selxeproportional
to the increase of FQT at the culture medium Kér anisopliae. To B. bassiana at
concentration of 0.1% it was observed the highest conidia production (5’3@riiflia mL

Y, the other concentrations reduced the production of this fungus. The adélitienproduct
to the culture medium did not affect the viability of conidia, &hdanisopliae and B.
bassiana germinated above 90 and 70% respectively. Increasing the adddivesntration at
the culture rice medium, it was observed a small decreasaidiacproduction of both fungi
studied, except at the treatment with yeast extract 1 gskadd.005 g which there was a
production increasing of the fungud. anisopliae (2.31x16 and 1.89x1® conidia.g',
respectively). Viability was not affected by additives atual medium for both fungi species
evaluated. The addition of 0.01 g of KCI increased the productidh. ahisopliae and the
other treatments did not affect the production of this fungusBFoassiana, the addition of
mineral salts at the culture medium did not affect their production. Conidial gé&ionio&M.
anisopliae was not affected by the addition of mineral salts at the euthe@dium. But foB.
bassiana, the treatment with NaN{differed statistically from the treatments with MgSO
and KCI, the other treatments showed no significant differencesarechfio the control
treatment.

Keywords: entomopathogenic fungi, microbial control, culture media.



1. INTRODUCAO

O controle de pragas tem sido realizado quase que exclusivamente aemde
agrotoxicos, gerando problemas de intoxicacdo humana e da faunaesilvesiduos nos
alimentos, na agua e no solo, aparecimento de novas pragas e de popakigfisdges a
esses produtos (Alves et al., 2008).

Assim, tém-se a necessidade de buscar métodos de controlatialbed® pragas,
adotando-se praticas menos agressivas aos agroecossistemameto aambiente. Neste
sentido, o controle biol6gico € uma importante ferramenta a seadélno manejo integrado
de diferentes insetos-praga na agricultura, uma vez que utilizgasimaturais para manter a
populacdo da praga abaixo dos niveis de dano econdmico, evitando @0 heespo
prejuizos ambientais (Alves, 1998).

Exemplos bem sucedidos de controle bioldgico referem-se ao us@meganismos
entomopatogénicos, neste caso destacam-se os flubgashizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin e Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, que podem ser multiplicados facilmente
(Alves, 1992). Segundo Strasser et al. (2000), os fungos entomopatogéressntam
vantagens ambientais e para a saude, uma vez que ndo deixam resichloeembgs, na
agua, no solo, polinizadores e nem os seres humanos.

Segundo Faria & Magalhaes (2001), atualmente existem varioidastbioldgicos
a base de fungos em comercializacdo em diferentes paisesadlceRistem biofabricas para
producdo de fungos na regido Nordeste para o controle da cigarrintenaae-aclcar
(Mahanarva fimbriolata) e do besouro moleque-da-bananeitas(nopolites sordidus). O
Sudeste e o0 Centro-Oeste produzem fungos para o controle do percevegmdde
(Leptopharsa heveae) que ataca os seringais e de cigarrinhas-das-pastagens doss géner
Mahanarva, Deois e Zulia (Alves, 1998).

Um dos principais fatores para o sucesso do controle biolégico utiliZandos
entomopatogénicos € a producdo de grande quantidade de conidios por um ppetitivanm
Assim, o processo de producéo deve ser barato e ao mesmo tempo pmddios viaveis e
virulentos (Robl et al. 2009). A producgdo tanto quantitativa como qualitdéiveonidios
depende do isolado, do substrato de producéo e dos ingredientes incorporapgodegue
influenciar no desenvolvimento do fungo (Kassa et al., 2008).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar @ edeit

Fishfertilquitosan8 e aditivos em meios sélidos visando aumentar a producéo de conidios dos



fungosM. anisopliae e B. bassiana a fim de viabilizar a sua utilizagdo em sistemas de cultivo

organicos.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fungos entomopatogénicos

No Brasil, o controle microbiano de insetos teve grande desenvolvimenddtinmoss
anos e vem crescendo cada vez mais, o que pode ser demonstrado peto deraetigos
cientificos nesta area. Além disso, grandes programas de contootdiano tém marcado
esse crescimento, como o controle das cigarrinhas da canéede-apm o fungaM.
anisopliae (Leite et al., 2003a).

No controle microbiano de insetos, os fungos s@o os principais patoégseosna
utilizados, devido a capacidade de supressao de populacdes de insetos praga, vasta
gama de hospedeiros, possibilidade de producédro e formulacdo desses agentes (Leite et
al., 2003a).

Os fungos entomopatogénicos sdo patdogenos de largo espectro capazesarde caus
epizootias naturais. Estes agentes podem infectar diferenéss dasdesenvolvimento dos
hospedeiros, como ovos, larvas, pupas e adultos, sendo que a maioria posseanisnmo
de penetracdo especializado via tegumento, caracteristicaogang@jando comparados com

outros grupos de patdgenos que infectam o inseto apenas via oral (Alves, 1998).

2.1.1. Importancia dos fungos entomopatogénicos no controle biolégico de pragas

Os resultados de pesquisas demonstraram eficacia ao utilizagosf
entomopatogénicos no controle biolégico. Nesse sentido, a eficiéndia lopssiana foi
observada para a broca-do-céfgpothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae) onde
ocorreu elevada viruléncia e grande potencial de producdo de conidiosnsetwe mortos
(Neves & Hirose, 2005).

Ainda, isolados deB. bassiana tém grande potencial para serem utilizados em
programas de manejo integrado para o controle do cascudimhcobius diaperinus
(Coleoptera: Tenebrionidae) (Rohde et al., 2006; Santoro et al., 2008¢fgedonocivo em
todas as fases de desenvolvimento desta praga, exceto o inseto adulto (Sjl2a@d)al

Isolados deB. bassiana também foram selecionados para o controleOdinezia

praelonga (Hemiptera: Ortheziidae), visando sua utilizagdo como insetinideobiano. Os

4



resultados indicaram que dos 50 isolados testados, 30 foram patoggreas cochonilha
(Garcia & Alves, 2005).

Consolo et al. (2003), testantib anisopliae e B. bassiana no controle déiabrotica
speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae) verificaram que bassiana causou 70% de
mortalidade em larvas de terceiro instar sendo mais virulento que oNugcsopliae.

A espécieM. anisopliae vem sendo cada vez mais estudada como agente de controle
bioldgico para varias pragas. Pesquisas revelam que este agetbgénico para o psilideo
da goiabeiralriozoida limbata (Hemiptera: Psyllidae), psilidddiaphorina citri (Hemiptera:
Psyllidae), acaro-rajaddetranychus uticae (Acari: Tetranychidae) e o cascudinb
diaperinus (Gassen, 2006; Padulla, 2007; Tamai, 2002; Rohde, et al., 2006).

M. anisopliae € eficiente no controle da cigarrinha-da-raiz da cana-detacuca
Mahanarva fimbriolata (Hemiptera: Cercopidae) na regido de Sao Paulo, reduzindo as
populacbées em até 91% (Miranda et al., 2004). J& no Nordésemisopliae € utilizado
como forma de controle disl. posticata desde 1969 e vem trazendo resultados positivos
(Alves et al., 2008).

Nos ultimos anos, os produtores de cana-de-acucar e usineirosdiodes®éo Paulo
vém investindo cada vez mais no controle biolégico da cigarrinhadastidizando M.
anisopliae. Este entomopatdgeno também é utilizado no controle das cigarrinhas-das-
pastagens de forma inoculativa ou inundativa utilizando-se diversas dgfeaslna dosagem
minima de 1x1% conidios por hectare (Alves et al., 2008).

O fungo M. anisopliae também constitui-se uma alternativa promissora para ser
utilizado como inseticida microbiano em condi¢cées de campo $Sohpocoris carvalhoi
(Hemiptera: Cydnidae), onde Xavier & Avila (2006) constataram queosdalidade do
percevejo chegou a 94% em experimenim$boratdrio e em casa-de-vegetacao.

A eficiéncia desses fungos também € relatada nas esp#aitdla germanica
(Dictyoptera: Blattellidag)Atta sexdens sexdens (Hymenoptera: FormicidaeAnthonomus
grandis (Coleoptera: Curculionidaeornitermes sp. (Isoptera: Termitidae Rhammatocerus
schistocercoides (Orthoptera: Acrididae),Leptopharsa heveae (Heteroptera: Tingidae),
Sohenophorus levis e Metamasius hemipterus (Coleoptera: Curculionidae) (Lopes, 2005;
Loureiro & Monteiro, 2005; Silva, 2001; Lohmann et al., 2009; Schmidt et al., Z@dZjni,
2002; Alves et al., 2008).

Dessa forma, torna-se evidente o amplo espectro de acdo desies, mguais

podem ser utilizados em varios grupos de insetos no controle integrado de diversas pragas



2.1.2. Caracteristicas gerais e aspectos biolégicos de fungos entomopatogénicos

Os fungos sao organismos de tamanho e forma variaveis, podendo deftarageu
constituidos por um conjunto de micélio com parede constituida de quitina ou celulose.

