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SANTORO, Patricia Helena. Influéncia da nutricéo e de sucessivos cultivos in vivo e in
vitro sobre parametros biologicos de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 2011. 122 f. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

A eficiéncia do controle bioldgico de artropodos com fungos entomopatogénicos depende da
alta producdo de propagulos infectivos, que tenham alta viruléncia e que sejam menos
suscetiveis aos fatores abidticos, como temperatura elevada e radiacdo UV. Os objetivos deste
trabalho foram desenvolver meios de cultivo para a producéo de Beauveria bassiana, avaliar a
influéncia das condicGes nutricionais do meio, de sucessivos cultivos in vitro e de passagens
do fungo pelo hospedeiro, em relacdo a qualidade do patdgeno, expressa pelo crescimento
vegetativo, producdo de conidios, viruléncia e tolerancia a temperatura e a radiacdo UV.
Foram testados meios desenvolvidos a partir de soluc@es nutritivas para plantas (SNS e SNH)
e meio a base de insetos (Alphitobius diaperinus) triturados (MAD). Os sucessivos cultivos
ocorreram em meio BDA (batata, dextrose, 4gar) e MAD. Inicialmente o fungo foi passado
pelo hospedeiro, cultivado por 17 vezes nos diferentes meios, e novamente passado pelo
inseto. Ao avaliar o efeito das sucessivas passagens do fungo pelo hospedeiro, foram
utilizados trés isolados passados 15 vezes por adultos de A. diaperinus. Os resultados indicam
gue os meios MAD 10%, SNS 25% e SNH 25% favorecem alta producéo de conidios, e esta
caracteristica varia entre isolados. A tolerancia a temperatura foi positivamente correlacionada
com os teores de K, C e relacdo C:N enddgena nos conidios. O aumento do teor de enxofre
influenciou negativamente a producdo, a viruléncia e a tolerancia a UV. O método de analise
quimica de tecido vegetal pode ser utilizado para a caracterizacdo quimica dos conidios, e 0s
teores dos elementos sdo influenciados pelo substrato em que o fungo € produzido. Os
sucessivos cultivos e as condi¢bes nutricionais do meio afetaram a qualidade do fungo. A
atenuacao do crescimento vegetativo e da producdo de conidios foi menos acentuada apds os
cultivos em MAD. Os conidios produzidos em BDA mantiveram a tolerancia a temperatura
inalterada apds os cultivos. B. bassiana foi suscetivel a radiacdo UV, porém esta caracteristica
ndo foi afetada pelos cultivos in vitro. A viruléncia, a producdo e a tolerancia a temperatura,
que foram atenuadas pelos cultivos in vitro, puderam ser restauradas ap6s uma Unica
passagem do fungo pelo inseto. As sucessivas passagens do fungo pelo hospedeiro afetaram a
qualidade dos conidios, que variou entre os isolados. De maneira geral, houve reducdo do
crescimento vegetativo, aumento da producdo de conidios em arroz, da viruléncia e da
tolerdncia a temperatura, apds as passagens pelo hospedeiro, porém a tolerancia a radiacdo
UV foi reduzida. Estes resultados mostram que é possivel melhorar a qualidade do fungo por
meio da manipulacdo das condicGes nutricionais durante o cultivo e das passagens pelo
hospedeiro, o que pode contribuir para o0 aumento da eficiéncia de controle no campo.

Palavras-chave: Alphitobius diaperinus. Controle biol6gico. Fungo entomopatogénico.
Producdo de conidios. Tolerancia a radiacdo UV. Tolerancia a temperatura. Viruléncia.



SANTORO, Patricia Helena. Influence of nutrition and successive subculturing in vivo
and in vitro on biological parameters of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. in conidial
quality. 2011. 122 f. Thesis (Doctorate in Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2011.

ABSTRACT

The biological control of arthropods using entomopathogenic fungi depends on the large scale
production of infective conidia, that should be high virulent and resistant to abiotic factors
such as high temperature and UV radiation. The objectives of this study were to develop a
culture medium for B. bassiana production, evaluate the influence of nutritional conditions of
the media, of successive subculture in vitro and successive subculture of the fungus in the
host regarding the pathogen stability, expressed by vegetative growth, conidial production,
virulence and temperature and UV radiation tolerance. Tested culture media were developed
from plants nutrient solutions (SNS and SNH) and medium made of crushed insects
(Alphitobius diaperinus) (MAD). The successive subculture were made on PDA (potato
dextrose agar) and MAD. Initially the fungus was successively subcultured by 17 times in the
host, and in different media, and again subculture in the insect. To assess the effect of
successive subculturing by the host, three isolates were used, after 15 times subcultured in
adults of A. diaperinus. The results show that the media 10% MAD, SNS 25% and SNH 25%
gave high conidial yield, a characteristic that varies among isolates. The temperature tolerance
was positively correlated with K, C and C: N ratio in endogenous conidia. The increase in the
sulfur content negatively affected conidial yield, virulence and tolerance to UV. Plant tissue
chemical analysis method can be used for chemical characterization of conidia. Successive
subculturing and nutritional conditions of the medium affected the fungus stability. Decrease
in vegetative growth and conidial yield was less pronounced after subculture in MAD.
Conidial yield in PDA maintained temperature tolerance unchanged after successive
subcultures. B. bassiana was sensible to UV radiation, but this characteristic was not affected
by in vitro subculture. The virulence, conidial yield and tolerance to temperature, which were
attenuated by in vitro subculture, could be restored after a single subculture of the fungus in
the insect. Successive subcultures of the fungus in the host affect conidial stability, which
varied among isolates. Overall, there was a reduction in vegetative growth, increased in
conidial yield on rice, and in virulence and tolerance to temperature, after subcultured in the
host, but the tolerance to UV radiation was reduced. These results show that it is possible to
improve fungus quality through by manipulation of nutritional conditions and by successive
subculturing in the host, which may contribute to increasing the control efficiency in the field.

Keywords: Alphitobius diaperinus. Biological control. Conidial yield. Entomopathogenic
fungi. Virulence. Tolerance to temperature. Tolerance to UV radiation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil assumiu, no ano de 2008, o posto de maior mercado consumidor de
agrotoxicos do mundo e, de acordo com um estudo realizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 29% de amostras de alimentos analisadas no pais
apresentaram irregularidades, como a presenga de agrotdxicos em niveis acima do limite
méaximo de residuos e/ou residuos de agrotdxicos nao autorizados para a cultura (ANVISA,
2010). Esses dados alertam para 0 uso excessivo e indiscriminado dos agrotdxicos, que
provocam a contaminacdo dos solos, da atmosfera, das aguas, dos alimentos, traz efeitos
negativos aos organismos terrestres e aquaticos, além da intoxicacdo humana (SPADOTTO,
2006). Para minimizar esses e outros efeitos, o0 manejo integrado de pragas (MIP) € a
principal estratégia e tem como base o controle biolégico e o uso de préticas culturais
adequadas (PEREIRA et al., 1998).

Os fungos entomopatogénicos sdo importantes agentes de controle
bioldgico, entretanto alguns fatores limitam o aumento seu uso em varias culturas. Um deles é
a sua acdo mais lenta quando comparado aos inseticidas quimicos. Além disso, exigem
condicBes ambientais favoraveis para que sejam eficientes, pois a atividade flngica é
fortemente influenciada pelas condicdes bioticas e abidticas (PELL et al., 2001). A
composicdo do meio de cultivo também tem estreita relacdo com o custo e a qualidade do
fungo, pois pode influenciar o tipo, a quantidade, a estabilidade ap6s secagem e a viruléncia
(LEITE et al., 2003). Safavi et al. (2007) observaram que 0 meio responsavel pelo baixo
crescimento vegetativo e esporulacdo de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. deu origem a
conidios menos viruléntos. Outros estudos relacionam a menor viruléncia a conidios
produzidos em meios nutricionalmente ricos (KAMP; BIDOCHKA, 2002; RANGEL et al.,
2008).

A estabilidade da viruléncia e a alta esporulacdo sdo importantes para o
desenvolvimento de produtos a base de fungos (VANDENBERG; CATONE, 2004).
Entretanto, apds cultivos sucessivos in vitro podem ocorrer altera¢cbes na morfologia e na
viruléncia de fungos (MORROW et al., 1989; SHAH et al., 2007). Butt e Copping (2000)
ressaltam que é necessario identificar condi¢cdes de cultivo que retenham a viruléncia, sem
aumentar 0s custos, no entanto, pouco progresso tem sido feito nesta area, pois 0s
mecanismos de atenuacdo da viruléncia ainda ndo foram elucidados. Feng et al. (1994)
acreditam que estas alteracfes possam ser consequéncia de mudancas genéticas e que, talvez,

possam ser minimizadas pela passagem rotineira do isolado pelo hospedeiro ou pela utilizagao



17

de isolamentos monosporicos. A passagem sucessiva do fungo pelo hospedeiro pode
restabelecer a viruléncia e em alguns casos, promover seu incremento (DAOUST;
ROBERTS, 1982). A diversidade genética de uma populacdo do patdgeno pode ser alterada
apos passagens pelo hospedeiro. 1sso foi comprovado para Aspergilus flavus (Link) que, apds
passagens sucessivas por Galleria mellonella (Linn.) (Lepidoptera: Galleriidae), teve reducao
da sua variabilidade genética (SCULLY; BIDOCHKA, 2006).

A eficacia dos fungos € extremamente dependente das condicGes
ambientais, sendo a temperatura e a radiagdo UV as mais limitantes. A temperatura afeta seu
metabolismo, a producéo de enzimas e toxinas, a germinagéo, a penetragéo, a colonizacao e a
reproducdo (ALVES; LECOUNA, 1998). A radiagdo UV pode causar danos as
macromoléculas celulares, como o DNA, as proteinas, as biomembranas, ao RNA e aos
ribossomos (ENGELBERG et al., 1994; GRIFFITHS et al., 1998). O calor associado a
radiacdo UV danifica os conidios e contribui para falhas em programas de controle bioldgico
(RANGEL et al., 2005).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos das condi¢cbes
nutricionais de cultivos, de cultivos sucessivos in vitro e de passagens sucessivas do fungo
pelo hospedeiro, sobre a producdo de conidios, viruléncia e tolerdncia a temperatura e a

radiacdo UV, para B. bassiana
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das condicBes nutricionais de cultivos, de cultivos
sucessivos in vitro e de passagens sucessivas do fungo pelo hospedeiro, sobre parametros

bioldgicos de B. bassiana.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver meios para a producgdo in vitro de conidios;

e Aumentar a producgdo de conidios em arroz pela adicdo de solucGes nutritivas na calda
de cozimento dos graos;

e Avaliar a eficiéncia do fungo produzido em diferentes condi¢Ges nutricionais em
relagdo a viruléncia e tolerancia a temperatura e a radiagéo UV;

e Correlacionar a composicdo quimica dos conidios produzidos em diferentes condi¢des
nutricionais com a producdo de conidios, a viruléncia e tolerancia a temperatura e a
radiacéo UV,

e Auvaliar os efeitos de cultivos sucessivos in vitro, em diferentes meios, em relacdo a
producdo de conidios, ao crescimento vegetativo, a viruléncia e a tolerdncia a
temperatura e a radiacdo UV;

e Avaliar os efeitos de passagens sucessivas do fungo pelo hospedeiro em relacdo a
producdo de conidios, ao crescimento vegetativo, a viruléncia e a tolerdncia a

temperatura e a radiacdo UV;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Uso bos AGROTOXICOS

A simplificagdo dos agroecossistemas pelas monoculturas e a expansdo das
areas cultivadas contribuem para o aumento do uso de agrotdxicos em todo o mundo. Esse
sistema de producdo tem como consequéncia o desequilibrio ecoldgico, que favorece o
aumento de pragas que causam SE€rios prejuizos as espécies cultivadas. Estima-se que, das
espécies de insetos conhecidas, cerca de 10% sejam consideradas pragas da agricultura ou
pragas urbanas (ALVES, 1998a).

Em 2008, o Brasil assumiu o posto de maior mercado consumidor de
agrotoxicos. Do total comercializado no pais, 0s inseticidas correspondem a 30%, sendo o
segundo maior montante, com 90.562 toneladas, das quais 84% estdo inseridas nas Classes |
(Produto Altamente Perigoso) e Il (Muito Perigoso) (REBELO et al., 2010). Um estudo
referente a0 monitoramento de residuos de agrotoxicos nos alimentos, realizado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), constatou que, das 3130 amostras analisadas em
todo territorio nacional, 29% apresentaram irregularidades, como a presenca de agrotoxicos
em niveis acima do limite maximo de residuos e/ou continham residuos de agrotoxicos ndo
autorizados para a cultura (ANVISA, 2010). Esses dados alertam para 0 Uso excessivo e
indiscriminado dos agrotoxicos, que provocam a contaminagdo dos solos, da atmosfera, das
aguas, dos alimentos; promovendo efeitos negativos aos organismos terrestres e aquéticos,
intoxicacdo humana pelo consumo de agua e alimentos contaminados, assim como o risco de
intoxicacdo dos trabalhadores rurais (SPADOTTO, 2006).

