Producao de conidios dos
fungos Beauveria bassiana
LCB289 e Metarhizium ani-
sopliae LCB255 em diferen-
tes condi¢coes nutricionais

Alicia Vieira de Sa'; Jamille Cardeal da Silva'; Bea-
triz Aguiar Jordao Paranhos?; Carlos Alberto Tuao
Gava®

Resumo

A produgéo bioinseticidas em grande escala é onerosa e hd uma busca cons-
tante de estratégias de reducao de custos e selegéo de estirpes menos exi-
gentes. Beauveria bassiana LCB289 e Metarhizium anisopliae LCB255 sao
isolados oriundos do Semiarido brasileiro e sdo pouco conhecidas quanto
as condi¢des que influenciam na produgéo de conidios. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a produgdo de conidios destes fungos em condi¢des de
diferentes concentragdes de fontes de carbono e nitrogénio em meio sintéti-
co. Os estudos foram realizados em meio de cultura contendo concentragdes
crescentes de dextrose e extrato de levedura, avaliando-se a produgéo de co-
nidios por area de superficie. M. anisopliae LCB255 produziu o maior nimero
de conidios nas concentragbes de 37,5 gL" e 3,24 g L' de dextrose e extrato
de levedura, respectivamente, com producao de 1,8 x 107 conidios cm?2. B.
bassiana LCB289 obteve maior produgéo nas concentragdes de 57,2 g L™
e 7,08 g L' de dextrose e extrato de levedura, respectivamente, produzindo
2,35 x 108 conidios cm?. Mesmo considerando o aumento da concentragao
de nutrientes, a produtividade obtida pelo isolado LCB289 o torna um agente
de controle com menor custo efetivo de produgéo.
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Introducgéao

Nos ultimos anos, o uso de bioinseticidas no controle de pragas vem sendo
cada vez mais comum no Submédio do Vale do Sao Francisco, principal-
mente porque sua aplicacdo reduz os riscos de contaminagéo do ambiente
e dos alimentos. Os fungos B. bassiana e o M. ansiopliae sao considerados
os agentes fungicos como maior aplicagéo no controle microbiano de insetos.
Contudo, ha uma grande variabilidade quanto as condi¢des de cultivo para
a produgdo economicamente eficaz de propagulos infectivos destes fungos,
principalmente no que concerne as exigéncias nutricionais (Verhaar; Hijwe-
gen, 1993).

O método de multiplicagdo de fungos entomopatogénicos mais utilizado no
Brasil foi detalhadamente descrito pelos pesquisadores do Instituto Biolégico
de Campinas e da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, da Uni-
versidade de S&o Paulo (Alves et al., 2008). Contudo, a definicdo de quan-
tidades e fontes de carbono (C) e nitrogénio (N), e o equilibrio entre estes
nutrientes continuam sendo objeto de pesquisa.

B. bassiana LCB289 e M. anisopliae LCB255 foram previamente selecio-
nados pela viruléncia a pupas e adultos de Ceratitis captata (Santos et al.,
2016). No entanto, pouco se sabe quanto a sua produtividade e exigéncias
nutricionais para a produgéo de propagulos infectivos.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a produgéo de conidios dos
isolados de fungos entomopatogénicos em meio sintético utilizando-se dife-
rentes concentragdes de carbono e nitrogénio.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Controle Biolégico da Embrapa
Semiarido, Petrolina, PE. Foram utilizados os fungos B. bassiana LCB289,
isolado a partir de um adulto de Rhynchophorus palmarum morto, coletado
em area com plantio de coqueiro (Cocos nucifera L.) da Embrapa Produtos e
Mercados, Petrolina, PE; enquanto M. anisopliae LCB255 foi isolado a partir
de larvas mortas de Spodoptora frugiperda em plantio de milho (Zea mays
L.), na area experimental da Embrapa Semiarido. Os isolados foram manti-
dos na colecao do Laboratorio de Controle Biol6gico da Embrapa Semiarido.

Uma suspensao de conidios foi preparada pela a raspagem de placas den-
samente inoculadas e filtradas em camada dupla de gaze esterilizada e pa-
dronizada em 105 conidios mL-". Cem microlitros da suspensdo de cada uma
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dos isolados foi inoculada em placas de Petri com meio salino basico (BSM)
(K,HPO,2,5g L', MgSO, 0,12 g L-1, FeSO, 0,20 g L") e adicionados de con-
centragdes crescentes de dextrose anidra, como fonte de carbono, e extrato
de levedura, como fonte de nitrogénio.

Os meios de cultivos foram definidos variando-se a concentragdes dos dois
nutrientes, de forma a obter diferentes relagées C:N, entre 5 e 200:1, com
diferentes massas dos nutrientes. As placas foram incubadas a 27 °C, em
camara de incubagao com foto periodo de 14:10 horas claro/escuro pelo pe-
riodo de 12 dias.

Apo6s o periodo de incubagdo, o didametro das colbnias foi medido tomando-
-se duas medias em linhas perpendiculares entre si que cortavam o eixo da
colénia utilizando-se um paquimetro. Para a determinacdo da producéo de
conidios, foi tomada uma amostra padronizada cortando-se um disco de 0,5
cm de meio de cultura a partir do centro das col6nias. Os discos foram trans-
feridos para microtubos contendo 1 mL de Triton X-100 a 0,01% (Sigma Ltd,
Dortmund-GE), seguindo-se de agitagdo em voértex por 30 segundos.