Aproximadamente 80% das doencas em insetos tém como agentescesolir)
fungos, que englobam mais de 90 géneros e 700 espécies. Destasagj@niaioe a presenca
registrada para o Brasil, sendo que mais de 20 espécies inalderpsagas de importancia
econdmica (Alves, 1998). Dentre os géneros mais importantes encsetMetarhizium,
Beauveria, Aschersonia e Entomophthora (Shah & Pell, 2003).

Dentre as estruturas dos fungos utilizadas no controle de prages éuncdes no
ciclo natural do patdégeno estdo os conidios que tém como funcdo a reproducdo e
disseminacédo; os blastosporos que se disseminam na hemolinfa do hospedeélio com
a funcao de migrar para fora do hospedeiro e permitir a conidiegdadango; e 0s esporos
de resisténcia, que permitem a sobrevivéncia do fungo no solo (Leite et al., 2003a).

Uma das vantagens da utilizacao destes fungos € o seu modo dacgengiie ocorre
principalmente via tegumento, podendo ocorrer também via espiraculos do hospedeiro (Pekrul
& Grula, 1979).

O processo de infeccdo € iniciado pela germinacédo dos conidios saltieuda do
hospedeiro, que pode levar de 12 a 18 horas dependendo da disponibilidadeedeesutri
(Alves, 1998). Isolados d& bassiana germinam dentro de 18 horas e imediatamente iniciam
0 processo de penetracdo na cuticula do inseto (Pekrul & Grula, 1918)idi germina e o
tubo germinativo se diferencia por dilatacdo da extremidade dasgafa a formagao do
apressorio, que é estimulada pelo contato fisico com a cuticula do hospedeka&(Hager,

1994).

Os insetos atacados pBr bassiana apresentam-se cobertos por um micélio branco
caracterizando a doenca muscardine branca, enquanto que os insetasiasf@orM.
anisopliae apresentam uma coloragcdo que varia de verde claro a escumzentaios ou
ainda esbranquicados com pontos verdes, caracterizando a muscardine verde (Alves, 1998).

Os fungos entomopatogénicos provocam o rompimento do tecido epitelial pela
germinacgao/penetracdo ou pela liberacdo de toxinas que desestratyarede intestinal,
possibilitando contaminagao da hemolinfa, disseminando-se assim porits@too(Loureiro
et al., 2005). Decorridas 72 horas da inoculacéo o inseto apresenta-se totalroeiz@dme,
sobre o cadaver ocorre a formacédo de grande quantidade de conideotanoilios (Alves,
1998). Entretanto, quando a umidade do ambiente é baixa a conidiogénese qyogle oc
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internamente, como em gafanhotos do oeste africano infectadoll. pamisopliae var.
acridum (Shah & Pell, 2003).

A relacéo parasita-hospedeiro depende da espécie de insetoondigdes durante o
desenvolvimento da doenca. Alta umidade relativa e temperatura adesficadandicoes
favoraveis para o crescimento do fungo e a ocorréncia da doenca,gsentemperaturas
altas e baixas retardam o crescimento do fungo e consequentenuggenvolvimento da
doenca (Alves, 1998; Hallsworth & Magan, 1999).

2.1.3.Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin

O fungoB. bassiana pertence a classe Sordariomycetes, familia Cordycipitaeeae
pode causar doenca em coleopteros, lepidopteros, hemipteros, dipteros, hnoergpte
ortépteros, sendo uma das espécies mais estudadas no controlépielestipraga. Possui
conidios globosos ou subglobosos que variam dep2nad@ comprimento, com conidioforos
formando densos ganchos (Alves, 1998).

Esta espécie é de ampla distribuicdo geografica e ocoqeefremente sobre os
insetos e no solo, onde pode sobreviver por longo tempo (Alves, 1998). A tenaperatur
favoravel para seu desenvolvimento é de 22 a 26°C (Leite et al., 2003d) mais exigente
em nutrientes para o crescimento e germinacao dos conidios (Sun & Liu, 2006).

2.1.4.Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin

O primeiro trabalho de controle microbiano com um fungo entomopatagéoi
realizado por llya Metchnikoff conM. anisopliae, sobre larvas de um curculionideo,
importante praga da beterraba. A partir dessa €poca, asadmsed as diversas racas deste
entomopatdgeno vém sendo estudadas. E possivel que ele ocorra naturalmemaisatbe
300 espécies de insetos (Alves, 1998).

Esta espécie da classe Sordariomycetes pertence a f@hailieipitaceae (Sung et al.,
2007), € amplamente distribuida na natureza e caracteriza-gaqaoran grande numero de
insetos, pode ser encontrada no solo onde sobrevive por longos periodos.

Este fungo apresenta micélio hialino e septado, conidios cilindpueomedem de 3 a
18 um de comprimento que se formam sobre conidioforos cilindricos (Alves, 1098).
crescimento e conidiogénese 6Otimos ocorrem em temperatura2@ngre80°C (Vilacorta,
1978). Em altas temperaturas, como 40 e 45°C, ndo ha germinacdo desi®/feing, 2007)
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e em temperaturas abaixo de 16°C a germinag¢do dos conidios € wela §ANogueira,
1984). Além da temperatura, outros fatores podem influenciar o desenvtlvidee fungo,
como umidade, radiacdo e pH do meio de cultivo.

Em relacdo ao cultivan vitro, o entomopatdogeno € pouco exigente, podendo
desenvolver-se em diversos meios de cultura, sendo o amido umantextmiée de carbono
(Alves, 1998).

2.2. Técnicas de producdo massal de fungos entomopatogénicos

A producéo de conidios de fungos entomopatogénicos pode ser alcanqzatzdatil
se de varias metodologias, desde técnicas simples até asafigtisadas, dependendo das
condi¢des disponiveig producdo de um fungo pode ser feita utilizando o inseto hospedeiro,
in vivo, ou através de processos fermentativos simples ou complexas;o, ou ainda,
através de utilizacdo de meios de cultura sdélidos de baixo custad@Florez, 2008). A
utilizacdo de meios de cultura solidos € uma das grandes vantizgerasoria dos fungos em
relacdo a outros entomopatdgenos obrigatérios, como virus e protozoariodaalémencao
econbmica de grandes quantidades de propagulos em tempos relativamn@EstgAlves,
1998).

A composicdo do meio tem uma estreita relagdo com uso e idagigado fungo
produzido, pois pode influenciar o tipo, o formato e a quantidade de propagdiipo
(Oliveira, 2008). Além da composicdo do meio, as técnicas de producdonges f
entomopatogénicos devem ser de baixo custo e permitir a obtenclia denaentracdo de
formas viaveis e virulentas do patdogeno que possam ser formwdadtikzadas para o
controle de pragas (Leite et al., 2003a).

Um meio de cultura deve possuir uma fonte de carbono e de nitrogésimisarais
e alguns fatores de crescimento (Soper & Ward, 1981; Alves, 1998).,Agendendo do
tipo de propagulo desejado e da espécie a ser produzida, os fungos pogeodisgdos
sobre meios artificiais utilizando-se trés métodos: a) méipsdbs; b) meios sdlidos; c)
fermentacao bifasica (Alves, 1998).

De modo geral, todos esses processos de fermentacao tém sidolagilem escala
experimental e industrial para a obtencdo de diversos tipos de propaguosos. No
entanto, o processo mais usado para a producao industrial desses mgrmgdem sido o
da fermentacéo sélida (Alves et al., 2008).

Os conidios podem ser produzidos em meios sdlidos e liquidos, enquanto que as

demais formas sdo geralmente produzidas somente em meios liquidos (Leiz0etal).
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2.2.1. Producédo de fungos entomopatogénicos em meio solido

A producdo de fungos sobre meios solidos, por ndo precisar de tecmologia
aprimoradas como as exigidas na fermentacdo liquida, € a for@adat com maior
frequéncia. Esse método permite a producdo direta de unidades asfeztilevido a sua
simplicidade de produc¢éo é usado em varios paises para a producao artesanalde Seiali-i
de fungos entomopatogénicos (Alves, 1998).

Considera-se que esta técnica seja a forma de producaadegisada para os fungos
que produzem conidios aéreos coMo anisopliae e B. bassiana, em funcdo das suas
necessidades nutricionais e metabdlicas, esses entomopatogetestam anuito bem a esse
processo. Além disso, os conidios podem ser separados facilmente dasebsieralmente,
apresentam boa viruléncia paras as pragas-alvo (Alves et al., 2008).

No método de producdo em meios sélidos, o crescimento e a conidiodérfaago
ocorrem sobre o substrato solidificado, sendo que uma producdo em peqaknpaete ser
feita sobre agar ou outro agente solidificante (Moino Jr., 2000). No enfaata uma
producdo em grande escala a utilizacdo desses meios de cultaraganviavel devido ao
elevado custo. Assim, para a producdo de conidios em larga eéaalajdb utilizados
produtos vegetais de baixo custo, especialmente graos de arrezdial.,, 2003a). Esses
substratos fornecem todos os nutrientes necessarios ao cres@meptoducdo dos fungos
(Alves, et al., 2008).