A maioria dos inseticidas apresenta amplo espectro de acdo, o que afeta,
direta ou indiretamente, os organismos que atuam em diferentes niveis troficos, incluindo a
microbiota e outros organismos do solo. Isto provoca uma alteracdo nas interacGes entre as
espéecies e rompimento das cadeias troficas, impossibilitando o controle biolégico natural
(BARBOSA, 1998). Para minimizar esses e outros efeitos causados pelos inseticidas, o
manejo integrado de pragas (MIP) € a principal estratégia e se baseia na utilizacdo de taticas
que visam o aproveitamento do potencial de controle natural das pragas, evitando o
crescimento de populacdes de pragas a niveis que causem danos econdémicos. Desta maneira,
a utilizacdo do controle bioldgico e o uso de préticas culturais adequadas para promové-lo,
formam a base do MIP (PEREIRA et al., 1998).
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3.2 CONTROLE MICROBIANO DE INSETOS

O controle biolégico, importante ferramenta do MIP, é uma das alternativas
ao uso dos agrotdxicos. Esse método consiste na regulacdo das populagdes de pragas por seus
inimigos naturais, como predadores, parasitdides e entomopatdgenos (fungos, virus, bactérias,
nematoides e protozoarios) (GALLO et al.,, 2002). A utilizacdo dos microrganismos €
denominada de Controle Microbiano e tem como ciéncia a Patologia de Insetos, a qual estuda
a etiologia, a sintomatologia e a epizootiologia das doencas, com o objetivo de utiliza-las para
o controle de pragas, ou evita-las em populagdes de insetos Uteis (ALVES, 1998a).

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. foi a espécie
que deu origem a teoria microbiana das doencas. Na década de 1830, Agostino Bassi
demonstrou, pela primeira vez, que um microrganismo era capaz de causar doenga, e que esta
podia ser transmitida de um individuo doente para outro sadio (FERREIRA; MARTINS,
1997). Tratava-se da “muscardina”, doenca que dizimava as populacdes de bichos-da-seda e

teve seus sintomas descritos por Bassi, 1835 apud Ferreira e Martins, 1997:

[...] Morto o animalzinho pelo mal das manchas ou muscardina, pouco
depois seu cadaver, que se apresentava antes mole, flacido e cheio de
substancia liquida, adquire maior consisténcia; os humores se coagulam, e
cada vez se consolida e se endurece, até tornar-se seco, friavel e vitreo. [...] a
maior parte dos bichos assim mortos tornam-se avermelhados; [...]. Logo
depois, os bichos mortos [...] podem entdo embranquecer-se [...], isto €,
cobrir-se de uma patina ou eflorescéncia semelhante a flocos puros de neve,
guando nao falte umidade necessaria [...].

Apesar da descoberta de Bassi em 1835, apenas no final da década de 1870
é que o pesquisador russo, Elie Metschnikoff, realizou o primeiro trabalho de controle
microbiano utilizando o fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) para o controle de Anisoplia
austriaca (Herbst) (Coleoptera: Scarabeidae). Outro fato marcante para a patologia de insetos
foi a descoberta da bactéria Bacillus thuringiensis por Berliner, em 1911 (ALVES, 1998a).

No Brasil, as primeiras referéncias sobre a ocorréncia de entomopatégenos
em pragas e insetos Uteis datam da década de 1920, sendo feitas por diversos pesquisadores
que trabalhavam com doencas de plantas. Em 1964, a ocorréncia epizodética de M. anisopliae
sobre Mahanarva posticata (Stal). (Hemiptera: Cercopidae) no Sudeste brasileiro comegou a
chamar a atenc&o de pesquisadores. A importancia da area pode ser verificada pelo namero de
trabalhos publicados, além do incremento no nimero de projetos e de empresas que produzem

e comercializam microrganismos (ALVES et al., 2008a).
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A comparacéo entre o controle microbiano e o quimico normalmente e feita
na perspectiva da eficiéncia e do custo. No entanto, sdo inUmeros seus beneficios em relacéo a
seguranca aos seres humanos, organismos ndo alvos e ao meio ambiente. O controle
microbiano possibilita a producdo de alimentos sem residuos quimicos e o incremento da
biodiversidade e da atividade da maioria dos inimigos naturais. Os microrganismos tambem
apresentam vantagens quando comparados a outros agentes de controle bioldgico (predadores
e parasitdides), pois a maioria pode ser produzida em meios artificiais, ser armazenada e
aplicada com equipamentos convencionais. Entre as desvantagens estdo a agcdo mais lenta, a
especificidade (espectro de hospedeiros muito amplo ou muito estreito), a baixa persisténcia e
0s custos elevados em comparacao aos agrotoxicos (LACEY et al., 2001).

Os procedimentos béasicos para a utilizacdo de entomopatdgenos, assim
como para outros agentes de controle bioldgico, sdo: introducdo, conservacdo e multiplicagéo,
que representam, respectivamente, o controle bioldgico classico, o natural e o aplicado. O
primeiro consiste na importacdo e liberagdo inoculativa do agente de controle para pragas
exoticas, sendo uma medida de controle a longo prazo, pois a populacdo de inimigos naturais
tende a aumentar com o passar do tempo. O controle bioldgico natural refere-se a
manipulacdo do ambiente a fim de criar condi¢fes favoraveis a conservacdo e aumento das
populacbes dos inimigos naturais. J& o controle biologico aplicado trata-se da liberacao
massal de inimigos naturais ap0s sua producéo em larga escala, e visa a reducao populacdo da
praga para seu nivel de equilibrio (GALLO et al., 2002).

Para a utilizacdo dos entomopatégenos no MIP, ainda € necessario um
grande volume de informacdes visando a integracdo harmoniosa desses conhecimentos em
relacdo ao agroecossistema, a cultura, as praticas culturais, ao complexo de pragas e aos

fatores climéticos que afetam os diferentes componentes do sistema (PEREIRA et al., 1998).

3.3 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Os fungos foram os primeiros patdgenos a serem utilizados no controle
microbiano (ALVES, 1998a) e sdo promissores pela capacidade de supressao de populagdes
de insetos e acaros, amplo espectro de hospedeiros, possibilidade de cultivo in vitro e de
serem formulados (LEITE et al., 2003). Aproximadamente 80% das doencas tém como
agentes etiolégicos os fungos, pertencentes a cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies
(ALVES, 1998b). A ocorréncia desses patdgenos é relativamente comum, sendo um
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importante fator de controle de populacdes de insetos em condic¢Bes naturais (BUTT et al.,
2001).

Atualmente cerca de 12 espécies ou subespécies de fungos tém sido
utilizadas como micoinseticidas para aplica¢cdes inundativas e inoculativas. Do total dos
produtos comercializados a base de fungo, B. bassiana (33,9%) e M. anisopliae (33, 9%) sao
os mais comuns (FARIA; WRAIGHT, 2007), fato que provavelmente se deve a ampla
distribuicdo geografica, vasta gama de hospedeiros e a alta variabilidade genética destas
espécies (ALVES, 1998b).

Os produtos a base de fungos séo utilizados para controle insetos das ordens
Hemiptera, Coleoptera, Lepidoptera, Thysanoptera, Orthoptera, Diptera, Hymenoptera,
Isoptera, Siphonaptera e Blattodea. Sdo pelo menos 48 familias, e destas, os alvos mais
comuns sdo Aleyrodidae, Curculionidae, Cercopidae, Scarabaeidae, Aphididae e Thripidae
(FARIA; WRAIGHT, 2007).

No Brasil, sdo utilizados principalmente B. bassiana e M. anisopliae, para o
controle das cigarrinhas-da-cana-de-agcucar M. posticata e M. fibriolata (Stal) (Hemiptera:
Cercopidae), cigarrinhas-da-pastagem pertencentes aos géneros Mahanarva, Deois e Zulia
(Hemiptera: Cercopidae), cupim de monticulo em pastagem do género Cornitermes (Isoptera:
Termitidae), gafanhotos Schistocerca pallens (Thrunberg) (Orthoptera: Acrididae), Stiphra
robusta (Mello-Leitdo) (Orthoptera: Proscopiidae), Rhammatocerus schistocercoides (Rehn)
(Orthoptera: Acrididae), moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus (Germ.) (Coleoptera:
Curculionidae), percevejo-de-renda em seringueira Leptopharsa haveae (Drake e Poor)
(Heteroptera: Tingidae), broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera:
Scolytidae) e pragas de cultivos protegidos como Tetranychus urticae (Koch) (Acari:
Tetranychidae), Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) e Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: aleyrodidae) (ALVES et al., 2008b).

A variabilidade genética desses entomopatdgenos possibilita selecionar
isolados altamente virulentos para um vasto espectro de hospedeiros. Os fungos podem
também infectar diferentes estagios de desenvolvimento, como ovos, larvas, pupas e adultos.
A maioria é altamente especializada na penetracdo via tegumento, o que os coloca em
vantagem a outros patdgenos que entram no inseto por via oral (ALVES, 1998b). O ciclo das
relacdes fungo-hospedeiro depende das condigdes ambientais, como temperatura, umidade,
luz, radiagdo ultravioleta, assim como das condi¢Ges nutricionais e suscetibilidade do

hospedeiro. O ciclo apresenta as seguintes fases: adesdo, germinacdo, formacgdo dos
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apressorios, penetracdo, colonizagéo, reproducao do patdégeno e disseminacgéo, para o inicio de
um novo ciclo (ALVES, 1998b).

O género Beauveria é parasito de muitos artrépodes, ocorrendo em mais de
200 espécies de insetos e acaros (ALVES, 1998b). Além de ser o primeiro microrganismo
identificado como patogénico a insetos (FERREIRA; MARTINS, 1997), é um dos mais
pesquisados, 0 que se deve em parte por ser menos exigente nutricionalmente, podendo ser
cultivado facilmente em meios de cultivo (LEITE et al., 2003). B. bassiana é mais frequente
em insetos e amostras de solo, com ocorréncia generalizada em todos os paises (ALVES,
1998b). Mais de 200 espécies de insetos pertencentes a nove ordens, principalmente
Lepidoptera e Coleoptera, foram registradas como hospedeiras de B. bassiana (LI, 1988 apud
FENG et al., 1994). Apesar desta ampla gama de hospedeiros, ndo € frequente a ocorréncia
natural de epizootias desse patdgeno (FENG et al.,1994).

B. bassiana produz pelo menos trés estruturas infecciosas, que Sdo 0S
conidios aéreos, os blastosporos e os conidios submersos. Estas estruturas apresentam
diferentes propriedades morfologicas e bioquimicas (CHO et al., 2006). Os conidios aéreos
sdo relativamente mais resistentes as condigdes ambientais e sdo as estruturas mais utilizadas
no controle biol6gico (HOLDER; KEYHANI, 2005). Compostos antimicrobianos, como a
lisozina e peptideos antimicrobianos, foram identificados em B. bassiana como defesa contra
a microflora endégena do hospedeiro ou colonizadores secundarios (CHO et al., 2006). O
processo de infeccdo do hospedeiro ocorre normalmente via tegumento, onde o fungo
germina em 12 a 18 h. A penetracdo acontece por meio de uma agdo mecanica e quimica
(enzimatica), que leva aproximadamente 12 h. Decorridas 72 h da inoculacdo, o inseto
apresenta-se totalmente colonizado. A morte ocorre em funcdo da falta de nutrientes e do
acumulo de substancias toxicas. Sobre o caddver ocorre a formagéo de grande quantidade de
conidiéforos e conidios, dando inicio a um novo ciclo (ALVES, 1998b).

3.4 FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Alguns fatores tém limitado o aumento do uso de fungos no controle
microbiano em varias culturas. Um dos problemas para sua aceitacdo € a acdo mais lenta
guando comparado aos inseticidas quimicos. Também € necessario que haja condicOes
ambientais favoraveis de temperatura, umidade e luminosidade para que sejam eficientes, pois
a atividade fungica é fortemente influenciada pelas condigdes bidticas e abioticas (PELL et

al., 2001). Normalmente, os fungos apresentam um bom desempenho no laboratério, mas a
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maioria € menos eficaz no campo. Por esse motivo, esses patdgenos devem ser "preparados™
para condicbes de campo, a fim de tolerar uma ampla variacdo das condicGes climaticas
(temperaturas oscilantes, umidade, luz ultravioleta), edéaficas (tipos de solo) e fatores bidticos
(organismos antagonistas). A adaptacdo ecoldgica dos isolados pode ser melhorada por meio
da manipulacdo fisiologica das reservas endogenas e utilizacdo de formulagfes adequadas
(BUTT; COPPING, 2000).