A contagem dos conidios foi realizada em camara de Neubauer, utilizando-se
diluicao seriada 1:10 da suspensao até a diluicdo necessaria para a conta-
gem de 10 a 50 conidios por observagéo. As contagens foram procedidas por
duas vezes em cada tubo e obtidas as médias das duas contagens, quando
nao foram discrepantes entre si. Havendo grandes diferengas entre as con-
tagens, o processo foi repetido. A partir dos valores das contagens de cada
repeticdo e do didmetro das colbnias, calculou-se a produ¢céo média dos co-
nidios por area (cm?)de superficie de meio de cultivo.

A viabilidade dos conidios foi avaliada depositando-se gotas de suspensoes,
obtidas como descrito acima, na superficie de meio de cultivo BDA e conta-
gem de conidios com tubos germinativos com comprimento superior ao dia-
metro do conidio 24 horas ap6s a inoculacao.

O experimento foi conduzido em arranjo fatorial com delineamento inteira-
mente casualizado, com quatro doses de C (20,0gL";40,0gL™", 60,0gL"e
80,0 g L' de glucose) e cincodosesde N (1,0gL";2,0gL"3,0gL";4,0gL"
e 5,0 g L' de extrato de levedura), conduzido em triplicada. Ap6s a analise de
variancia, os dados de producao de conidios foram submetidos a regressao
nao linear utilizando-se o software Statistica for Windows v. 12 (IBM). Os mo-
delos gerados foram utilizados para a determinagéo da melhor concentragao
de nutrientes a partir da derivada de segunda ordem da equacgao para cada
um dos nutrientes.
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Resultados e Discursao

As duas espécies diferiram entre si quanto a exigéncia nutricional para a
producéo de conidios em meio sintético (F<1;37)= 7,28; p<0,05). As equagdes
de regressé&o néo linear obtidas foram: E ... =- 7,37 + 43,12G + 3,10YE +
31,37G* + 0,13YE* e E ., = 12,46 + 29,81G - 2,41YE - 30,93G* + 0,09 YE>.
Na qual E= ndmero de conidios, G = concentragdo de glucose; YE= concen-
trac&o de extrato de levedura.

Na Figura 1 observa-se que M. anisopliae LCB255 apresentou baixa exigén-
cia de dextrose, com concentragdo 6tima para a produgao de conidios de
37,5gL"ede 3,24 g L' de extrato de levedura, resultando em relagdo C:N no
meio de cultivo de 11,6:1. B. bassiana LCB289 apresentou maior exigéncia
tanto na concentragao de fonte de carbono quanto de nitrogénio do que M.
anisopliae LCB255, com produgdo maxima de conidios, 2,35 x 108 conidios

cm?, nas concentragdes de 57,2 g L'e 7,08 g L' de dextrose e extrato de
levedura, respectivamente, resultando em relagao C:N 8,1:1.
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Figura 1. Numero de conidios produzidos Metarhizium anisopliae LCB255 (A) e Beauveria bas-
siana LCB289 (B) (conidios cm-2) em meio de cultivo com diferentes concentragdes de dextrose
(fonte de C) e extrato de levedura (N), resultando em diferentes relagbes C:N.

A variagéo na concentragédo dos dois nutrientes permitiu a determinagao do
efeito da concentragéo de cada nutriente e da relagdo C:N 6timas para a pro-
dugao de conidios. A otimizagao do processo de produgao de propagulos in-
fectivos de agentes microbianos para o controle de pragas e doencgas € uma
etapa importante do desenvolvimento de um produto. Em estudo similar,
Safavi et al. (2007) demonstraram que a fonte de nutrientes e a relagéo C:N

do meio de cultivo pode afetar significativamente a produgao e a qualidade
dos conidios.
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Os isolados LCB255 e LC289 sdo pouco conhecidos quanto a especificidade
de hospedeiro e as exigéncias nutricionais. Neste estudo, verificou-se que
B. bassiana LCB289 apresentou exigéncia maior quanto a concentragédo de
nutrientes e menor relagdo C:N do meio de cultivo para a maxima produgéo
de conidios. No entanto, apresentou produc¢ao dez vezes maior do que M.
anisopliae LCB255. Assim, embora a menor exigéncia do LCB255 permita o
uso de meios de menor custo, 0 aumento de dez vezes na produtividade de
LCB289, apenas dobrando-se a concentracdo de nutrientes, o torna um me-
lhor candidato a agente de controle biolégico de pragas. Nao houve diferen-
ca significativa entre os tratamentos quanto a viabilidade dos conidios, com
taxa de germinagéo em torno de 95-97%. Nos proximos estudos, se buscara
conhecer o efeito da disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo sobre a
viruléncia destes isolados contra as mosca-das-frutas.

Conclusao

A concentracdo 6tima de dextrose e extrato de levedura para M. anisopliae
LCB255 foi de 37,5 g L"'e 3,24 g L, respectivamente. Para B. bassiana
LCB289, a maior produgéo de conidios foi obtida com concentragdes de 57,2
g L' de dextrose e 7,08 g L' e de extrato de levedura. A produgéo de 2,35
x 10% conidios cm por LCB289 o torna um agente de controle com o menor
custo efetivo de produgéo.
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