Nesta linha de pesquisa, Hadapad & Zebitz (2006) verificaram que oasol
arroz é o meio mais adequado para o0 crescimento e conidiogéndaeboangniartii
atingindo uma producdo méxima de conidios de 1sa0idios.g de substrato.

A producéo do fungo sobre produtos vegetais pode ser feita em difesmipésntes,
conforme o objetivo e a escala de producéo (Leite et al., 2003a)aBasi® existem trés
processos de producdo utilizando meios sélidos: producdo em sacos de peripragn
garrafas de vidro e em bandejas.

O uso de arroz cozido para a producaoMieanisopliae pelo método da bandeja
permitiu um rendimento médio de 6 a 11,4 kg do fungo.10Q éontendo 18 conidios.d
do patégeno, enquanto que p&abassiana, 3 kg do fungo do produto contendo 2%10
conidios.d (Leite et al., 2003a). Ja Loureiro et al. (2005) obtiveram uma mendugio de

M. anisopliae utilizando o método de bandeja, cerca de 2,3edidios.q'"



Garcia (2004) testou a eficiéncia de dois diferentes sistenasdiecdo, de bandeja e
de caixa, de_ecanicillium lecanii, e observou que o0 método da bandeja proporcionou um
rendimento superior ao método da caixa, 1,9%10,0x18 conidios.{d, respectivamente.

Vérios trabalhos tém sido desenvolvidos para aperfeicoar e selemét@los mais
eficientes de produgcdo de fungos entomopatogénicos em meios solidopgsderior
utilizagdo no controle bioldgico (Grim, 2001). Neste sentido, Name €0€3) verificaram
que paraM. anisopliae, a umidade final mais favoravel foi ao redor de 35%, o que
proporcionou maior nimero de conidiosdp arroz (1,2x13), ja paraB. bassiana 0 maximo
obtido foi de 5,3x1bconidios.g de arroz no tratamento com 80% de agua.

As pesquisas em busca de substratos alternativos para melpmdugéo, infecgdo e
armazenamento destes agentes tém sido cada vez mais desendbstiasentido, Kassa et
al. (2008) demonstraram que o soro de leite pode ser utilizado coni@aubakernativo para

producdo massal de isoladosBldassiana e M. anisopliae.

2.3. Aditivos utilizados para melhorar a producéo de fungos entomopatogénicos

A composicdo de um meio de cultura deve ser constituida, basieanue
ingredientes que fornecam carbono, nitrogénio, sais minerais esfd®@escimento (Soper
& Ward, 1981; Alves, 1998). As fontes de carbono comumente utilizadas &fm ghtose,
sacarose, dextrose, entre outros agucares. J4, as fontes deiniségéyeralmente derivadas
de compostos ricos em proteina ou aminoacidos, como extrato de sej@, @gttevedura e
peptona (Leite et al., 2003a).

A composicdo do meio de cultura pode influenciar o tipo, formato e dadatide
propagulo produzido, além de interferir na estabilidade apds secagentéacia do fungo.
Por isso, no desenvolvimento de meios de cultura para a producdo de fungos
entomopatogénicos, a primeira etapa € selecionar um meio que cgwopouma boa
producdo da forma desejada do fungo. Apds, € necessario avaliatoodefaiiferentes
nutrientes sobre a producéo e a infectividade do patégeno (Leite et al., 2003a).

Na producédo de fungos, os meios deficientes em nitrogénio e mcosadono,
tendem a produzir maior quantidade de conidios (Leite et al., 2003a). fDeBaaos meios
usados na producdo massal de fungos sao geralmente constituidos des meglethis ricos
em amido, como batata, arroz, aveia, milho e feijdo. Destes, ocazimo € um dos meios

mais utilizados para a producéao de fungos (Jackson, 1997).
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2.3.1. Adigéo de fontes de carbono e nitrogénio

Diversas fontes de carbono e nitrogénio tém sido estudadas noaleiseento de
meios de cultura, principalmente de meios a base de produtos segs@ido um aumento
na produtividade de fungos entomopatogénicos. Cintra et al. (1999), testaeasasiiontes
de acucar e nitrogénio em meio de cultura de arroz e veaificque houve um aumento na
producao de conidios dé. anisopliae com o acucar lactose e a proteina extrato de levedura.
Ja para o fung®. bassiana, estes autores observaram que apenas 0s tratamentos com sais
minerais apresentaram aumento significativo na producao de conidios.

A adicdo de caseina em concentracdes 0,01 a 1% e lactose derfagag@e do preé-
cozimento do arroz aumentou a producdo de conidios pelo método da band&ayeatra
vezes para os fung®s bassiana e M. anisopliae (Leite et al., 2003a).

Na producédo liquida dB. bassiana, a producdo de conidios pode ser aumentada por
diversos tipos de acucar, Thomas et al. (1987), verificaram que o gdicas® aumentou a
producdo de conidios, enquanto Rombach (1989) observou que o rendimento maximo de
conidios ocorreu em meios contendo sacarose e extrato de leveduranmiosntontendo
maltose e extrato de levedura.

A producéo dos fungdBatkoa sp.,Furia sp. eNeozygites floridana foi maior quando
adicionado 2,66% de glucose em relacdo ao meio com a mesma coAced&agacarose
(Leite et al., 2003b). Estes mesmos autores verificaram que atoexke levedura pode
aumentar a producao datkoa sp., enquanto que para o fungoria sp. a combinacao de
extrato de levedura + extrato de carne + leite desnatad@péns@sel pelo incremento da
producao, sugerindo que esta fonte de nitrogénio possui maior importardrauparsp. do
que pardatkoa sp.

A concentracdo de acucar também pode influenciar a producdo des fungo
entomopatogénicos. Neste sentido, Pereira & Eira (1999) verificaram qoiecentracao de
2,0 g.L'' de sacarose em meio de cultura de extratoNemra viridula (Hemiptera:
Pentatomidae) produziu o dobro de conidiosMieanisopliae por grama de substrato em
relacdo & concentracdo 10 ¢.L

Oliveira (2008) testou diferentes meios de cultura baseados ens fpragicas
provenientes de insetos e verificou que o0 meio de cultura contendo ebeiBdoebrio sp.
aumentou a conidiogénese do fungo entomopatogéhsclersonia sp. quantificada em

4.8x18 conidios.colonia.
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2.3.2. Adicao de sais minerais

Os sais minerais também sdo considerados no desenvolvimento de urpanaeio
producao de fungos, sendo muitas vezes necessarios para o cultiviordethorales, os
quais sdo mais exigentes nutricionalmente (Leite et al., 2003a).

Poucos estudos referem-se ao uso de sais na producao de fungos eagEnmpat
entretanto esses nutrientes organicos possuem grande importancia sconemn®,
desenvolvimento e mesmo a sobrevivéncia de fungos. O sodio e 0 potassio pezdema
apenas como nutrientes, mas também como reguladores da pressaoaofmeiig et al.,
2003b).

Neste sentido Leite et al. (2003b) verificaram que a adicaoislasaneio de cultivo
na producdo d8atkoa sp.,Furia sp. eNeozygites floridana em meio liquido, proporcionou
um aumento significativo na producéo destes fungos. Ja, Cintrg22@0), verificaram que
a adicdo de sais minerais ao meio de cultivo aumentou signifit@nta a producdo de
conidios do fungdB. bassiana. Barbosa et al. (2002) relatam que isoladod.déecanii
apresentaram bom desenvolvimento quando cultivados na presencatdedaigadio e sais

com o ion amonio.

2.4. Utilizacdo da quitosana na agricultura

A quitosana € um polimero policatidnico 3—1,4 ligado a D-glucosamina espode
obtida a partir da quitina, por meio da desacetilacdo com Aalcaliguitna é um
polissacarideo natural extraido do exoesqueleto de crustaceos comrdc;acaranguejo,
lagosta e da parede celular de fungos céwspergillus niger (Van Tieghem) ePenicillium
notatum (Westling) (Tan et al., 1996).

A molécula de quitosana tem um duplo efeito na interacdo patdégeno-hospede
seja, atividade antifungica e ativagdo das respostas de dafgdanta, como a producédo de
enzimas (Oh et al.,, 1998). Alguns pesquisadores explicam que a atiadhaécrobiana
dessa substancia ocorre por acdo de grupos aminicos que, em contato flomo®s
fisiol6gicos, provavelmente séo protonados e se ligam a grupos ani@eiotsrorganismos,
resultando na aglutinagdo das células microbianas e inibicdo dommet (Silva et al.,
2006).

A quitosana tem sido aplicada na poés-colheita de frutos, devido a slidal@bem
formar peliculas semipermedveis sobre produtos vegetaiatura, o que contribui para
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aumentar a vida de prateleira e a manutencdo das caramerigtalitativas. Esta camada na
superficie do vegetal modifica a atmosfera interna e diminuieserdolvimento de
microrganismos (Botrel et al., 2007).