3.4.1 Producéo de Fungos

A grande maioria dos programas de controle microbiano com fungos na
América Latina utiliza as estratégias de incremento e introducdo inundativa, nas quais o
patdgeno é aplicado em concentracGes relativamente elevadas, na forma de um produto
microbiano (micoinseticidas). A producdo em larga escala é normalmente feita por processos
fermentativos em meios liquidos, solidos, semi-solidos ou pelo processo bifésico, que é a
associacdo de meios liquidos e solidos (ALVES et al., 2008c). Para os fungos que produzem
conidios aéreos, como M. anisopliae e B. bassiana, a fermentagdo solida é a mais adequada e
utiliza o arroz cozido como substrato. Normalmente, sdo vendidos na formulagcdo em
granulos, constituida do fungo mais o substrato (fungo + arroz), e também na forma de po,
resultante da moagem do substrato mais o fungo (ALVES et al., 2008c¢).

O crescimento dos fungos esta relacionado a uma série de influéncias, como
a dos nutrientes, da temperatura, da umidade e da luz. Quando sdo cultivados em meios
sintéticos, constata-se que as diferentes quantidades de nutrientes tém um efeito notavel sobre
a forma e a atividade reprodutiva do fungo (SILVEIRA, 1995). Os fungos sdo organismos
heterotroficos que exigem uma fonte orgéanica de C, utilizada como material plastico ou
energético e uma fonte de N, que pode ser inorganica ou organica. Também sdo essenciais
elementos como Ca, H, C, N, O, P, S, K, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu e Mb. fons, como o Fe, Cu e
Mn, em baixos niveis, podem agir como catalisadores do crescimento, porém, em excesso,
tornam-se prejudiciais aos fungos (LACAZ et al., 1970).

Os primeiros estudos para o desenvolvimento de meios sintético foram
realizados por Pasteur em 1859, que conseguiu multiplicar o fungo Sacharomyces cerevisiae
em um meio liquido, que mais tarde chamou-se Liquido de Pasteur, composto por dgua pura,
acucar cande e tartarato de amonio. Continuando os trabalhos de Pasteur, Raulin
experimentou varios meios liquidos em que manipulou H, O, N, C, S, K, Si, P, Mg, Z e Fe, e

finalmente formulou o0 meio classico conhecido com seu nome, com a seguinte composicao:
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agua, acucar cande, acido tartarico, nitrato de amonio, fosfato de amonio, carbonato de
potassio, carbonato de magnésio, sulfato de amonio, sulfato de zinco, sulfato de ferro e
silicato de potéssio (SILVEIRA, 1995). Os meios de cultivo podem ter a composicdo bem
determinada, como os sintéticos, ou mal definidas, como os meios chamados complexos,
como arroz, trigo e outros (ALVES et al., 1998).

Entre os estudos sobre a nutricdo dos fungos entomopatogénicos, a grande
maioria avalia os efeitos da relacdo C:N da composicdo dos meios de cultivo sobre o
crescimento vegetativo, esporulacédo e viabilidade (SAFAVI et al., 2007). Segundo Carlile e
Watkinson (1994), um meio balanceado deverd conter cerca de dez vezes mais carbono do
que nitrogénio. O primeiro é necessario como fonte de energia, enquanto o segundo €
essencial na sintese dos componentes celulares, tais como acidos nucléicos e quitina. Ja o
fosforo € necessario na sintese de &cidos nucléicos e ATP. Além da relagdo C:N, a
diversidade de fontes desses elementos tem sido explorada no desenvolvimento de meios de
cultivo, especialmente dos meios complexos a base de produtos naturais (LEITE et al., 2003).

A composicdo do meio de cultivo tem estreita relacdo com o custo e a
qualidade do fungo produzido, pois pode influenciar o tipo, formato, quantidade do propagulo
produzido, além de sua estabilidade apds secagem e sua agressividade (LEITE et al., 2003).
Francisco et al. (2006) observaram que o meio de cultivo influéncia a germinacéo de conidios
de B. bassiana, que foi favorecida por meios nutricionalmente mais ricos como BDA, BDA
acrescido de 1% de extrato de levedura, SDAY (sabouraund, dextrose, agar, extrato de
I3evedura) (ALVES et al., 1998) e MC (meio completo) (PONTECORVO et al., 1953
modificado por AZEVEDO; COSTA, 1973). Enquanto que 0s meios agar-agua e Meio
Minimo (PONTECORVO et al., 1953), que sdo nutricionalmente mais pobres, promoveram
uma menor porcentagem de germinacgdo. Resultados semelhantes foram observados para os
isolados das espécies Lecanicillium lecanii (Zimmermann) e Paecilomyces fumosoroseus
(Wise). Entretanto, alguns isolados apresentaram boa germinacdo também nos meios com
menor quantidade de nutrientes. Os autores acreditam que para nesses isolados existe uma boa
reserva endégena de nutrientes.

O meio de cultivo que favorece o crescimento micelial ndo necessariamente
favorecera a esporulacdo, que é estimulada em meios mais pobres (KAMP; BIDOCHKA,
2002). Para B. bassiana, Campbell et al. (1978) sugerem que uma maior esporulacdo em
condicBes onde a fonte de nitrogénio seja pouco satisfatoria ao crescimento é uma resposta a
sobrevivéncia. Para Li e Holdom (1995), uma fonte de nitrogénio e de carboidrato sé&o

necessarias para o desenvolvimento micelial de M. anisopliae, B. bassiana e Verticillium
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lecanii (Zimmerman), sendo a inani¢do necessaria para estimular a formacdo de conidios.
Porém, se as condic¢es nutricionais do meio forem muito limitantes ndo ird ocorrer um
crescimento micelial satisfatério (KAMP; BIDOCHKA, 2002), o que consequentemente
acarretara em uma menor producédo de conidios.

A condigdo nutricional do meio de cultivo para a producdo de fungos
entomopatogénicos, além da estreita relacdo com a viabilidade e esporulacdo, apresenta
grande influéncia na viruléncia. Safavi et al. (2007) observaram que o meio de cultivo
responsavel pelo baixo crescimento vegetativo e esporulagcdo de B. bassiana deu origem a
conidios com maior taxa de germinacdo e menor tempo letal para larvas de Tenebrio molitor
(Linnaeus) (Coleoptera: Tenebrionidae).

Para conidios de Hirsuella thompsonii (Fischer) produzidos em diferentes
meios, Rossi—Zalaf et al. (2008) verificaram uma correlagcdo entre a maior viabilidade dos
conidios e a viruléncia a Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae). Alguns
trabalhos mostram que meios ricos em nutrientes geralmente ddo origem a conidios com
menor viruléncia, comparados aqueles produzidos em meios mais pobres (JABOR et al.,
2003; KAMP; BIDOCHKA, 2002; RANGEL et al., 2008).

A producdo de proteases pelos fungos entomopatogénicos também é
influenciada pelo meio de cultivo. Safavi et al. (2007) observaram variacdo na atividade da
enzima Prl para os isolados de B. bassiana produzidos em diferentes meios de cultivo. No
entanto, ndo houve correlagdo entre a atividade enzimatica e a viruléncia do fungo as larvas
de T. molitor. Para diferentes isolados de M. anisopliae, Tiago e Silva (2007) verificaram que
a atividade proteolitica e a producdo de proteases extracelulares foram menores em meio de
cultivo acrescido de cuticula de Deois flavopicta (Stal) (Homoptera: Cercopidae) e
Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae). Uma das proteases mais estudadas
em M. anisopliae é a Prl, que é reprimida na presenca de excesso de nutrientes e induzida em
condigdes nutricionalmente pobres (SHAH et al., 2005; WANG et al., 2002).

S&0o poucos os trabalhos que avaliam a influéncia do meio de cultivo sobre a
composi¢do quimica dos conidios produzidos, e 0s que existem avaliam apenas a relagcdo C:N
endogena. Safavi et al. (2007) verificaram que conidios de B. bassiana e M. anisopliae,
produzidos em meios com diferentes relagbes C:N, apresentavam diferencas em sua
composicao, sendo a maior relacdo C:N observada em conidios provenientes do meio que
também continham uma maior relacdo dos elementos. Nao foi possivel estabelecer nenhuma
associacao entre a relacdo C:N dos conidios e o crescimento vegetativo, esporulagdo,

producdo de proteases, viabilidade e viruléncia. Shah et al. (2005) observaram que dois
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isolados de M. anisopliae apresentaram respostas semelhantes na relacdo C:N da composicéo
dos seus conidios produzidos em diferentes meios. Esses autores também ndo observaram

correlacdo entre a composicdo dos conidios e a viruléncia.

3.4.2 Cultivos Sucessivos in vitro

A estabilidade de caracteristicas como a viruléncia e a esporulacdo sdo
fundamentais para o desenvolvimento de produtos comerciais a base de fungos
(VANDENBERG; CATONE, 2004). Alguns estudos mostraram que podem ocorrer
alteragdes na morfologia e na viruléncia de fungos apds cultivos sucessivos in vitro
(BARBOSA et al., 1985; MORROW et al., 1989; SHAH et al., 2007). Por isso, apds a selecdo
de um isolado de fungo para o controle de uma determinada praga, é imprescindivel verificar
rotineiramente se as caracteristicas de viruléncia e esporulacdo sdo preservadas durante o
processo de producdo em larga escala, onde o patdgeno é cultivado por varios e sucessivos
ciclos em meio de cultivo.

Butt e Copping (2000) ressaltam que é necessario identificar condicbes de
cultivo que retenham a viruléncia, sem aumentar os custos de producdo. No entanto, pouco
progresso tem sido feito nesta area, em parte porque os mecanismos de atenuacdo da
viruléncia ndo foram elucidados. Feng et al. (1994) acreditam que para B. bassiana estas
alteracGes possam ser consequéncia de mudancas genéticas devido a um ciclo parassexual,
como relatado por Paccola-Meirelles e Azevedo (1991), e talvez possa ser minimizada pela
passagem rotineira do isolado pelo hospedeiro ou pela utilizacio de isolamentos
monosporicos. Os meios naturais complexos podem evitar a selecdo de mutantes nutricionais
menos patogénicos, muito comum quando se utilizam meios artificiais (MARSHALL, 1915
apud PEREIRA; EIRA, 1999).

Existe uma variagdo muito grande quanto aos resultados obtidos em
diferentes trabalhos que avaliaram o efeito de cultivos sucessivos in vitro em relacdo a
manutencdo da viruléncia e outras caracteristicas. Alterac6es fenotipicas e perda de viruléncia
de Nomuraea rileyi (Farlow) a Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
foram observadas apds 10 cultivos sucessivos in vitro (MORROW et al., 1989). Por outro
lado, passagens in vitro por até 98 vezes ndo afetaram a viruléncia de V. lecanni a
Macrosiphoniella sanborni (Gillette) (Hemiptera: Aphididae), porém ocorreram alteracdes
morfolégicas e reducdo do crescimento das colénias (HALL, 1980).
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Barbosa et al. (1985) observaram reducéo da viruléncia de M. anisopliae a
D. flavopicta ap6s o cultivo sucessivo em arroz. A viruléncia de dois isolados de M.
anisopliae a T. molitor, avaliada pelo tempo letal, apresentou reducdo apds cultivos
sucessivos em meio sintético, sendo mais acentuada a partir do 9° cultivo. Esses cultivos
também influenciaram na producdo da protease Prl, que foi reduzida a partir do 3° e 5°
cultivo para os isolados V 275 e V245, respectivamente (SHAH et al., 2007).

Brownbridge et al. (2001) ndo observaram alteragdes morfoldgicas e
reducdo da viruléncia de um isolado de B. bassiana a B. argentifolli (Bellows e Perring)
(Homoptera: Aleyrodidae) apds 15 passagens sucessivas em meio SDY, concluindo que esse
isolado apresenta caracteristicas estaveis para a producdo massal. A passagem in vitro de P.
fumosoroseus, por 30 repicagens no mesmo meio, ndo afetou a viruléncia a Diuraphis noxia
(Mordvilko) (Hemiptera: Aphididae) e Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera:
Plutellidae), entretanto, para alguns dos isolados foi observado reducdo na producdo de
micélio em meio liquido, producéo de esporos em meio sélido e viabilidade dos conidios
(VANDENBERG; CATONE, 2004).

Os resultados divergentes obtidos nos estudos sobre a viruléncia de fungos
apos sucessivas repicagens em meio de cultivo podem estar relacionados as variagdes inter e
intraespecifica, as diferencas metodologicas, como a utilizacdo de conidios de origem
monosporica ou multispdrica, uso de meios de cultivo enriquecidos, mutagdes e condicdes de
cultivo (BROWNBRIDGE et al., 2001).

3.4.3 Passagens Sucessivas Pelo Hospedeiro

A viruléncia é a principal caracteristica de um fungo entomopatogénico,
devendo-se manusea-lo adequadamente para manté-la ou melhora-la por meio de métodos
genéticos, fisicos, quimicos ou bioldgicos, e dentre esses, recomenda-se passagens sucessivas
em insetos alvo (ALVES; PEREIRA, 1998; AZEVEDO, 1998; SERAFINI et al., 2001).
Alguns trabalhos mostram que passagens dos fungos pelos seus hospedeiros podem alterar,
além da viruléncia, as caracteristicas morfoldgicas, a viabilidade, a esporulacdo e a
composicao quimica endégena dos conidios.