Embora existam diversos trabalhos na literatura envolvendo a quitesamayos
fitopatogénicos, ainda séo escassos os trabalhos desenvolvidos paraaantdracéo entre a
quitosana e os fungos entomopatogénicos. Neste sentido, tornam-se vatidbalbes que
busquem avaliar a compatibilidade dos fungos entomopatogénicos com outro®gprodut

utilizados na agricultura, como a quitosana.
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CAPITULO |

EFEITO DE FISHFERTILQUITOSANA ® SOBRE Metarhizium anisopliae (METSCH.)
SOROK. E Beauveria bassiana (BALS.) VUILL.

RESUMO

O controle de pragas tem sido realizado basicamente por mei@di€qgsr fitossanitarios
sintéticos, gerando problemas ao meio ambiente, homem e tambénimagss naturais de
pragas agricolas. Dentre os inimigos naturais diretamente peEgjodi estdo os fungos
entomopatogénicos. Neste sentido, a busca por produtos mais seletivessangepara que
nao se eliminem ou diminuam a acdo dos inimigos naturais, principalmsnfungos
entomopatogénicos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a compatiiéida efeito do
produto Fishfertilquitosarfa(FQT) sobre o crescimento vegetativo, producéo e viabilidade
dos conidios d&letarhizium anisopliae e Beauveria bassiana. O produto foi incorporado ao
meio de cultura BDA e distribuido em placas de Petri nas concentracdes: 0%; @40,
0,1%; 0,2%; 0,4%. Cada tratamento teve cinco repeticbes. Os dadws Siabanetidos a
analise de variancia e regressdo<Q(P5). Verificou-se que o aumento do produto
Fishfertilquitosan® no meio de cultura inibiu o crescimento vegetativo para ambiosgss
avaliados. A producédo de conidios foi inversamente proporcional ao aumentol deoFQ
meio de cultura par®. anisopliae. J& paraB. bassiana a concentracdo 0,1% aumentou a
producdo de conidios (5,32X1@onidios.mL'), as demais concentraces reduziram a
producdo desse fungo. A adi¢do do produto ao meio de cultura ndo ateabilidade dos
conidios, sendo qukl. anisopliae e B. bassiana apresentaram germinacdo acima de 90 e
70%, respectivamente.

Palavras-chave: quitosana; compatibilidade; fungos entomopatogénicos.
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ABSTRACT

Priscila Antunes Schamne. Fishfertilquitosanaeffect of on Metarhizium anisopliae

(Metsch.) Sorok. anBeauveria bassiana (Bals.) Vuill.

Pest control has been accomplished primarily through synthetic phiy#ogaproducts,
causing problems to the environment, people and also to the natural ®eéragricultural
pests. Among the natural directly harmed enemies, there areggathragenic fungi. In this
way, the search for more selective products is necessary thtaeoglimination or reduction
of the natural enemies, mainly the entomopathogenic fungi. This sty to evaluate the
compatibility and the effect of the product Fishfertilquito§a(QT) considering vegetative
growth, production and conidia viability detarhizium anisopliae andBeauveria bassiana.

The product was incorporated at PDA culture medium and distributd®ketim plates at
concentrations of: 0%, 0.025%, 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.4%. Each treatment had five
repetitions. Data were subjected to analysis of varianceegmndssion (R0.05). It was found
that the increase of Fishfertilquitos&maoduct at the culture medium inhibited the vegetative
growth for both fungi species evaluated. Conidia production was alygysoportional to the
increase of FQT at the culture medium féranisopliae. To B. bassiana at concentration of
0.1% conidia production was increased (5.3Zxaonidia.mL?), the other concentrations
reduced the production of this fungus. The addition of the product tmthege medium did
not affect the viability of conidia, and. anisopliae andB. bassiana germinated above 90 and
70% respectively.

Keywords: chitosan; compatibility; entomopathogenic fungi.
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1. INTRODUCAO

O controle de pragas e doencas tem sido realizado basicamenteipale produtos
fitossanitarios sintéticos, gerando problemas ao meio ambiente, aamhentambém aos
inimigos naturais de pragas agricolas. Dentre os inimigosamaiiretamente prejudicados
estdo os fungos entomopatogénicos, pois, estes produtos podem causao indica
crescimento vegetativo, na producdo e viabilidade dos conidios e nairgléncia
(Cavalcanti et al., 2002). Assim, a busca por produtos mais seletivos é negesaaize nao
se eliminem ou diminuam a ag¢ao dos inimigos naturais.

A quitosana, obtida a partir da quitina, apresenta diversas aplicagbesiUstria
farmacéutica e de cosmeéticos, também pode ser utilizada comstimeento dos frutos,
atrasar o amadurecimento e senescéncia dos frutos, aléwnue/pr respostas de defesa em
vérias plantas (Silva, 2006). Além disso, também é utilizada no a@mteotertos tipos de
fungos fitopatogénicos, comoRenicillium sp em macas (Botelho et al., 2009). Dessa forma,
a quitosana vem despertando o interesse de muitos pesquisadores, demddaxibalade,
ser biodegradavel, ndo alérgica, anticoagulante, antifUngica rei@aotiana (Silva et al.,
2006).

Na linha dos bioinseticidas e da agroecologia, os fungos entomapatsy8ao 0s
principais patégenos de insetos a serem utilizados no controle mioklizevido,
basicamente a capacidade de supresséo de populacdes de insetos praga, vasta gama
de hospedeiros, possibilidade de produgéatro e formulacdo desses agentes (Leite et al.,
2003a).

No manejo integrado de pragas, 0S microrganismos e outros agentesitiade
biolégico podem atingir seu maior potencial se protegidos ou adescia produtos
compativeis, como agrotoxicos, fertilizantes etc. Estudos relacionamisos de interacdo do
controle microbiano com outros métodos de controle de pragas e de dmadgasio pouco
conhecidos. Por outro lado, a preocupacdo da comunidade cientifica emeadahalgar a
importancia do controle associado vem crescendo (Alves et al., 2008).

A integracdo de entre bioprodutos e agrotoxicos ou outros inimigos naamassdo
utilizada em paises da América Latina. O uso de agrotoxicos demipat entomopatdgenos
€ uma estratégia pratica que visa preservar 0s microrgansmasos agentes de controle
bioldgico, dando oportunidade para que eles possam mostrar todo 0 seu pdéeoaidtole
(Alves et al., 2008).
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Neste sentido, considerando a possibilidade de utilizacdo da quitosagvécobura e
da importancia dos fungos entomopatogénicos no controle microbiano, o objetiaselot@r
trabalho foi avaliar a compatibilidade de FishfertilquitoSat22 quitosana) e seu efeito
sobre o crescimento vegetativo, producdo e viabilidade dos conidios dos fungos

entomopatogénicddeauveria bassiana e Metar hizium anisopliae.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Entomologia e de
Fitopatologia do Departamento de Agronomia da Universidade Estaduanim-Oeste —
UNICENTRO (Guarapuava, PR).

2.2. Obtencéo e producao dos fungos entomopatogénicos

Os isolados dos fungosletarhizium anisopliae (MA/037) e Beauveria bassiana
(UNI/65), provenientes da Universidade Estadual de Londrina — UEL egetdidade
Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, respectivamente, fonareaados na forma de
conidios a -4°C. Para a realizacado dos experimentos os fungos faiypticados em meio
de cultura BDA (batata-dextrose-agar), segundo metodologia adajeaddéves (1998) e
mantidos em camara climatizada a 25+1°C; fotoperiodo de 12 horas e UR 70+10%.

2.3. Crescimento vegetativo

As concentracdes de FQT: 0%; 0,025%; 0,05%; 0,1%; 0,2% ou 0,4% (mL FOT.mL
de meio) foram adicionadas em 160 mL de meio de cultura BDAoelavado a 1 Atm a
120°C durante 15 minutos. Em seguida, o meio foi vertido em placas de(PPein)
esterilizadas.

Os fungos foram repicados em trés pontos equidistantes de caal@gia® auxilio
de uma alga metalica. Foram utilizadas cinco repeticdesgiamiento, sendo que a unidade
amostral foi a placa de Petri. Os fungos foram incubados enaraaoiimatizada a
temperatura de 25+1°C; fotoperiodo de 12h e UR 70+10% por dez dias. Aposrasse pe

cada coldnia foi medida com o auxilio de um paquimetro, em dois sentidos perpendiculares.
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2.4. Producéao de conidios

Apoés a avaliacdo do crescimento vegetativo, com o auxilio de um vamadalisco
de 18 mm foi retirado de uma coldnia de cada placa, os discos foraradms em tubos de
ensaio e o0s conidios suspensos em 10 mL de agua destiladazadtenifiais espalhante
adesivo (Tween 80%0,01%) e contados com o auxilio de camara de Neubauer, segundo

metodologia adaptada de Alves (1998).
2.5. Viabilidade dos conidios

Para a determinacdo da viabilidade dos conidios, de cada disco de,cfdbnia
transferido 0,1 mL de suspens&o fingica padronizada na concentrdgéifdmnidios.mL*
espalhada com o auxilio de uma alca de Drigalski. As placas fime@ubadas a 25+1°C;
fotoperiodo de 12 horas e UR 70£10%. ApOs 24 horas a porcentagem de caridinadps
e ndo germinados foi determinada sob microscopio Optico segundo metodolagiada de
Alves (1998).