O restabelecimento e, para alguns isolados, 0 aumento da viruléncia de M.
anisopliae foi observado por Daoust e Roberts (1982), ap6s a passagem do fungo por larvas
de Culex pipiens (Linnaeus) (Diptera: Culicidae). Para os isolados que apresentaram aumento

da viruléncia, esta permaneceu estavel, mesmo ap6s alguns cultivos em meios de cultivo.
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Apds a passagem do isolado 4461 de P. fumoroseus pelo hospedeiro D. noxia por 15 vezes
consecutivas, ndo foi observada alteracdo na viruléncia para D. noxia e para P. xylostella. No
entanto, ap6s a passagem do fungo por 15 vezes em P. xylostella, houve reducdo na viruléncia
para D. noxia. Esta reducéo ndo foi recuperada, mesmo ap6s cinco novas passagens do fungo
por D. noxia. J& para o isolado 4491 houve a recuperacdo da viruléncia ap6s as cinco
passagens em D. noxia (VANDENBERG; CANTONE, 2004). De acordo com Ferron (1985),
isolados de fungos Hyphomycetes podem adaptar-se a determinados hospedeiros apds
passagens forcadas por uma determinada espécie.

Para Rhipicephalus microplus (Canestrini) (Acari: Ixodidae) verificou-se
que, passagens sucessivas de M. anisopliae pelo hospedeiro promoveram um aumento da
viruléncia a partir da 42 passagem, sendo mais pronunciado na 72. As passagens do fungo pelo
hospedeiro também influenciaram na taxa de oviposicdo das fémeas sobreviventes, que foi
menor na 7% passagem (ADAMES et al., 2010). Além do aumento da viruléncia de B.
bassiana a Locusta migratoria (Linnaeus) (Orthoptera: Acrididae), Quesada-Moraga e Vey
(2003) observaram que o fungo produziu uma maior quantidade de macromoléculas toxicas
apos duas passagens pelo hospedeiro.

A viruléncia do fungo ao inseto pode estar relacionada, entre outras causas,
com a producdo de proteases e com a capacidade de adesdo dos conidios a cuticula. Para
alguns isolados de B. bassiana, a viruléncia a Nilaparvata lugens (Stal) (Homoptera:
Delphacidae) aumentou apds trés passagens do fungo pelo hospedeiro. Esse aumento pode ser
explicado pelo significativo acréscimo da atividade da protease Prl, da hidrofobicidade e
potencial zeta dos conidios, sendo as duas ultimas caracteristicas correlacionadas com a
capacidade de adesdo (SONG; FENG, 2011).

A variacdo genética de uma populacdo do patdgeno pode ser alterada apds
passagens pelo hospedeiro. Isso foi comprovado para um isolado de Aspergillus flavus (Lik)
que, apos passagens sucessivas por Galleria mellonella (Linnaeus) (Lepidoptera: Pyralidae),
teve reducdo da sua diversidade genética. O hospedeiro serviu como um gargalo genético, fato
que apresenta implicagdes importantes para o compreendimento de patdgenos responsaveis
por doengas microbianas em humanos, como as infecgdes hospitalares (SCULLY;
BIDOCHKA, 2006). A composi¢do quimica dos conidios também pode variar apdés a
passagem do fungo pelo hospedeiro, como observado para B. bassiana ap6s passagem por T.

molitor que apresentou redugdo endogena da relagdo C:N dos conidios (SAFAVI et al., 2007).
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3.4.4 Temperatura

A eficacia dos fungos entomopatogénicos no campo € extremamente
dependente das condi¢Ges ambientais (ZIMMERMANN, 1982), sendo a temperatura uma das
mais importantes, pois afeta 0 metabolismo dos fungos, alterando os processos de producéo
de enzimas, toxinas, germinacdo dos esporos, desenvolvimento do tubo germinativo,
penetracao, colonizacdo e reproducdo. As exigéncias térmicas dos fungos sdo varidveis em
funcdo da espécie, raca e fase de desenvolvimento (ALVES; LECUONA, 1998).

A maioria dos fungos entomopatogénicos é considerada mesofilica por
desenvolverem-se entre as temperaturas de 10 e 40°C, e considerarem como Otimas as
temperaturas entre 25 e 35°C (COONEY; EMERSON, 1964). B. bassiana desenvolve-se em
uma amplitude consideravel de temperaturas que varia de 8 a 35 °C. Seu limite térmico
minimo é de 8°C e méaximo de 37°C. No entanto, as respostas de crescimento podem variar
consideravelmente entre os isolados, o que justifica, durante a selecdo de um isolado para o
controle microbiano, a avaliacdo das exigéncias térmicas (FARGUES et al., 1997).

No solo, a temperatura e umidade ideal para a persisténcia de alguns fungos
entomopatogénicos pode variar de acordo com a linhagem. As condi¢fes de baixa ou média
temperatura e umidade do solo favorecem a sobrevivéncia dos conidios, enquanto alta
temperatura e umidade elevada podem reduzi-la (KESSLER et al., 2003; STUDDERT;
KAYA, 1990). Além disso, as altas temperaturas também podem retardar o processo de
germinacdo dos conidios de algumas espécies de fungos entomopatogénicos, como B.
bassiana e de M. anisopliae (DEVI et al., 2005; RANGEL et al., 2005). Uma variabilidade
em termotolerancia foi encontrada para isolados de M. anisopliae obtidos de latitudes entre
61°N e 54°S. A maioria deles apresentou germinacdo maior que 90% apds 12 h de exposicao
a 40°C. Apos oito e 12 h de exposicdo a 45°C, apenas dois isolados apresentaram elevada taxa
de germinacdo e foram viruléntos a gafanhotos. Em geral, isolados coletados em maiores
latitudes demonstraram maior susceptibilidade ao calor do que isolados originados proximos a
linha do equador (RANGEL et al., 2005).

A variabilidade genética € importante para a adaptacdo dos fungos
entomopatogénicos as diferentes regides climaticas, o que possibilita para espécies como B.
bassiana serem encontradas no mundo inteiro. A ampla variacdo na tolerancia ao calor
proporciona a esta espéecie notavel adaptacdo a condi¢cdes de grande flutuacdo térmica
(FARGUES et al., 1997). Isolados de M. anisopliae obtidos de regifes agricolas foram mais

tolerantes a exposicdo ao calor e a radiacdo ultravioleta, do que os obtidos em regides de
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floresta com latitudes semelhantes (BIDOCHKA et al., 2001). Rangel et al. (2005)
verificaram que isolados de M. anisopliae obtidos de maiores latitudes demonstraram maior
sensibilidade ao calor do que os isolados obtidos proximos ao equador.

A temperatura afeta a persisténcia dos conidios e a mortalidade de insetos
subterraneos expostos a fungos (RATH, 2002). Lanza et al. (2009) observaram reducéo na
sobrevivéncia de M. anisopliae inoculado em solo e mantido a 31,5+0,5°C, com declinio
acentuado ap6s 100 dias. Lingg e Donaldson (1981) constataram uma maior persisténcia de
conidios de B. bassiana em temperaturas mais baixas (17 e 24°C) do que em altas (30°C).
Para conidos puros de B. bassiana, Marques e Alves (1996) verificaram que quando mantidos
a 20°C durante 180 dias praticamente ndo mostraram reducao da viabilidade.

A exposicao ao calor por conducdo no solo ou por radiacéo direta é um dos
fatores de estresse mais importantes na utilizacdo de fungos entomopatogénicos no campo.
Além disso, o calor, associado com a radiacdo ultravioleta, danifica o conidio e contribui para
falhas em programas de controle biologico de insetos (RANGEL et al., 2005). A fim de
avaliar a habilidade de um isolado de fungo para o controle de uma populacdo de artrépodes,
ndo se deve considerar apenas a sua viruléncia, mas também sua capacidade de adequagéo ao
ambiente do hospedeiro alvo (SMITS et al., 2003).

3.4.5 Radiacdo Ultravioleta

A radiacdo solar que chega até a Terra diariamente contém uma faixa de
ultravioleta (UV), uma faixa de luz visivel e uma outra de infravermelho. Destas, a faixa UV
representa o principal agente de inibi¢cdo dos entomopatégenos (ALVES; LECUONA, 1998),
e entre os fatores abioticos, € o mais importante (BRAGA et al., 2001a, CAGAN; SVERCEL,
2001). Isso ocorre porque a exposi¢do a radiagdo pode causar danos as macromoléculas, como
0 DNA, as proteinas, as biomembranas, ao RNA e aos ribossomos (ENGELBERG et al.,
1994; GRIFFITHS et al., 1998).

Para os conidios que sobrevivem ap0s a exposicdo a radiacdo UV, Braga et
al. (2001b) verificaram que ocorre um atraso da germinacgdo. A exposicdo dos fungos por
tempos sub-letais a radiacdo UV pode causar mudancas genéticas e/ou fisiologicas que
prejudicam a germinacdo e o crescimento, reduzindo a eficiéncia do controle bioldgico
(BRAGA et al., 2002; MORLEY-DAVIES et al., 1995).

A tolerdncia a radiacdo UV ¢é variavel entre as espécies de fungos

entomopatogénicos. O principal mecanismo de resisténcia se refere a existéncia de
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ferramentas de reparo de DNA que promovem a recuperacao dos danos causados pelo estresse
oxidativo do material genético, decorrentes da exposicdo a radiacdo UV (CHELICO;
KHACHATOURIANS, 2007). Alguns trabalhos mostram uma associa¢do entre o grau de
resisténcia a radiacdo e a origem geogréafica dos isolados, sendo que os oriundos de menores
latitudes apresentaram menor suscetibilidade a exposicdo (LELAND et al., 2005;
FERNANDES et al., 2007). Para diferentes espécies e isolados de Metarhizium, expostos por
uma e duas horas a radiacdo UV, observou-se que quanto maior a latitude de origem dos
isolados, menor foi a tolerancia a radiagdo. Algumas espécies apresentaram um atraso na
germinacdo, que foi proporcional ao tempo de exposicao e, aparentemente, sem relagdo com o
nivel de tolerancia apresentado pelo isolado (BRAGA et al., 2001a).

O atraso na germinacdo e a inativacdo dos conidios pela radiacdo UV
limitam o uso dos fungos entomopatogénicos no controle microbiano. A reducédo desses danos
pode se dar pela selecdo de isolados mais tolerantes a radiacdo e pela incorporagdo de
substancias protetoras aos raios ultravioletas nas formulacdes, o que pode prolongar
significativamente a persisténcia desses fungos em ambientes onde ficam expostos a luz solar
(FARGUES et al., 1996).

Outro fator que pode influenciar a tolerancia a radiacdo UV é a nutricdo
disponibilizada ao fungo durante seu cultivo. O estresse nutricional pode levar a producéo de
conidios com maior resisténcia a UV em um fendbmeno conhecido como protecdo cruzada
(RANGEL et al., 2008). Rangel et al. 2004 observaram que conidios de M. anisopliae
produzidos sobre insetos foram menos tolerantes a radiacdo UV do que aqueles produzidos
em meio BDA acrescido de extrato de levedura.

A producdo de M. anisopliae, em diferentes substratos, deu origem a
conidios com niveis distintos de termotolerancia a radiacdo UV apo6s 50 segundos de
exposi¢do. O melhor substrato foi a farinha de milho amarela, com 23,67% dos conidios
viaveis, seguido do fuba e do arroz parboilizado, com 9,17 e 5,17%, respectivamente
(OTTATI-de-LIMA et al., 2010). Esses resultados sugerem que isolados selecionados pela
alta viruléncia podem ser melhorados em relagdo a termotolerancia por meio dos nutrientes
que lhes séo oferecidos durante o cultivo, a fim promover um controle mais eficiente de

insetos nas condic¢des de campo.
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4 ARTIGO A: MEIOS DE CULTIVO PARA Beauveria bassiana (BALS.) VUILL. E
INFLUENCIA DAS CONDICOES NUTRICIONAIS NA QUALIDADE DOS
CONIDIOS

Resumo

Os objetivos deste estudo foram desenvolver meios para a produgéo de Beauveria bassiana;
aumentar a produtividade de conidios e correlacionar os aspectos nutricionais do cultivo com
a viruléncia, a tolerancia a temperatura e a radiagdo UV. Foram desenvolvidos meios a base
de insetos (MAD) e de solugbes nutritivas de plantas (SNS e SNH), em diferentes
concentragcOes, que foram comparados a BDA e ao meio para a producdo de esporo de
Beauveria spp (MPE). De modo geral, a producdo foi superior em SNS 25%, SNH 25% e
MAD 10%. A adicdo de nutrientes na calda de cozimento do arroz néo favorece a produgéo
de conidios para a maioria dos tratamentos. As condi¢des nutricionais afetaram a viruléncia e
a tolerancia a temperatura e a radiacdo UV. Os meios MAD 10%, SNS 25% e SNH 25%
favorecem alta producdo de conidios, e esta caracteristica varia entre isolados. O meio SNS
25% pode ser considerado um dos melhores, pois, além da alta produgéo foi mais tolerante a
radiacdo UV. O BDA foi responsavel pela menor producao de conidios, os quais foram menos
virulentos e tolerantes a UV, porém altamente tolerantes a temperatura. A tolerancia a
temperatura foi correlacionada positivamente com os teores de K, C e relacdo C:N enddgena
nos conidios. O aumento do teor de enxofre influenciou negativamente a producdo de
conidios, a viruléncia e a tolerancia a UV. O método de analise quimica de tecido vegetal
pode ser utilizado para a caracterizacdo quimica dos conidios, e os teores dos elementos séo
influenciados pelo substrato em que o fungo € produzido. Esses resultados mostram que €
possivel manipular as condigdes nutricionais de cultivo, a fim de produzir conidios com
melhor qualidade.

Palavras-chave: Analise quimica. Alphitobius diaperinus. Controle Bioldgico. Fatores
Abioticos. Fungos Entomopatogénicos. Nutricdo de Fungo. Producdo de conidios. Radiacdo
UV. Temperatura.

CULTURE MEDIA AND NUTRICIONAL CONDITIONS INFLUENCE ON Beauveria
bassiana (BALS.) VUILL. IN CONIDIAL QUALITY

Abstract

The objectives of this study were to develop a medium to produce B. bassiana, increase
conidial yield and correlate nutritional subculture aspects to virulence and temperature and
UV radiation tolerance. Media were made of insects (MAD) and plant nutrient solutions (SNS
and SNH) in different concentrations, that were compared to BDA and to Beauveria spp.
spores production medium (MPE). Overall, conidial yield was higher in SNS 25%, SNH 25%
and MAD 10%. Nutrients addition into cooking rice does not promote conidial yield in most
treatments. The nutritional conditions affect the virulence, as well temperature and UV
radiation tolerance. The media MAD10%, SNS 25% and SNH 25% gave high conidial yield,
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and it varies among isolates. The medium SNS 25% can be considered the best one, because it
promote high conidial yield and was more tolerant to UV. The BDA medium promote the
lowest conidial yield, conidia that were less virulent and UV tolerant, but tolerant to hight
temperature. The temperature tolerance was positively correlated with K, C and the
endogenous conidia C: N ratio. The conidial production, virulence and UV tolerance
decreased when sulfur content increase. The method for chemical analysis of plant tissue is
useful to characterize conidia chemical content. These results show that it is possible to
manipulate the growing nutritional conditions, to produce conidia with better quality/stability.

Keywords: Abiotic factors. Alphitobius diaperinus. Biological control. Chemical Analysis.
Entomopathogenic fungi. Nutrition of fungi. Conidial yield. UV radiation. Temperature.

4.1 INTRODUCAO

Entre as alternativas ao uso dos inseticidas quimicos destaca-se o controle
microbiano, no qual, os fungos entomopatogénicos sdo responsaveis por aproximadamente
80% das doengas que ocorrem em insetos. I1sso se deve, principalmente, a capacidade de
penetracdo via tegumento, facilidade de disseminacdo e ampla variabilidade genética desses
patdgenos (ALVES, 1998). Mas para que sejam eficientes, independentemente da densidade
populacional dos insetos, é necessario que exista um elevado potencial de indculo na area, o
que se consegue por meio de aplicagOes inundativas no campo (ALVES; PEREIRA, 1998).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. € uma das principais espécies de fungos
utilizadas no controle bioldgico e apresenta a vantagem de poder ser cultivada in vitro. Os
fungos sdo organismos heterotroficos que exigem uma fonte organica de C, a qual é utilizada
como material plastico ou energético, e uma fonte de N que pode ser inorganica ou organica.
Também sédo essenciais elementos como o Ca, H, O, P, S, K, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu e Mb. Os
ions como o Fe, Cu, e Mn, em baixos niveis, podem agir como catalisadores do crescimento,
porém, em excesso, tornam-se prejudiciais aos fungos (LACAZ et al., 1970).

Os primeiros estudos quanto ao desenvolvimento de meios sintéticos para o
cultivo de microrganismos foram realizados por Pasteur, em 1859, que conseguiu multiplicar
Sacharomyces cerevisiae em um meio liquido composto por agua, agucar cande e tartarato de
amonio. Na continuacdo de seus trabalhos, Raulin experimentou varios meios liquidos e
finalmente formulou o0 meio classico conhecido com seu nome, o qual continha agua, agucar
cande, &cido tartarico, nitrato de amonio, fosfato de amonio, carbonato de potassio, carbonato
de magnésio, sulfato de aménio, sulfato de zinco, sulfato de ferro e silicato de potassio
(SILVEIRA, 1995).
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Atualmente, a producdo em larga escala dos fungos entomopatogénicos é
feita por processos fermentativos em meios liquidos, sélidos, semi-solidos ou pelo processo
bifasico, que é a associacdo de meios liquidos e solidos (ALVES et al., 2008). A composicao
do meio de cultivo tem estreita relacdo com o custo e a qualidade do fungo produzido, pois
pode influenciar o tipo, formato, quantidade do propagulo, além de sua estabilidade apos
secagem e sua agressividade, medida em termos de viruléncia e patogenicidade (LEITE et al.,
2003). Para os fungos que produzem conidios aéreos, como B. bassiana, a fermentacdo solida
é a mais adequada e normalmente utiliza arroz cozido como substrato (ALVES et al., 2008).

No campo, a eficacia dos fungos entomopatogénicos €& extremamente
dependente das condi¢des ambientais (ZIMMERMANN, 1982), sendo a temperatura e a
radiacdo UV os fatores mais limitantes (ALVES; LECUONA, 1998). Por este motivo, esses
patdgenos devem ser preparados para condigdes de campo, a fim de que possam tolerar uma
ampla variagdo das condicdes climaticas. A adaptacdo ecoldgica dos isolados pode ser
melhorada por meio da manipulacdo fisioldgica das reservas enddgenas e utilizacdo de
formulacdes adequadas (BUTT; COPPING, 2000). A utilizacdo de fungos entomopatogénicos
é uma tecnologia que ainda esta em desenvolvimento, e melhorias na producéao, formulagéo e
aplicacio de campo s&o necessarios (POSADA-FLOREZ, 2008).

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver meios de cultivo para a
producdo de B. bassiana; aumentar a producdo de conidios em arroz e correlacionar aspectos

0s nutricionais do cultivo com a viruléncia, a tolerancia a temperatura e a radiacdo UV.

4.2 MATERIAL E METODOS

Isolados, Origem e Multiplicacéo Inicial do in6culo de B. bassiana

Foram utilizados trés isolados de B. bassiana com diferentes hospedeiros e
origem geografica (Figura 4.1), que fazem parte do Banco de Entomopatégenos do
Laboratorio de Controle Microbiano da Universidade Estadual de Londrina. Antes de serem
utilizados nos experimentos, os fungos foram multiplicados em BDA (batata, dextrose, agar)
inoculados em larvas de Diatraea saccharalis (Linnaeus) (Lepidoptera: Pyralidae) por
submersdo em uma suspensdo de 1,0x10’ conidios ml™*. Apds a morte, os insetos foram
desinfetados externamente em solu¢do de hipoclorito de sodio a 2%, lavados em agua
destilada e acondicionados em camara Umida. Os conidios produzidos sobre as larvas foram

multiplicados em meio BDA, em camara climatizada (25£1°C, fotéfase 12 h). Apds 10 dias
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foram removidos do meio e armazenados em tubos Eppendorf a -6°C até o momento da

utilizacdo.

Caracterizagdo Molecular dos Isolados de B. bassiana

Para verificar diferencas nos perfis genéticos dos isolados, realizou-se a
caracterizagdo molecular por RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA). Para a
extracdo de DNA, cerca de 1,0x10 conidios foram inoculados em 50 ml de Meio Completo
Liquido (PONTECORVO et al., 1953). As culturas foram mantidas a 28°C, em 180 rpm por
72 h. A biomassa produzida foi coletada por filtracdo e lavada com agua destilada
esterilizada. Os acidos nucléicos foram extraidos, conforme Azevedo et al. (2000).

As reacdes de amplificagdo na analise de RAPD foram realizadas em um
volume final de 25 pl, contendo 2,5 pul de Tampéao 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM
KCI), 2,5 ul dNTP (2,5 mM), 2,5 pl primer (Operon Technologies-2,5 mM), 7,5 ul MgCl, (10
mM), 0,2 pl Tag DNA polymerase (5 U pl™), 4,0 ul de DNA (5 ng pl™) e 5,8 pl de 4gua
bidestilada. Ap6s uma desnaturacdo por 4 min. a 92°C, a mistura da reacao foi submetida ao
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) por 35 ciclos. Cada ciclo de amplificagdo
consistiu de trés etapas: desnaturacédo (92°C, 40 s), anelamento (40°C, 90 s) e extensdo (72°C,
2 min.). O processo foi concluido com uma extensao final a 72°C por 5 min.

Apo6s o processo de amplificagdo, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (1,4%), realizada em tampéao TBE 10X (108 g-Trisma-base, 55
g H3BOs3, 40 ml EDTA 0,5 M pH 8,0). Os géis foram corados com brometo de etidio e
fotografados em um transiluminador UV, conforme descrito por Sambrook et al. (1989). Os
dados obtidos por amplificacdo aleatéria de DNA (RAPD) foram analisados com o software
NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (ROHLF, 2002), por
meio do coeficiente de Jaccard (J) e pelo método de agrupamento UPGMA (Unwreighted

Pair-Group Method with Aritmetical Average).

Meios de Cultivo

Foram desenvolvidos meios de cultivo a partir de soluc@es utilizadas para a
nutricdo de plantas e meio a base de insetos, cujas composi¢Oes estdo descritas na Tabela 4.1.
As solucdes nutritivas que serviram de base para 0os meios foram as de Sarruge (SARRUGE,
1975) (SNS) e de Hewitt (HEWITT, 1952) (SNH), preparadas em agua destilada. A
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concentracdo original de cada solucdo foi diluida em &gua destilada e as concentracdes
testadas foram de 5, 10, 25, 50 e 100% (v/v). Apds as diluicdes, as solucdes foram acrescidas
de extrato de levedura (5 g I'*), dextrose (10 g I™") e &gar (20 g I'Y).

Para 0 meio a base de insetos (MAD) foram utilizados adultos de
Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) coletados em aviarios em
Londrina, PR. Os insetos foram mortos por congelamento, desinfetados com solucdo de
hipoclorito de sodio a 2% e lavados em agua destilada. Em liquidificador os insetos foram
triturados em agua destilada nas concentracdes de 2,5, 5, 10 e 20% (p/v). Para a solidificagdo
do meio foi utilizado agar (20 g I™).

Tabela4.1- Composicdo dos meios de cultivo para producdo de conidios de Beauveria

bassiana.
Ingrediente Meio de Cultivo®
SNS SNH MPE BDA MAD
Agar (g) 20 20 20 20 20
Alphitobius diaperinus (g) - - - - 20
Batata (g) - - - 200 -
Cloreto de célcio (g) 0,3 - - - -
Cloreto de potéassio (g) - - 1,0 - -
Dextrose () 10 10 10 20 -
Extrato de levedura (g) 5 5 5 - -
Fe-EDTA (g) - 4,21 - - -
Fosfato de potassio (g) - - 0,36 - -
Fosfato de sodio () - 1,2 1,05 - -
Solucéo Estoque Hidrocoquetel? (ml) 2,5 - - - -
H3BOs (g) - 0,006 - - -
MAP-monoamonio difosfato (g) 0,2 - - - -
Molibidato de sddio (g) - 0024 - - -
Nitrato de calcio (g) 08 4,72 - - -
Nitrato de potassio (g) 04 1,01 - - -
Nitrato de sodio (g) - - 1,58 - -
Sulfato de cobre (g) - 0024 - - -
Sulfato de magnésio (g) 0,3 493 06 - -
Sulfato de manganés (g) - 0169 - - -
Sulfato de zinco () - 0028 - - -
Solucéo Estoque Tensoferro® (ml) 0,9 - - - -

'Quantidade de ingrediente para 1 litro de meio (SNS e SNH a 100%, MAD a 20%); “Solugéo Estoque
Hidrocoquetel: B (2%), CoEDTA (0,8%), FEEDTA (5,6%), Mo (0,32%), MnEDTA (3,2%) ZnEDTA
(2,0%): *Solucdo Estoque Tensoferro: Fe (6,0% p/p), solubilidade em agua a 20°C (180g I™), indice
salino (45%), condutividade elétrica (78,0 mS/cm), pH a 25°C (7,0), EDDHSA (72%); SNS: solugdo
nutritiva de Sarruge; SNH: solucdo nutritiva de Hewitt; MPE: meio para a producdo de esporo de
Beauveria spp; BDA: batata, dextrose, agar; MAD: meio de Alphitobius diaperinus.
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Para a comparacdo do desempenho dos meios, foram utilizados como
testemunhas, 0 meio para a producdo de esporos de Beauveria spp. (MPE) descrito por Alves
et al (1998) e meio BDA (batata, dextrose, agar). Antes da adi¢cdo do agar, o pH dos meios foi
corrigido para sete com solucdo de NaOH (1N). Os meios foram esterilizados em autoclave
por 30 minutos e vertidos em placas de Petri (5,2 cm @) esterilizadas.