2.6. Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramastalizado. Os

dados de diametro de col6nia e a contagem de conidios ndo foram tnadsf®ros dados de

porcentagem de germinacdo foram transformados para arciv/x/100). Ap6s adequacéo
dos dados, estes foram submetidos a andlise de variancia s at@liegressao <,05)
utilizando o programa SisVa(Ferreira, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento vegetativo

Os maiores valores para ambos os fungos foram obtidos no trataesetaunha,
sendo que o diametro médio de colonia paranisopliae foi de 24,2 mm e pafa. bassiana
foi de 34,3 mm (Figura 1).

Verificou-se que o aumento da concentracdo de Fishfertilquifbsamameio de

cultura inibiu o crescimento de ambos os fungos avaliados, senddl.caresopliae e B.
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bassiana apresentaram diametro de colbnia de 17,7 mm e 13,0 mm na maior cg@entr
(0,4%), respectivamente e, na menor concentracédo (0,025%) apresentaratmodigual a

21,1 mm e 32,9 mm, respectivamente (Figura 1).

M. anisopliae
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Figura 1. Diametro de col6nia d&l. anisopliae (MA/037) eB. bassiana (UNI/65) em meio
de cultura BDA acrescido de diferentes concentracdes de FQTUiakeapods a

repicagem (25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

As menores concentracdes de quitosana causaram um efeito emisado sobre as
colénias deM. anisopliae. Na concentracao de 0,025, a reducdo no crescimento vegetativo de
M. anisopliae e B. bassiana foi de 12,8% e 4,1%, respectivamente, em relacdo ao tratamento
testemunha. J& na concentracdo de 0,05%, a porcentagem de reducdo no desnetro
colonias aumentou para 16,5% no fumgcanisopliae e 6,9% par®. bassiana.

Por outro lado, as maiores concentracdes de quitosana tiveram um efeito maior sobre o
fungo B. bassiana. Na maior concentracdo de FQT (0,4%) o diametro da colonid. de
bassiana reduziu em 62,1%, em relacdo ao tratamento testemunha (Figjgga)a o fungo

M. anisopliae a reducao do crescimento vegetativo ndo foi tdo acentuada, sendo de 26,9%.
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Figura 2. Crescimento vegetativo dB. bassiana (UNI/65) em meio BDA acrescido de
diferentes concentracbes de FQT, dez dias apdés a repicageaméirtn

testemunha a esquerda e tratamento 0,4% a direita).

O efeito inibitério da quitosana ja foi observado em outros fungos (Silva, 2006; Camili
et al., 2007). Essa atividade antimicrobiana poderia ser explicad®ep®mQrupos aminicos
que, em contato com os fluidos fisiolégicos, provavelmente sdo protonagmdigam a
grupos aniénicos desses microrganismos, resultando na aglutinagiutkes microbianas e
inibicdo do crescimento (Silva et al., 2006). Este mesmo efeito fernamo para ambos os
fungos entomopatogénicos testados. Assim a utilizacdo conjunta de pradbase de
guitosana, com fungos entomopatogénicos, pode nao ser recomendavel a campo.

Apesar de a quitosana ser um produto obtido da quitina de crustacea¥asi¢ao
guimica é distinta, e ndo proporcionou melhora no desenvolvimento dos fungo®ges
mesmo a utilizacdo de quitina de insetos no meio de cultura naosaemeEnte
proporcionaria um melhor desenvolvimento de fungos entomopatogénicos. Bleste,s
Rodriguez-Gomez et al. (2009) observaram que para um isolado mutdhtbassana, o
meio SDA (Sabouraud-dextrose-agar) proporcionou a maior taxa aenwe micelial e
producao de conidios, quando comparado aos meios contendo quitina coloidal e estoesquel
de gafanhoto.

Por outro lado Pereira & Eira (1999) observaram luanisopliae produziu o dobro
de conidios quando em meio de cultura contendo extrat®N.déridula (Hemiptera:
Pentatomidae) e Santoro et al. (2005) constataram que o meio contendo farinhaidke doisal
bicho-da-sedaBombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae)) foi o adequado para a producéo de
conidios deB. bassiana (2,8x16% conidios.d).
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3.2. Producéo de conidios

Verificou-se que FQT teve efeitos diferenciados em cada unfudges estudados.
Para o fungdJ. anisopliae, a producéo de conidios foi inversamente proporcional ao aumento
de FQT no meio de cultura, apresentando a maior producdo no tratanstatoutda
(6,8x10conidios.m[?). Dessa forma, a menor producéo foi obtida na maior concenttacdo
produto (2,6x1onidios.ml*), a qual teve uma reducéo de 62,1% em relagéo & testemunha.
Na concentracdo de 0,025%, a producdo de conididdl.dmisopliae foi semelhante a

testemunha, sendo igual a 6,8%&6nidios.mL* (Figura 3).
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Figura 3. Producdo de conidios dd. anisopliae (MA/037) em meio de cultura BDA
acrescido de diferentes concentracbes de FQT (25+1°C, 12h fotoperiodo e
70+10% UR).

Para o fungd. bassiana houve um aumento na producéo de conidios com o aumento
da concentracdo de FQT no meio de cultura até a concentracdo de 0,&fb, pas
concentracbes maiores houve uma reducdo da producdo de conidios (Figura 4). A
concentracdo de 0,1% teve destaque em relacdo as demais codesnttagdo uma
producéo de 5,3xI@onidios.ml* para esse fungo. J&4 a concentracdo de 0,4% causou uma
reducdo de 94,8% na producédo de conidios, quase inibindo totalmente a conididgéses
patogeno (Figura 4).

A resposta diferenciada @e bassiana e M. anisopliae as concentracdes de FQT pode
ser explicada pela hipotese sugerida por Moino Jr. & Alves (1998), eralgues fungos
entomopatogénicos podem aumentar a sua reproducdo quando em presenca miepion pri
toxico que altere seu ambiente, prejudicando seu desenvolvimento, resukamdp ean

maiores niveis de conidiogénese. Os fungos por serem de espfriestel sdo esperados
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que tenham faixas de concentracdes inibitérios diferenciadasestess resultados sugerem
gueM. anisopliae € menos sensivel ao FQT.

B. bassiana

y =4.242 + 7.434x — 44.558.x
R2=0.92

OFRrNWhOOON

Producéo de conidios
x107 con.mLt

0 0.025 0.05 01 02 04
Concentragdes de FQT (%)

Figura 4. Produc&o de conidios @& bassiana (UNI/65) em meio de cultura BDA acrescido
de diferentes concentracfes de FQT (25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

3.3. Viabilidade de conidios

De maneira geral, a adicdo de FQT no meio de cultura teve paimosefbre ambos
os fungos avaliados, sendo gl anisopliae e B. bassiana apresentaram na maior
concentracdo (0,4%) percentual de germinacdo de 98,2% e 88,3%, respectivdyaent
menor concentracdo (0,025%), apresentaram germinacdo igual a 97,3% e 77,6%
respectivamente (Figura 5).

ParaM. anisopliae, a adicdo de 0,05%, 0,1% ou 0,4% proporcionou germinacao igual
a 98%, maior que o percentual de germinacdo do tratamento testemuatai de 96,7%.
As concentracfes 0,025% e 0,2% de FQT também apresentaramyasroesior do que o
tratamento testemunha, porém, menores em relagdo aos demais tratanmas)F

ParaB. bassiana, com o aumento da concentracdo de FQT observou-se um aumento
na germinacao dos conidios, exceto na concentracdo 0,05%, que obteve o mentugberc

de germinacao (74,5%) (Figura 5).
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M. anisopliae
y =77.68 + 25.574x
R?=0.68
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Figura 5. Percentual de germinacdo de conidiogvdenisopliae (MA/037) e B. bassiana
(UNI1/65) em meio de cultura BDA acrescido de diferentes corasghdes de FQT
(25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

O meio de cultura utilizado nos testes de germinacéo foi agar{@g\), um meio
ausente de nutrientes. Alves (1998) ressalta que a germinacdo deoscatédiungos
entomopatogénicos pode ser influenciada pela presenca de nutriente® e mdiura, tais
como aminoacidos, esterol, hexoses, entre outros. Tendo em vista que B.fbaggana é
mais exigente que o fundd. anisopliae, essa pode ser a provavel explicacdo para o baixo
percentual de germinacdo do primeiro fungo. Francisco et al. (200®yavaram que meios
ricos em nutrientes como BDA, BDA+1% de extrato de levedurmmeégo completo
(Pontecorvo et al., 1953, modificado por Azevedo & Costa, 1973) favorecem aaEme
meios pobres como agar-agua € meio minimo (Pontecorvo et al., 1953) proivaixem
germinacao de isolados deste entomopatogeno.

4. CONCLUSOES

« A adicdo de FQT ao meio de cultura inibiu 0 crescimento vegetatianthes os

fungos avaliados.
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- A producéo de conidios foi inversamente proporcional ao aumento de FQT no meio de
cultura paravl. anisopliae.

- ParaB. bassiana a concentracdo 0,1% causou a maior producdo de conidios e as
demais concentragdes reduziram a producdo desse fungo.