Crescimento Vegetativo e Producdo de Conidios

O fungo foi repicado, com uma alg¢a de platina pontiaguda, sobre 0 meio de
cultivo em um ponto central da placa, a fim de se obter apenas uma coldnia. As placas foram
incubadas em camara climatizada (25+1°C e fotofase de 12 h). O crescimento vegetativo foi
determinado pelo calculo da éarea da colbnia, feito com a média de dois didmetros
perpendiculares. Das mesmas colbnias avaliou-se a producdo de conidios. Esses foram
removidos do meio com o auxilio de uma espatula, recolhidos em um tubo, suspensos em
solucdo aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v) e submetidos a agitacdo em vortex por 30
segundos. Apo6s as diluicbes necessarias, os conidios foram quantificados em cédmara de
Neubauer. As avaliacdes foram realizadas no 14° dia para SNS e SNH Para o0 meio MAD,
devido a grande quantidade de micélio observada aos 14 dias, as avaliacGes foram realizadas
em dois tempos de incubacdo, ao 14° e 21° dia.

As andlises dos meios de solugdes nutritivas e dos meios a base de insetos
foram feitas separadamente. O delineamento experimental, para cada isolado, foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial (2x5)+2, (meios x concentra¢des) + testemunhas, para 0s
meios de solugdes nutritivas (SNS e SNH); e (2x4)+4, (dias x concentracfes) + testemunhas,
sendo duas para cada dia de avaliagdo, em MAD. Para todos os tratamentos foram feitas cinco
repeticoes.

As melhores concentra¢fes foram utilizadas nos experimentos de producao
de conidios em arroz, viruléncia, tolerancia a radiacdo UV e a temperatura e composi¢do

guimica dos conidios.
Producéo de Conidios em Arroz
Os meios SNS e SNH nas concentragdes de 25 e 50%, e o meio MAD a5e

10%, foram preparados como no experimento anterior, sem a adicdo de agar, em um volume

final de 1 litro, que foram denominados de caldas nutritivas. Estas foram levadas ao aparelho
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microondas em poténcia maxima até o ponto de ebulicdo. Nesse momento, 500 g de arroz
parboilizado foi adicionado a calda nutritiva e cozido por trés minutos, tempo suficiente para
gue os graos atingissem uma consisténcia “emborrachada”. Na testemunha, o arroz foi cozido
em agua destilada. O liquido ndo absorvido pelo arroz foi escoado em peneira, imediatamente
apos o cozimento.

Em garrafas de vidro (500ml) foram colocados 65 g do arroz cozido. As
garrafas foram tampadas com papel toalha, que foi preso ao gargalo por um eldstico.
Posteriormente, foram esterilizadas em autoclave por 30 minutos e, ap6s o resfriamento em
temperatura ambiente, cada garrafa foi inoculada com 1,5 ml de uma suspenséo com 1,0x10’
conidios mI™. As garrafas foram incubadas em camara climatizada (25+1°C e fotéfase de 12
h) por 15 dias. Para avaliar a producdo de conidios, foram adicionados em cada garrafa 300
ml de uma solucdo aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v). As garrafas foram submetidas a
agitacdo manual por trés minutos e, apos as diluicdes necessarias, os conidios foram
quantificados em camara de Neubauer. O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado em esquema fatorial (7x3) (caldas nutritivas x isolados), com quatro repeticdes.
Viruléncia a Alphitobius diaperinus

Adultos de A. diaperinus, em numero de 50, foram acondicionados em
placas de acrilico (6 cm @). Os insetos foram pulverizados (pulverizador Airbrush acoplado a
um compressor/aspirador Fanem-DiaPump) com 0,5 ml da suspenséo de 8x10° conidios ml™,
que corresponde a CLsg estimada para esta praga pelo método de pulverizagdo (SANTORO et
al., 2007). Para inoculacdo, foram utilizados conidios do isolado Unioeste 4 produzidos nos
meios MAD 10%, SNS 25%, SNH 25%, MPE e BDA, como descrito anteriormente. Na
testemunha, os insetos foram pulverizados com uma solucéo aquosa de Tween 20 a 0,005 %
(v/v), utilizada como veiculo da suspensdo do fungo. Os insetos foram alimentados com racéo
de milho esterilizada e mantidos em camara climatizada (25+1°C e fotdfase de 12 h). A
avaliacdo foi realizada ao 10° dia e para confirmar a mortalidade pelo patdgeno, os insetos
mortos foram acondicionados em camara Umida climatizada (25+1°C) por mais cinco dias. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis repeti¢fes de 50 insetos por

tratamento.
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Tolerancia a Temperatura

Os conidios do isolado Unioeste 4, produzidos em diferentes meios (MAD
10%, SNS 25%, SNH 25%, MPE e BDA) foram transferidos para tubos de ensaio
esterilizados e acondicionados em camara climatizada a 30+1°C por 0, 5, 10, 15 e 20 dias, em
auséncia de luz. A viabilidade dos conidios foi avaliada pelo teste de germinacdo, no qual 0,1
ml da suspensdo com 1x10" conidios ml™ foi espalhada, com alca de Drigalski, sobre a
superficie do meio BDA, utilizado como meio padrdo em todos os tratamentos.

As placas foram acondicionadas em camara climatizada (25+1°C, fotofase
12 h) e, apos 20 h, aproximadamente 200 conidios, subdivididos em dois campos da placa,
foram observados em microscopio Optico para quantificar o percentual de germinacdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (5%5) (meios de

cultivo x tempo de exposi¢do), com quatro repeticdes.

Tolerancia a Radiacdo UV

A viabilidade dos conidios do isolado Unioeste 4 produzidos nos diferentes
meios (MAD 10%, SNS 25%, SNH 25%, MPE e BDA) foi avaliada apds a exposicdo a
radiacdo UV pelo teste de unidades formadoras de coldnias (UFC). O meio padrdo para
avaliar as UFC foi o BDA, sobre o qual foi pipetado 0,1 ml da suspensdo com 1x10° conidios
ml™, que foi espalhada sobre a superficie com alca de Drigalski.

As placas, sem as tampas, foram colocadas em camara de fluxo laminar sob
lampada germicida (253,7 nm, Philips TUV, baixa pressdo 30W) a uma distancia de 52 cm.
Os tempos de exposi¢do a radiacdo foram 0, 1,5 e 3 minutos. As placas foram fechadas e
acondicionadas em camara climatizada (25+1°C e fotdfase de 12 h). Apoés cinco dias, avaliou-
se 0 numero de colbnias formadas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado

em esquema fatorial (5%3) (meios de cultivo x tempo de exposicdo), com quatro repeticdes.

Composic¢do Quimica dos Conidios

A composicdo quimica dos conidios foi avaliada para Unioeste 4 produzido
in vitro em diferentes meios (MAD 10%, SNS 25%, SNH 25%, BDA e MPE) e in vivo sobre
0s insetos. Os conidios produzidos foram removidos da superficie do meio com o auxilio de

uma espatula. Para a producdo in vivo as espécies utilizadas foram A. diaperinus e D.
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saccharalis, inoculadas por submersdo em suspensdo f(ngica com 1,0x10" conidios ml™.
Apds a morte, os insetos foram acondicionados em camara Umida climatizada (25+1°C) por
10 dias, para plena esporulacdo do fungo sobre os cadaveres. Os conidios foram separados do
corpo dos insetos por meio de agitacdo manual em um recipiente fechado, que continha um
esquema de peneiras formado por seis camadas de tecido voil. Posteriormente, foram
colocados em recipientes de vidro sem tampa e levados a estufa a 60°C até peso constante. Os
teores dos elementos P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Mn, Fe, S, C e N foram determinados pelo
método de anélise de tecido vegetal.

As determinagdes de P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Mn, S e Fe foram feitas por
digestdo umida nitroperclorica, em que 400 mg da amostra de conidios foi transferida para
tubo digestor e adicionados 4 ml da mistura &cida [HNO3z + HCIO, (3:1)]. Ap0s quatro horas a
mistura foi colocada em bloco digestor e aquecida lentamente até 50°C, até cessar a emissao
dos gases da digestdo, por aproximadamente 1 h. Apds esta etapa, a temperatura foi elevada a
120°C, por cerca de 1 h e 30 min.. Em seguida, a temperatura foi elevada a 180°C até restar 1
ml de digerido. O contetdo foi resfriado e o volume foi completado com &gua destilada até
atingir 20 ml. A leitura do teor dos elementos foi feita em ICP-OES (Plasma Acoplado
Indutivo/ Espectroscopia de Emissdo Optica) (MIYAZAWA et al., 2009).

O teor de N total foi determinado pelo método de Kjeldahl, por digestéo
sulfurica via umida, em que 100 mg da mostra de conidios, seca como descrito anteriormente,
foi transferida para o tubo digestor, adicionado 1 g da mistura catalisadora de K,SO4 + CuSO4
(10:1) e 1,5 ml de H,SO4. O tubo foi transferido para o bloco digestor, aquecido lentamente
até 380°C (entre 3 a 4 h), até a obtencdo de um liquido esverdeado, com um volume final de
aproximadamente 1 ml. Apds esfriar, foram adicionados ao tubo 60 ml de d4gua destilada e a
mistura foi agitada. Desse extrato digerido, 1 ml foi pipetado e novamente diluido em 9 ml de
agua destilada. Em um tubo de ensaio, 1 ml do diluido foi acrescido de 6 ml de agua
destilada, 1 ml da solucdo de &cido salicilico (5%), 1 ml da solucdo de nitroprussiato de sodio
(0,1%) e 1 ml da solucdo de NaOCI (0,15%). A mistura foi homogeneizada e ap6s 60 min.
Foi efetuada a leitura no espectrofotometro UV-VIS a 697 nm (MIYAZAWA et al., 2009).

A determinacédo do carbono foi feita pelo método de Walkley-Black, em que
0,15 g da amostra de conidios seca foi transferida para erlenmeyer de 250 ml e adicionado 20
ml da solucdo de K,Cr,O; 1N e 20 ml de H,SO,4 concentrado. Apo6s esfriar por 30 min., foi
adicionada agua destilada, 6 ml de H3PO, concentrado e 0,5 ml do indicador difenilamina
(1%). O teor de C foi determinado por titulagdo com solugdo de FeSO, 1IN até coloracéo

verde (SILVA et al., 2009). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, e
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devido a pequena quantidade de conidios produzido sobre os insetos foram feitas trés

repeticOes para cada uma das analises.

Andlises Estatisticas

Os dados dos tratamentos com delineamento inteiramente casualizado, e
inteiramente casualizado em esquema fatorial, foram submetidos a anélise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As comparacGes entre as médias do
fatorial com cada testemunha foram feitas pelo teste Dunnett (p<0,05). A relagdo entre a
producéo de conidios (14 dias), a tolerancia a radiacdo UV (3 min. de exposicao), a tolerancia
a temperatura (20 dias de exposi¢ao), a viruléncia (mortalidade confirmada) e o teor enddgeno
dos elementos quimicos nos conidios, foi realizada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson,

que mede o grau de associacdo linear entre duas variaveis.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo Molecular dos Isolados de B. bassiana

Pela caracterizacdo molecular por RAPD foram verificadas diferencas entre
os perfis genéticos dos isolados. Apesar das diferengas entre as origens geograficas e 0s
hospedeiros, os isolados CG 458 e CG 481 apresentaram uma similaridade genética de
aproximadamente 65%. J& a similaridade entre 0 Unioeste 4 e esses dois isolados foi proxima
a 45% (Figura 4.1). A variabilidade genética inter e intraespecifica € uma das principais
vantagens apresentadas pelos fungos entomopatogénicos, pois possibilita a selecdo de
isolados virulentos e mais adaptados as condi¢fes ambientais onde o patdgeno seré aplicado,

as quais podem ser limitantes a eficacia do fungo (ALVES, 1998).
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Figura 4.1 — Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo coeficiente de Jaccard e
pelo método UPGMA, constituido por isolados de Beauveria bassiana, com
diferentes hospedeiros e origem geografica.