- A adicdo do produto ao meio de cultivo ndo afetou a viabilidade dos conidios de
ambos os fungos avaliados.
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CAPITULO Il

EFEITO DE ADITIVOS EM SUBSTRATO DE ARROZ PARA PRODUCAO DE
CONIDIOS DE Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK. E Beauveria bassiana
(BALS.) VUILL.

RESUMO

O incremento de meios de cultura com diversas fontes de carbondrogémb,
principalmente de meios a base de produtos vegetais, tem sido estadadoobjetivo de
aumentar a produtividade de fungos entomopatogénicos. Assim, 0 preskalieotrizve
como objetivo avaliar o efeito de aditivos na producdo dos fungos entomopaisgénic
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana em substrato de arroz. A producédo e a
viabilidade de conidios em meio soélido de arroz foi avaliada utilizanddeysntes aditivos:
caldo de batata (5%; 10%: 15% e 20%), lactose (1 g; 2 g; 3 g)e éxtato de levedura
(0,005 g; 0,01 g e 0,1 g), além dos sais: NgNCLCI; CaCh.2H,O; MgSQ,.7H,0O e acido
ascorbico na concentracao 0,01 g. Cada tratamento teve quatraddepetendo o tratamento
testemunha constituido apenas por substrato de arroz. Os dados foratideskanalise de
variancia e as meédias comparadas por regressao e teste y¢FRIkB5). Verificou-se que o
aumento da concentracdo de aditivos no meio de cultura de arroz causqegueaa
reducdo na producéo de conidios de ambos os fungos avaliados, excatamnento extrato
de levedura 0,005 g e lactose 1 g onde houve um incremento na prodiMaantspliae
(2,31x1¢ e 1,89x18 conidios.d, respectivamente). A viabilidade dos conidios ndo foi
afetada pelos aditivos no meio de cultura. A adicéo de 0,01 g de KGhtamunaeproducéo de
M. anisopliae e os demais tratamentos nao afetaram a producgao deste fungoad\agelsais
minerais ao meio de cultivo ndo afetou a produca®. thassiana. A germinacao dos conidios
de M. anisopliae ndo foi afetada pela adicdo de sais minerais ao meio tgacula par®.
bassiana o tratamento NaN©diferiu estatisticamente dos tratamentos Mg®OKCI, os
demais tratamentos nao apresentaram diferengas significativaselacdo ao tratamento
testemunha.

Palavras-chave: controle microbiano; producédo massal; fungos entomopatogénicos
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ABSTRACT

Priscila Antunes Schamne. Effect of additives in rice substoateonidial production of

Metar hizium anisopliae (Metsch.) Sorok. anBeauveria bassiana (Bals.) Vuill.

The culture media increment with different sources of carbon anogeity mainly media
made with plant products, has been studied with the objective of inqreadhectivity of
entomopathogenic fungi. Thus, this study aimed to evaluate the effextditives at the
production of the entomopathogenic fuigtarhizium anisopliae andBeauveria bassiana in
rice substrate. The production and conidia viability at solid riediom were evaluated using
different additives: potato broth (5%, 10%: 15% and 20%), lactose (1 g, 8 gn8 4 g;),
yeast extract (0.005 g, 0.01 g and 0.1 g), salts like: NaKOI; CaCb.2H,0; MgSQ..7H,0O
and ascorbic acid 0.01 g. Each treatment had four repetitions, avdontrol treatment
consisting only of rice substrate. Data were subjected to @alfygariance and means were
compared by regression and Tukey teskO(P5). It was found that increasing the
concentration of additives at culture rice medium, it was causedald decrease at conidia
production of both fungi studied, except at the treatment with yrate0.005 g lactose 1 g
which there was an increase at production Mf anisopliae (2.31x1§ and 1.89x19
conidios.d, respectively). Conidia viability was not affected by additiviesuéture medium.
The addition of 0.01 g of KCI increased the productionVbfanisopliae and the other
treatments did not affect the production of this fungus. The addition redratisalts at the
medium did not affect the production Bf bassiana. Conidial germination oM. anisopliae
was not affected by the addition of mineral salts at the cuth@@ium. But forB. bassiana,
the treatment with NaN{Xiffered statistically from the treatments with MgS&nd KCl, the
other treatments showed no significant differences compared to control trieatme

Keywords: microbial control; mass production; entomopathogenic fungi.
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1. INTRODUCAO

Apoés dezenas de anos de pesquisas e emprego de fungos entomopatpgémioos
controle de pragas, pode-se dizer que estes agentes ainda séoippados,tem relacdo aos
inseticidas quimicos convencionais. Apesar das dificuldades, os fungmsopatogénicos
tém seu espaco no mercado fitossanitario e sao utilizados com frequéncia eas algjtumas
no Brasil (Alves et al., 2008).

Porém, ainda existem limitacdes para a aplicacdo dessexrtasa producdo massal
e a forma de conservacdo que permita a manutencdo da patogeneidadéncia pelo
menos por dois anos, em condi¢cdes de facil armazenamento e ap(itbgéma et al.,
2007). Por isso, o aprimoramento das técnicas de producdo massal dos fungos
entomopatogénicos torna-se necessario.

Dentre 0os géneros mais estudados encontrametahizium e Beauveria (Shah &
Pell, 2003), devido a vasta gama de hospedeiros que podem ser controladtesgangos e
pela facilidade de producao em laboratério (Alves, 1998).

O fungoMetarhizium anisopliae vem sendo produzido no Brasil em escala comercial
desde 1969 (Alves, 1998) e até hoje o meio de cultura mais utilizeaa paoducdo deste e
de outros fungos entomopatogénicos € o arroz. Pesquisas vém sendo feitasdstoatos
alternativos como amido de milho, aveia em flocos, canjiquinha, farefogde farinha de
mandioca crua, farinha de milho amarela, fuba, milho em gréos, polvilho azedo, sof@em gr
e trigo moido. Porém, o meio mais produtivo pdranisopliae e B. bassiana ainda é o arroz
(Otati-de-Lima, 2007).

Segundo Leite et al. (2003a), as técnicas de produgcdo massal de fungos
entomopatogénicos devem buscar o0 baixo custo e a obtencdo de alta cgiwelgtfmrmas
viaveis e infectivas do patdgeno. A primeira etapa, no desenvolvimento deeionde
cultura é a selecdo de um meio definido que proporcione um boa producdoadAfseguir
deve-se variar 0s nutrientes e avaliar o seu impacto na producdo do patégeno, bem aomo a su
estabilidade e viruléncia (Jackson, 1997).

Neste sentido, o incremento de meios de cultura com diversas fontesbd@o,
nitrogénio e sais minerais tem sido estudado com o objetivo de auragrtadutividade de
fungos entomopatogénicos. Cintra et al. (1999), observaram que a adlgétosie ao meio
de cultura de arroz aumentou a producdo de conididd. dmisopliae. Outras fontes de
acucar como glicose, sacarose e maltose também podem aumemntalugdo de fungos
entomopatogénicos (Thomas et al.,1987; Rombach, 1989).
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Meios de cultura contendo extrato de levedura também proporcionam um @uaent
producédo de conidios (Rombach, 1989; Cintra et al., 1999). Sais minerais podementar
a producao de entomopatogénicos, cdnbassiana (Cintra et al., 1999), resultados obtidos
por Leite et al. (2003b) demonstram aumento na producaBati®a sp, Furia sp e
Neozygites sp. Outras substancias podem ser utilizadas buscando maior produticaade
lecitina e acido latico (Kleespies & Zimmermann, 1998).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de caldo de hdtattwse, extrato
de levedura, sulfato de magnésio, cloreto de potassio, nitrato ag sladeto de calcio e
acido ascorbico, como diferentes fontes de carbono, nitrogénio e sarsisiem meio sélido

de arroz na producdo de conidios dos fungos entomopatogkhianisopliae e B. bassiana.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Entomologia e de
Fitopatologia do departamento de Agronomia da Universidade Estadualnto-Oeste —
UNICENTRO (Guarapuava, PR).
2.2. Obtencéo dos isolados

Os isolados dos fungosletarhizium anisopliae (MA/037) e Beauveria bassiana
(UNI/65) provenientes da Universidade Estadual de Londrina — UELwetdidade Estadual
do Oeste do Parana — UNIOESTE, respectivamente, foram armazeaddawa de conidios
a -4°C.
2.3. Repicagem dos fungos entomopatogénicos

Para a realizacdo dos experimentos os fungos foram multiplieatd@éacas de Petri

contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) segundo metodologia del88&s(
mantidos em camara climatizada a 25+1°C; fotoperiodo de 12 horas e UR 70+10%.
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2.4. Efeito da adicdo de batata, lactose e extrato de levedura na prodagle conidios de
B. bassiana e M. anisopliae

Os fungosdM. anisopliae e B. bassiana foram produzidos em arroz pré-cozido mantido
em garrafas de vidro de 200 mL conforme metodologia proposta por Al988)( O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casi@lizam quatro repeticoes
por tratamento, os tratamentos testados foram: arroz (testembatadd; (5, 10, 15 ou 20%);
lactose (1, 2, 3 ou 4 g) e extrato de levedura (0,005; 0,01 ou 0,05 Q).

Garrafas de vidro (200 mL) com 40 g de arroz, 15 mL de agusadesti o respectivo
tratamento foram autoclavadas a 1 atm e 120°C durante 20 minutos. Agsfsamento foi
inoculado 5 mL da suspenséo de conidios, na concentracgéo 7e38 <10 conidios.mL*
deM. anisopliae e B. bassiana, respectivamente.

As garrafas foram mantidas em camara climatizada a 25#i#®pgeriodo de 12 horas
e UR 70£10% durante 14 dias. ApOs esse periodo as garrafas fardidas a -4 °C por no

maximo trés dias para a avaliacdo da producdao e viabilidade dos conidios.

2.5. Efeito de sais minerais na producdo de conidios dos fungis anisopliae e B.

bassiana em arroz

Os fungosM. anisopliae e B. bassiana foram produzidos em meio sélido de arroz
conforme metodologia descrita anteriormente. O experimentodiizado em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes por tratamesridp s tratamentos:
NaNQ;; KCI; CaCb.2H,0; MgSQ.7H,O e acido ascorbico, todos na concentracdo de 0,01 g
e o0 tratamento testemunha foi o substrato de arroz.

Garrafas de vidro (200 mL) com 40 g de arroz, 15 mL de agua degtdadd/|.
anisopliae e 10 mL par&. bassiana e o0 respectivo tratamento foram autoclavadas a 1 atm e
120°C durante 20 minutos. Apo6s o resfriamento foi inoculado 5 mL da suspersiodies,
na concentracdo 3,0xA¢bnidios.m* deM. anisopliae e B. bassiana.

As garrafas foram mantidas em camara climatizada a 25##®pgeriodo de 12 horas
e UR 70£10% durante 14 dias. ApOs esse periodo as garrafas fardidas a -4 °C por no
méximo 3 dias para a avaliacdo da producao e viabilidade dos conidios.
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2.6. Producéo de conidios

De cada repeticao foi retirada uma amostra de 1 g do substrato+fungo qupeinsaus
em 10 mL de agua destilada esterilizada mais espalhanieca(iBseen 8098-0,01%). Os
conidios foram contados com o auxilio de uma camara de Neubauer comhetodologia
adaptada de Alves (1998).

2.7. Viabilidade de conidios

Para determinagdo da viabilidade dos conidios, 0,1 mL de suspensaam fangic
padronizada na concentracdo de Pxchidios.mLC* foi espalhada com o auxilio de uma alca
de Drigalski, em placas plasticas contendo meio agar-agua.adaspforam incubadas a
25+1°C; fotoperiodo de 12 horas e UR 70£10%. Ap6s 24 horas a porcentagem de conidios
germinados e nao germinados foi quantificada sob microscépio 6ptico com@todologia
adaptada de Alves (1998).

2.8. Andlise estatistica

Todos os parametros foram submetidos a analise de varianciaédias oomparadas
por teste de Tukey e por regressdo quando cabi¥8lQ® utilizando o programa SisVar

(Ferreira, 2000). Os dados em porcentagem de germinacdo foranortreatkis para

arcoseno ' x/100).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito da adicdo de batata, lactose e extrato de levedura na prodagde conidios de

B. bassiana e M. anisopliae
3.1.1. Producéao de conidios
De maneira geral, pode-se observar que o aumento na concentracéoidos raalit

meio de cultura proporcionou uma pequena redugdo na producdo de conidios de ambos os

fungos avaliados (Figuras 1 a 5).
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O incremento na producdo de conidios Ml anisopliae ocorreu nha menor
concentracdo de extrato de levedura (0,005 g), a qual foi aproximagamelobro da
producdo do tratamento testemunha, sendo a maior producdo de conidios dessenfung
todos os tratamentos avaliados, com 2,3%¥xdénidios.g (Figura 1), ao contrario do
observado por Cintra et al. (1999), em que o extrato de levedura tamktéstgdo, porém o

maior aumento da conidiogénese ocorreu com a lactose.

M. anisopliae
1.487 + 87.089x — 2073.785x?
R?2=0.45

SORrEPNMNMNW
L 4

(oM Neli Nl Ne)
*

Produgdo de conidios
(x108 con.mL™)

0 0.005 0.01 0.05

Extrato de levedura (g)

Figura 1. Producdo de conidios dd. anisopliae (MA/037) em meio solido de arroz
enriguecido com extrato de levedura em diferentes concentracfeddagias de
crescimento (25+1°C, 12h fotoperiodo e 70£10% UR).

A concentragdo de 0,01 g de extrato de levedura também incrementmuedp de
conidios deM. anisopliae, sendo em torno de 30% superior ao tratamento testemnitisies
resultados estdo de acordo com Cintra et al. (1999) que tambémastiseum incremento
na producdo d&l. anisopliae, com essa mesma contracao de extrato de levedura. Em outro
estudo, Rombach (1989) obteve maior producéo com extrato de levedura 0,5%.

Por outro lado, a maior concentracdo (0,05 g) causou uma reducao na producédo de
conidios deMl. anisopliae de aproximadamente 45% em relacdo ao tratamento testemunha.

ParaB. bassiana, nenhum dos aditivos testados aumentou a producdo de conidios,
indicando que a adicao dessas substancias ao meio de cultura nacefavareducao desse
fungo (Figuras 2, 4 e 5). Esse resultado também foi observado poreZiakr§2000) em que
apenas o0s tratamentos com sais minerais apresentaram aumenificasvo na
conidiogénese ddB. bassiana, os demais tratamentos obtiveram valores semelhantes a

testemunha.
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Figura 2. Producao de conidios & bassiana (UNI/65) em meio sdlido de arroz enriquecido
com extrato de levedura em diferentes concentracdes, apos 14 dias de crescimento

(25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

A adicdo de lactose na concentragcdo de 1 g ao meio de cultura poporcm
aumento na producao de conidiosMleanisopliae de aproximadamente 70%, em relacdo a

testemunha (Figura 3).

M. anisopliae
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Figura 3. Producdo de conidios dd. anisopliae (MA/037) em meio solido de arroz
enriquecido com lactose em diferentes concentracdes, apos 14 diasdimento

(25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

Por outro lado, para o fund® bassiana as concentracdes 1 e 2 g de lactose, causaram
uma reducao de aproximadamente 10 e 40%, respectivamente,agdo rab tratamento
testemunha. As demais concentracfes estudadas (3 e 4 g) caesagieg significativas na

producao de conidios para ambos os fungos (Figura 4).
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Figura 4. Producéo de conidios @&ebassiana (UNI/65) em meio sélido de arroz enriquecido
com lactose em diferentes concentragbes, apds 14 dias de cresdigterit’C,
12h fotoperiodo e 70+10% UR).

Uma maior produgdo de conidios também foi obtida por Leite et al. (2008aa
adicdo de 1 a 3% de lactose na agua do pré-cozimento de arrozingeronin aumento na
producdo de até quatro vezes para os fuBgdmssiana e M. anisopliae. Rombach (1989)
também observou que a producdo maxima de conidid3. tbassiana ocorreu em meio
contendo sacarose 2%. No presente estudo isso ndo foi observado, provavessante
variacéo de produtividade se deve a diferentes metodologias e isolado de fungao®sitiliz

A maior producao dé&l. anisopliae foi observada na menor concentragao de lactose,
indicando que baixas concentracdes de agucar favorecem o seu crescimentiadest estdo
de acordo com os resultados obtidos por Pereira & Eira (1999), onde cduseque a menor
concentracdo de acucar (2,09 Lproduziu o dobro do nimero de conidios por grama de
substrato em relagéio & maior concentracéo testada (18),0g.L

Nos tratamentos em que foi adicionado o caldo de batata, todas astremdes
estudadas (5, 10, 15, 20%) causaram reducédo na producdo de conMiasidepliae e B.
bassiana quando comparada ao tratamento testemunha, apresentado producdo maxima de
1,01x1G e 0,27x18conidios.qd, respectivamente (Figura 5). Segundo Leite et al. (2003a), 0s
meios ricos em carbono tendem a produzir maior quantidade de fornetatveg como
blastosporos, corpos hifais e micélio, o que pode levar a baixa producaoides destes

fungos encontrada neste tratamento.
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Figura 5. Producédo de conidios @& anisopliae (MA/037) eB. bassiana (UNI/65) em meio
sélido de arroz enriquecido com caldo de batata em diferentes cogéegsfrapos

14 dias de crescimento (25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

Em todos os tratamentos estudados, o fuBgbassiana teve menor producao de
conidios quando comparado ao funlyb anisopliae, apresentando producdo média de
0,22x1¢ e 1,12x18 conidios.gf de substrato, respectivamente. Apesar dos métodos
utilizados serem os mesmos, Potrich et al. (2006) sugere que ancifepode estar
relacionada a pequenas variacdes no substrato, teor de umidade, deadéidaeio no

recipiente, quantidade e qualidade do inoculo, além de serem espécies diferentes.