UNICESTE-4
Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidag)
Cascavel, Parana
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Mesmo com alta similaridade genética entre os isolados CG 458, CG 481 e
Unioeste 4, eles apresentaram comportamentos distintos em relagdo as varidveis avaliadas
neste trabalho (Figuras 4.2; 4.3; 4.4, 4.5, 4.6), 0 que mostra que, apesar da espécie B. bassiana
ser pouco exigente em relacdo as condicdes nutricionais de cultivo (LEITE et al., 2003), cada
isolado pode apresentar preferéncia por determinados meios que irdo proporcionar um melhor
desenvolvimento do fungo. Assim, ao selecionar um isolado altamente virulento para uma
determinada praga, é importante definir qual a melhor condicao nutricional para o seu cultivo,

a fim de viabilizar sua producédo em larga escala.

Crescimento Vegetativo e Produgdo de Conidios

Meios de solucdes nutritivas (SNS e SNH)

Foi constatado que as necessidades nutricionais de B. bassiana variam para

os diferentes isolados (Figura 4.2, 4.3), 0 que pode estar associado a variabilidade genética
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entre eles (Figura 4.1). A maioria dos trabalhos que comparam o crescimento vegetativo e
producéo de conidios entre isolados de uma mesma espécie evidencia esta variabilidade nas
respostas em relacdo as condicBes de cultivo (BARBOSA et al.,, 2002; DAMIR, 2006;
LOUREIRO et al., 2005; MONTEIRO et al., 2004).

Compreender como a nutricdo afeta o desenvolvimento do fungo pode
favorecer os programas de manejo de pragas que pretendem utilizar os fungos
entomopatogénicos para o controle biolégico de pragas. As condicBes de cultivo que
favorecam a alta producdo de propagulos infectivos sdo essenciais para a producdo em larga
escala e para a competitividade dos produtos comerciais.
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Figura 4.2 — Crescimento vegetativo in vitro de isolados de Beauveria bassiana [CG 458
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dextrose, agar), e °difere de MPE (meio para Producdo de Beauveria spp),
ambos pelo teste de Dunnett (p<0,05); SNS e SNH: meios a base das solugdes
nutritivas de Sarruge e de Hewitt modificadas, respectivamente.

20

15 ~

10 A

CG 458
aA*
Ao bA aA° bA aB —=—
5% 10% 25% 50% 100% BDA MPE
CG 481
aA*° an™
, bcA
abAcA*o abB* bB*° bA abB*° aB T S
5% 10% 25% 50% 100% BDA MPE
Unioeste 4
abA° aA°
aA° o
bA° abB T
bA* abA* bB* +
cB* CA*
5% 10% 25% 50% 100% BDA MPE

O SNS mSNH



53

As diferencas entre 0s meios de cultivos, as concentracfes e as interacdes
entre esses fatores foram significativas. A caracteristica de crescimento da grande maioria dos
fungos entomopatogénicos € claramente afetada pelo suprimento de nutrientes (HUMBER,
2008). O crescimento vegetativo de B. bassiana nos meios SNS e SNH foi favorecido pelas
altas concentragdes de nutrientes, principalmente a 50 e 100%. Apenas para o isolado CG
481, no meio SNS, ndo houve diferencga entre as concentracfes testadas. Para a maioria dos
tratamentos o meio SNH foi melhor que SNS. Esses meios ndo diferiram entre si nas
concentracdes de 5, 10 e 50% para CG 458; 5% para CG 481; e 10 e 50% para Unioeste 4. O
meio SNS foi superior ao SNH apenas para o isolado Unioeste 4, na concentracdo de 5%
(Figura 4.2). As éreas das colnias nos meios SNS e SNH variaram de 8,50 e 14,32 cm?.
Quando comparados ao meio BDA, o crescimento vegetativo foi maior em SNH 100% para
CG 458, e em SNH 50 e 100% para CG 481. E comparados ao MPE, foi superior no meio
SNH 50 e 100% para CG 481; SNS 50 e 100% e SNH 25, 50 e 100% para Unioeste 4. Os
demais tratamentos ndo diferiram ou foram inferiores aos meio BDA e MPE.

A producdo de conidios foi maior nas concentracdes mais elevadas, exceto
para o isolado CG 481 em SNH e para o Unioeste 4 em SNS, que tiveram maior producdo nas
concentracOes de 25 e 10%, respectivamente. Apesar do meio SNS ter apresentado um menor
crescimento vegetativo para a maioria dos tratamentos, ele promoveu uma maior producao de
conidios, exceto a 5 e 25% para CG 481 e em 10% para Unioeste 4, onde nao diferiu de SNH
(Figura 4.3). O meio que favorece o crescimento micelial nem sempre proporciona a melhor
producdo de conidios (SAFAVI et al., 2007). A producdo é dependente do isolado do fungo e
da nutricdo durante o seu cultivo e ndo esta relacionada com o crescimento vegetativo
(MUSTAFA; KAUR, 2009; SHAH et al., 2005). Isso evidencia o delicado processo de
interac@o entre os ciclos vegetativo e reprodutivo, mostrando que em algumas situagcdes o
melhor é optar por uma condigdo nutricional intermediaria (JABOR et al., 2003).

Alguns trabalhos sugerem que a presenca de nitratos pode favorecer a
formacdo de propagulos de B. bassiana (FENG et al., 1994; THOMAS et al., 1987). No
entanto, os resultados deste trabalho mostram que em altas concentragdes, 0s nitratos podem
ser prejudiciais. Os meios SHS e SNH, apresentam em sua composic¢ao a presenca de nitratos
de sodio e de potassio, porém em concentracdes diferentes (Tabela 4.1). No meio SNH a
concentracdo de nitrato de célcio foi aproximadamente seis vezes superior que em SNS, e a
concentracdo de nitrato de potassio foi 2,5 vezes maior. Apesar das altas concentracGes de
nitratos em SNH, esse meio foi menos produtivo que SNS.
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Figura4.3— Producdo de conidios (x10" conidios coldnia®) in vitro de isolados de
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Beauveria bassiana [CG 458 (CV=19,82%), CG 481 (18,97%) e Unioeste 4
(CVv=23,81%)] em diferentes meios e concentracfes, apds 14 dias de
incubacdo; letras mindsculas comparam as concentragdes em um mesmo meio,
e mailsculas comparam 0s meios uma mesma concentracdao, pelo teste de
Tukey (p<0,05); *difere de BDA (batata, dextrose, agar), e °difere de MPE
(meio para Producéo de Beauveria spp), ambos pelo teste de Dunnett (p<0,05);
SNS e SNH: meios a base das solu¢Bes nutritivas de Sarruge e de Hewitt
modificadas, respectivamente.
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O nitrogénio é indispensavel para o desenvolvimento dos fungos, sendo
necessario para a sintese de componentes celulares importantes, como aminoacidos, acidos
nucléicos e quitina (GARRAWAY; EVANS, 1984), o que pode explicar 0 maior crescimento
vegetativo em SNH, porém, a privacdo desse elemento durante o cultivo é considerada um
indutor da producéo de conidios (KRASNIEWSKI et al., 2006) e assim, um maior tempo de
incubacdo, que possibilitasse a reducdo de N no meio de cultivo apds seu consumo pelo
crescimento vegetativo, induziria uma maior producao de conidios.

Um dos fatores que pode ter favorecido um melhor desempenho de SNS,
além da menor concentracdo de N disponivel, é a presenca de CaCl, na composicao desse
meio, ja que esta molécula é conhecida como um ativador da producédo de conidios de varios
fungos (VIDAL et al., 1998). Kondryatiev et al. (1971) comprovaram a exigéncia de ions
Ca"™ para B. bassiana (apud VIDAL et al., 1998). Apesar destas evidéncias, ¢ dificil afirmar
com precisdo o que favoreceu a produgdo de conidios, pois 0s microrganismos utilizam para
sua sobrevivéncia uma mistura equilibrada dos nutrientes e se um elemento essencial estiver
abaixo da quantidade necessaria, seu crescimento serd limitado, independentemente das
concentracOes de outros nutrientes (MUSTAFA; KAUR, 2009).

Comparados ao meio BDA, a producéo de conidios foi maior em SNS 50 e
100% para CG 458; em 10, 25, 50 e 100% para CG 481; e em 25, 50 e 100% para Unioeste 4.
No meio SNH foi superior apenas em 25 e 50% para CG 481. Para a maioria desses
tratamentos, o incremento da produgdo de conidios, em comparacdo ao BDA, foi superior a
50%. A maior diferenca foi para o isolado Unioeste 4, que produziu 774,90x10" conidios
colénia™ no meio SNS 25% e 218,60 x 10" em BDA. Quando comparados ao MPE, a
producdo foi maior em SNS 25, 50 e 100% para CG 458; e a 25% para Unioeste 4. No meio
SNH, a producéo foi superior apenas em 100% para CG 458. Altas producdes ocorreram,
principalmente, para CG 481 no meio SNS, com valores que chegaram a 776,85x10’ conidios
colénia™, entretanto ndo diferiram de MPE que também propiciou elevada produtividade para
esse isolado, com 702,20x10° conidios colénia®. J& para o meio SNH, em todas as
concentracOes, a producgédo foi menor que em MPE (Figura 4.3).

Foi observado no meio BDA que, apesar de ter apresentado &reas de
colbnias superiores a muitos tratamentos para os trés isolados, estas continham em sua
superficie uma massa micelial menos espessa que as col6nias de SNS, SNH e MPE. Isso
mostra que a area da coldnia é um indicativo do crescimento vegetativo, mas nem sempre
reflete o real desenvolvimento do fungo no que se refere a quantidade de micélio. Esse pode

ser um dos motivos pelo qual o crescimento vegetativo normalmente ndo esteja
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correlacionado com a producédo de conidios. Existem informacgdes de que o N é necessario
para o crescimento micelial (SMITH; GRULA, 1981) e ha uma tendéncia de maior producao
de conidios em meios ricos em C (ENGELKES et al., 1997).

O meio BDA é rico em C, pois além da adi¢do de 20g de dextrose (Tabela
4.1), a batata apresenta em sua composic¢ao carboidratos e amido, que somados correspondem
a 30% de sua composicdo. Ja as proteinas, que sdo fontes de N, representam menos de 3%
(QUADROS et al., 2009). Apesar do C ser fundamental na producdo de conidios, o
fornecimento de N no meio BDA néo foi suficiente para promover um efetivo crescimento
micelial, o que refletiu na menor producdo de conidios. Esses resultados revelam que €
necessario existir um equilibrio na disponibilidade desses elementos no meio de cultivo.

As observacgdes feitas em relacdo ao crescimento vegetativo mostram que,
além da area ocupada pela col6nia que, € um indicador normalmente utilizado na maioria dos
trabalhos, é necessario determinar a massa micelial. A utilizagdo destas duas variaveis, para
dimensionar o crescimento vegetativo, podera apresentar uma maior correlacdo com a

producéo de conidios, servindo como um indicador.

Meio a base de insetos (MAD)

Para o crescimento vegetativo e producdo de conidios, o melhor
desempenho dos trés isolados ocorreu, para a maioria dos tratamentos, aos 21 dias. As
diferencas entre 14 e 21 dias foram mais acentuadas para producdo, principalmente nas
maiores concentracdes de MAD. Assim como nos meios SNS e SHN, esses resultados
indicam respostas diferenciadas entre isolados, que mostraram preferéncias especificas por
um determinado meio e/ou concentracao.

O crescimento vegetativo para o isolado CG 458 foi maior em MAD a 10 e
20% aos 14 dias e a 10% aos 21 dias. Para CG 481 e Unioeste 4, ndo houve diferenca entre as
concentracfes de MAD nos dois tempos de avaliacdo. O meio MAD favoreceu o crescimento
vegetativo em comparacdo ao meio BDA, sendo superior em todos os tratamentos. Em
relacdo ao MPE, MAD foi superior em todas as concentragdes para os isolados CG 458 e CG
481, aos 14 e 21 dias, e para Unioeste 4 aos 14 dias. Apenas para esse isolado, aos 21 dias,

ndo houve diferenca entre MPE e MAD nas concentracdes de 2,5, 10 e 20% (Figura 4.4).



57

Figura 4.4 — Crescimento vegetativo in vitro de isolados de Beauveria bassiana [CG 458
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incubacdo; letras mindsculas comparam as concentragbes em um mesmo
tempo de incubacdo, e mailsculas comparam os tempos de incubacdo em
uma mesma concentracdo, pelo teste de Tukey (p<0,05); *difere de BDA
(batata, dextrose, agar), e °difere de MPE (meio para Producdo de Beauveria
spp), ambos pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Os insetos sdo ricos em proteinas (40 a 75%) (VERKERK et al., 2007) e
esta fonte de N pode ter favorecido o crescimento vegetativo em MAD, tanto em relagédo a
area da coldnia, quanto em relacdo a formacéo micelial, que foi visualmente mais espessa que
nos meios BDA e MPE. No inicio do desenvolvimento, B. bassiana o C € necessario para
promover a germinacao, ja o N propicia o crescimento das hifas (SMITH; GRULA, 1981).