3.1.2. Viabilidade de conidios

Quanto a germinacao dos conidios, verificou-se que os aditivos adicionach@soao
de cultura ndo afetaram a germinacdo de ambos os fungos avaliados @prapdmados ao
tratamento testemunha. A analise de variancia ndo se mostrou sigeificativcando que nao

houve diferencas estatisticas entre as médias dos tratanprtosambos os fungos.
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Observou-se que o fundd. anisopliae obteve percentual de germinacdo acima de 90% em
todos os tratamentosBe bassiana obteve percentual acima de 70% (Tabela 1).

Tabela 1. Viabilidade dos conidios (médias+EP) Me anisopliae (MA/037) e B. bassiana
(UNI/65) produzidos em meio sélido de arroz enriquecido com diferentagoadi
(25£1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

Germinacao de conidios (%)

Tratamentos

M. anisopliae B. bassiana

Testemunha 94,69+0,02 84,69+0,03"
Batata 5% 94,19+0,02 80,06+0,05™

Batata 10% 92,25+0,01 78,38+0,06™

Batata 15% 92,19+0,08 72,75+0,05"

Batata 20% 94,38+0,002 78,44+0,02'
Lactose 1 ¢ 93,31+0,02 80,13+0,03"®
Lactose 2 ¢ 95,81+0,0% 77,50+0,08"
Lactose 3 ¢ 94,38+0,08 82,06+0,08'°
Lactose 4 ¢ 96,81+0,0% 83,00+0,06'°
Extrato de Levedura 0,005 g 95,13+0792 82,38+0,06"
Extrato de Levedura 0,01 g 95,31+0701 81,75+0,04"®
Extrato de Levedura 0,05 g 95,44+0702 84,25+0,04"

ns — ndo significativo pela andlise de varianci0(P5)

O maior percentual de germinacéo Me anisopliae ocorreu com lactose 4 g e o
menor no tratamento batata 15%. PRra@assiana, o0 maior percentual de germinacéo obtido
foi no tratamento testemunha e o menor foi observado no tratamento batata 15%.

Varios resultados demonstram que o incremento dos substratos n&ogeetanacao
de conidios ou blastosporos de fungos entomopatogénicos. Neste sentido, Kl&espie
Zimmermann (1998), verificaram que a viabilidade dos blastosporodl.danisopliae
produzidos em meio contendo aditivos foi semelhante aos produzidos pela testemunha.

Pereira & Eira (1999) também observaram que a viabilidade dos codilivk
anisopliae ndo foi influenciada pelas diferentes concentragfes de acilizaadas no meio de
cultivo. Rombach (1989) constatou que mais de 95% dos conidib$dssiana germinaram
apos serem produzidos em meio contendo sacarose 2% e extrato de levedura 0,5%.

Os tratamentos com extrato de levedura nao obtiveram maioresntois de
germinacdo. Entretanto, Wenzel et al. (2007) relata que o exkeatevedura é bastante
utilizado como fonte de nitrogénio e aminoacidos para incrementaesziroento e a
conidiogénese dos fungos.

O fungoB. bassiana apresentou os menores valores de germinacdo quando comparado

ao fungoM. anisopliae. Além de se tratar de espécies diferentes, isso estinaldo ao fato
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de B. bassiana ser mais exigente qud. anisopliae. Assim, como os testes de viabilidade

foram realizados com um meio pobre (AA), limitou a geminac¢éo desse fungo.

3.2. Efeito de sais minerais na producdo de conidios dos fungdls anisopliae e B.

bassiana em arroz

3.2.1. Producéao de conidios

Poucos estudos se referem aos efeitos dos sais na producdo de fungos
entomopatogénicotNo presente estudo, constatou-se que a adicdo de sais minerai®no mei
de cultura afetou a producéo de conidios de ambos os fungos avaliados (Tabela 2).

A adicéo de 0,01 g de KCl ao meio de cultura proporcionou um aumento dea78%
producdo de conidios dd. anisopliae, em relacdo a testemunha. Este resultado esta de
acordo com os resultados obtidos por Cintra et al. (2000), que observaraom&mto na
conidiogénese deste fungo na adicdo KCI. Os demais sais adicionadesoade cultura ndo
apresentaram diferencas significativas na conidiogéneshkl.danisopliae em relacdo a
testemunha (Tabela 2). Estes resultados diferem dos resultaddssobtir Cintra et al.
(2000), que observaram aumento na producdo deste fungo com a adicdo deeNaid
ascorbico.

Tabela 2. Producdo de conidios (médiastEP) Me anisopliae (MA/37) e B. bassiana
(UNI/65) em meio solido de arroz enriquecido com sais minerais, l&pdgs de
crescimento (25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

Numero de conidios (xf@onidios.q)

Tratamentos - > s
M. anisopliae B. bassiana
Testemunha 2,31+0,09 a 2,51+0,06 ab
KCI 4,12+0,26 b 2,70+0,30 ab
CaCb 2,90+0,78 a 1,97+0,31 a
NaNQO; 3,47+0,25 a 3,04+0,28 ab
MgSQO, 2,93+0,33 a 3,19+0,34 b
Acido ascorbico 2,01+0,33 a 3,17+0,19 b

Letras seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferenstestatente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Para o fungd. bassiana, a adicdo de sais minerais ao meio de cultura ndo apresentou

diferencas significativas em relacdo a testemunha. Gsneatos acido ascorbico e MgsSO
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apresentaram diferencas significativas em relagcdo aontata CaCGl, que obteve menor
producao (1,97xT0conidios.d).

Leite et al. (2003b) observaram que o0 meio contendo os sais, &llle MgSQ
obteve maior producédo dos fungos entomopatogémati®a sp, Furia sp eNeozygites sp.
em relagdo ao tratamento testemunha. Estes resultados ddfeseabtidos com os fungos
estudados, onde apenas KCl aumentou a producad. dmisopliae, jA paraB. bassiana
nenhum dos sais obteve maior producdo que o tratamento testemunha, issee se de
provavelmente por se tratar de espécies diferentes e indicadguesggcie requer nutrientes

especificos para o seu crescimento.

3.2.2 Viabilidade de conidios

O fungoM. anisopliae apresentou bons percentuais de germinagao, acima de 95%, e
0s sais minerais adicionados ao meio de cultura ndo afetaramrmiaaggio deste patdgeno,
pois a analise de variancia néo foi significativa, indicando que ndo hdawendas entre os

tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Viabilidade dos conidios (médias+EP) Me anisopliae (MA/037) e B. bassiana
(UNI/65) produzidos em meio sélido de arroz enriquecido com sais nsinerai
(25+1°C, 12h fotoperiodo e 70+10% UR).

Germinacédo de conidios (%)

Tratamentos - - -
M. anisopliae B. bassiana

Testemunha 98,31+0,78 79,50+1,55 ab
KCI 97,94+0,26° 80,83+0,56 b
CaCb 97,81+0,56° 79,83+1,51 ab
NaNQO; 08,31+0,76° 73,75+3,58 a
MgSOy, 98,25+0,46° 81,00+0,53 b
Acido ascorbico 98,56+0,33 75,33+2,10 ab

Letras seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferenstestatente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

ns — ndo significativo

Para o fungd. bassiana, ndo foi observada diferenca significativa na germinagéao dos
conidios com a adicdo de sais minerais ao meio de cultura, egdored® tratamento
testemunha. No entanto, entre o0s tratamentos observou-se diferetaissticasente

significativas quanto a germinacao dos conidios, sendo que o tratanad@p &presentou o
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menor percentual (73,75%) e diferiu dos tratamentos KCl e M@Bbela 3). Ja a maior
germinacao foi observada no tratamento sulfato de magnésio gW@3@.

Segundo Consolo et al. (2003) um dos maiores desafios para 0 sucesso no uso de
fungos como agentes de controle bioldgico é a infectividade e at@ecgsdo conidio no
meio ambiente. Neste trabalho foram avaliados parametros gunaoditdcrescimento
vegetativo e producdo de conidios por area/massa de meio) e igoalifagpacidade de
germinacdo do conidio) na busca de melhorias no substrato de crescttoefiingo. A
capacidade de mortalidade em artropodes pragas, dos conidios produzieeslifasntes
meios enriquecidos é um aspecto que sera explorado em trabalhos fadigaem sempre
grande quantidade de conidios se reflete em capacidade infectiva.

4. CONCLUSOES

A adicdo de extrato de levedura (0,005 g) e lactose (1 g) aumentodugdw deM.
anisopliae. Os demais tratamentos adicionados ao meio de cultura de arrozareduz
a producéo de conidios de ambos os fungos estudados.

- As fontes de carbono e nitrogénio ndo afetaram a germinaciilo a@sopliae e B.
bassiana.
A adicéo de 0,01 g de KCl ao meio de cultura com 40 g de arroz aungeptoducao
deM. anisopliae, os demais tratamentos néo afetaram a producao deste fungo.

- A adicdo de sais minerais ao meio de cultivo ndo afetou a prodag&midios dé.
bassiana.
A germinacao dos conidios 8 anisopliae e B. bassiana néo foi afetada pela adicao

de sais minerais ao meio de cultura.
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