Além de favorecer o crescimento vegetativo, 0 meio MAD proporcionou
maior producdo de conidios, principalmente no maior periodo de incubacdo. A producdo em
MAD aos 14 dias, para CG 458, ndo apresentou diferenca entre as concentragdes, e aos 21
dias foi superior em 2,5 e 5%. Para CG 481, as melhores concentragdes, aos 14 dias, foram 5,
10 e 20%, e aos 21 dias foi a de 20%. Para Unioeste 4, aos 14 dias, a producéo foi maior em
10%, e aos 21 dias foi maior em 20%. A maior diferenca entre os tempos de incubacédo foi
observada para o isolado CG 481 em MAD a 20%, que foi cerca de quatro vezes maior aos 21
dias (Figura 4.5). Na comparacdo com o meio BDA, a producdo em MAD aos 14 dias foi
superior apenas para CG 458 em 5% e Unioeste 4 em 10%. Aos 21 dias, a producdo em MAD
foi maior para a maioria dos tratamentos, exceto para CG 481 em 2,5% e Unioeste 4 em 5%,
que néo diferiram de BDA. Quando comparados ao meio MPE, a produ¢do em MAD aos 14
dias foi maior para CG 458 em 5 e 10%. Aos 21 dias, foi maior para CG 458 em todas as
concentragdes; para CG 481 em 10 e 20%; e para Unioeste 4 a 20% (Figura 4.5).

Alguns autores sugerem que 0s meios nutricionalmente pobres induzem
uma maior producdo de conidios (CAIXETA et al., 2008; DHINGRA; SINCLAIR 1995;
KAMP; BIDOCHKA, 2002). Entretanto, com as avalia¢cBes aos 14 e 21 dias, foi possivel
concluir que o tempo de incubacdo é fundamental para que o fungo manifeste seu potencial
produtivo nas diferentes condi¢des nutricionais, principalmente nos meios ricos, que nesse
caso foi associado as concentracfes mais elevadas de insetos em MAD. Um periodo de
incubagdo maior possibilitou ao fungo o melhor aproveitamento dos nutrientes, favorecendo
um amplo crescimento micelial. A reducdo dos nutrientes no meio, decorrente da utilizacao
pelo entomopatdgeno durante o seu crescimento vegetativo, pode ter criado uma condicdo de
estresse que induziu a producdo dos conidios para garantir a perpetuacdo da espécie. Esses
resultados revelam que ndo sdo os meios pobres que induzem a alta produgdo de conidios,
mas que esta é dependete de um bom crescimento vegetativo que é favorecido por meios mais
ricos, e esta intimamente relacionado a um maior tempo de incubacdo. Esta informacédo é
importante para o processo de producdo, em pequena e em larga escala, onde o tempo de
incubacéo vai depender do meio de cultivo que se utiliza.
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Figura4.5- Producdo de conidios (x10” conidios colénia™®) in vitro de isolados de
Beauveria bassiana [CG 458 (CV=17,71), CG 481 (CV=19,08) e Unioeste 4
(CVv=19,61)] no meio MAD (meio de Alphitobius diaperinus), em diferentes
concentragbes e tempos de incubacdo; letras minusculas comparam as
concentragcfes em um mesmo tempo de incubagdo, e maidsculas comparam 0s
tempos de incubagcdo em uma mesma concentracdo, pelo teste de Tukey
(p<0,05); *difere de BDA (batata, dextrose, agar), e °difere de MPE (meio para
Producdo de Beauveria spp), ambos pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Producéo de Conidios em Arroz

A adicdo de nutrientes na calda de cozimento do arroz ndo favoreceu a
producéo de conidios para CG 458 e Unioeste 4, que foi menor que a testemunha em MAD 5
e 10% para CG 458; e em MAD 10%, SNS 25 e 50%, SNH 25 e 50% para Unioeste 4. Para o
isolado CG 481, observou-se, em relacdo a testemunha, um incremento de 73% em SNH
25%, seguido de SNS 25% e SNH 50%, que ndo diferiram entre si. Nos cultivos em placa de
Petri, estas mesmas concentragdes de SNS e SNH também foram responsaveis por uma alta
producdo de conidios, mostrando a preferéncia desse isolado por esses nutrientes e
concentracdes. O isolado CG 481, que melhor respondeu ao cozimento do arroz em caldas
nutritivas, também foi 0 mais produtivo para a maioria dos tratamentos na comparacao entre

os isolados (Figura 4.6).

Figura 4.6 —Producdo de conidios de Beauveria bassiana em arroz cozido em calda com
insetos triturados e solugdes nutritivas, em diferentes concentracfes, apos 15
dias de incubacdo; letras mindsculas comparam 0s meios para um mesmo
isolado, e mailsculas comparam os isolados em um mesmo meio, pelo teste de
Tukey (p<0,05) (CV=11,78%); MAD (calda a base de Alphitobius diaperinus);
SNS e SNH (caldas a base das solugdes nutritivas de Sarruge e de Hewitt
modificadas, respectivamente).
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Os componentes nutricionais, bem como a quantidade de nutrientes
disponiveis tem efeito sobre o crescimento vegetativo, a producdo de conidios e a morfologia
dos fungos entomopatogénicos (KAMP; BIDOCHKA, 2002). A maior producdo de conidios
dos isolados CG 458 e Unioeste 4 no arroz cozido em agua, pode ter sido estimulada pela
menor disponibilidade de nutrientes, que devido ao esgotamento promoveu a producdo de
conidios. J& nos tratamentos em que o arroz foi cozido nas caldas nutritivas, foi observada
uma maior formacdo de micélio sobre os grdos, e provavelmente, ap6s um tempo maior de
incubagdo a producdo de conidios poderia ser mais elevada, assim como ocorreu no
experimento anterior, em que o tempo de incubacdo favoreceu a producdo de conidios em
MAD. No Brasil, os gréos de arroz tem sido o substrato mais utilizado para a producéo de
fungos entomopatogénicos em larga escala, principalmente devido ao baixo custo (ALVES;
PEREIRA, 1998; LEITE et al., 2003), e o cozimento do arroz na calda nutritiva SNH 25%
pode ser vantajoso devido ao aumento de 73% na produgao.

Viruléncia a Alphitobius diaperinus

Os meios de cultivo influenciaram na viruléncia do isolado Unioeste 4 a
adultos de A. diaperinus. Entre os tratamentos com fungo, foram constatadas diferencas
apenas entre 0s SNS 25% e BDA, com mortalidade aproximadamente 18% superior em SHS
25% (Figura 4.7). Esses tratamentos ndo diferiram dos demais, que apresentaram valores
intermediérios de mortalidade. As diferencas entre a mortalidade total e confirmada, para
todos os tratamentos, foram inferiores a 5%. O valor desta diferenca foi proximo ao
observado para a mortalidade total na testemunha, com 4,33%. Os valores de mortalidade
observados nesse trabalho, proximos a 50%, foram esperados devido a utilizagdo da CL50
pré-determinada para a praga (SANTORO et al., 2007).

A menor viruléncia pode ser decorrente da reducdo da velocidade de
germinacdo dos conidios (HASSAN; CHARNLEY, 1989; MUSTAFA; KAUR, 2009;
SAFAVI et al., 2007) e segundo Rangel et al. (2004), esta velocidade pode ser influenciada
pelas reservas enddgenas acumuladas nos conidios durante o cultivo. Nesse aspecto, a
germinacao de conidios de Metarhizium anisopliae (Metsch) produzidos sobre cadaveres de
insetos foi mais lenta que os produzidos em meio sintético rico em nutrientes (RANGEL et
al., 2004). E para B. bassiana, a viruléncia de conidios produzidos no hospedeiro foi menor
que a dos produzidos em arroz e em meio sintético (SANTORO et al., 2007). Os resultados

obtidos por Rodriguéz-Gomes et al. (2009) revelaram que conidios desta espécie, produzidos
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em SDA (sabouraund, dextrose, agar) foram mais virulentos do que os produzidos em meio

complexo com quitina, com exoesqueleto de insetos e sobre farelo de trigo.

Figura 4.7 — Mortalidade de Alphitobius diaperinus, por conidios de Beauveria bassiana
(isolado Unioeste 4) produzidos em diferentes meios, ao décimo dia apds a
aplicacdo; letras minusculas comparam o0s meios para a mortalidade total
(CVv=21,58%), e maidsculas comparam 0s meios para a mortalidade
confirmada (CV=22,52%), ambas pelo teste de Tukey (p<0,05); MAD (meio
de Alphitobius diaperinus a 10%); SNS e SNH (meios a base das soluctes
nutritivas de Sarruge e de Hewitt modificadas, a 25%, respectivamente); BDA
(batata, dextrose, agar) e MPE (meio para producdo de esporo de Beauveria

spp).
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A composicdo quimica dos conidios mostram que as diferencas mais
acentuadas entre os conidios produzidos em BDA e SNS 25% foram em relacdo aos teores de
K (> em BDA), Ca (> em SNS 25%), Cu (> em BDA), Zn (> em BDA), Fe (> em SNS 25%),
S (> em BDA), C (> em BDA) e relacdo C:N (> em BDA) (Tabela 4.2). Os elementos Ca, H,
C, N, O P, S, K, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu e Mb sdo considerados essenciais para 0
desenvolvimento dos fungos, entretanto os ions Fe, Cu, Zn, S, em baixos niveis, podem agir
como catalisadores do crescimento, porém, em excesso, tornam-se prejudiciais aos fungos
(LACAZ et al., 1970; SILVEIRA 1995). A analise de Pearson mostra que a viruléncia esta
positivamente correlacionada com a producdo dos conidios, entretanto é afetada

negativamente pelo aumento do teor de enxofre nos conidios.
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Shah et al. (2005) consideram que a relacdo C:N é um indicador de
viruléncia. Esses autores observaram que conidios com as menores relacdes C:N (4,05 a 5,15)
foram mais virulentos que os conidios com relacdo C:N de 6,35 a 6,84. Esta relacdo para 0s
conidios produzidos em SNS 25% (mais virulentos) foi de 4,45, enquanto que a relagdo C:N
para os conidios de BDA (menos virulentos) foi de 7,35. Apesar da semelhanga entre esses
resultados, a correlacdo entre viruléncia e relacdo C:N, pelo coeficiente de Pearson, ndo foi

significativa (Tabela 4.3).

Tolerancia a Temperatura

Apds o armazenamento a 30°C a viabilidade dos conidios reduziu com o
aumento do tempo de exposicdo, exceto para 0s provenientes do meio BDA, que ndo foram
afetados pela temperatura de 30°C durante os periodos de armazenagem avaliados. O meio de
cultivo onde os conidios foram produzidos ndo afetou a viabilidade inicial, com valores de
germinacdo acima de 94%. Os conidios produzidos no meio MAD 10% apresentaram reducéo
da viabilidade no 15° dia. Para os meios SNS 25%, SNH 25% e MPE a redugéo ocorreu a
partir no 10° dia. Ao 20° dia, a maior reducdo foi para os conidios produzidos no meio MAD
10%, com 11,02% de viabilidade, e a maior tolerancia foi para BDA, com 89,02% de conidios
viaveis (Figura 4.8).

Fisiologicamente, a termotolerdncia estd intimamente relacionada com o
acumulo enddgeno de trealose nos fungos (HALLSWORTH; MARGAN, 1995; SINGER,;
LINDQUIST; 1998). A trealose é um carboidrato e seu acumulo nos conidios pode ser
induzido pelo cultivo do fungo em condi¢bes limitadas de nutrientes (LENG et al., 2011).
Entretanto, outros constituintes do meio também parecem ter influéncia sobre a
termotolerdncia. A suplementacdo do meio de cultivo com O0leos, sais inorganicos,
carboidratos e sorbitol aumentaram a termotoleréncia dos conidios, entretanto reduziram a
producdo (KIM et al., 2010). Um meio contendo glicose ou amido, como fonte de carbono,
produziu conidios com maior termotolerancia que aqueles produzidos em meio com sacarose
(YING; FENG, 2006).
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Figura 4.8 — Viabilidade de conidios (germinacdo %) de Beauveria bassiana (isolado
Unioeste 4) produzidos em diferentes meios apds armazenagem a 30°C por
diferentes tempos (dias); letras minusculas comparam 0s tempos para um
mesmo meio, e mailsculas comparam 0s meios em um mesmo tempo, pelo
teste de Tukey (p<0,05) (CV=5,15%); MAD (meio de Alphitobius diaperinus);
SNS e SNH (meios a base das solucdes nutritivas de Sarruge e de Hewitt
modificadas, respectivamente); BDA (batata, dextrose, agar) e MPE (meio para
producdo de esporo de Beauveria spp).
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A maior termotolerancia dos conidios produzidos em meio BDA esta
fortemente correlacionada com o alto teor de carbono nos conidios, provavelmente devido a
presenca de amido e outros carboidratos proveniente da batata, alem da adicdo de dextrose
(Tabela 4.3), o que corrobora com os resultados obtidos por Ying e Feng (2006). Kim et al.
(2010) acreditam que a adigdo de carboidrato no meio favoregca o acimulo de trealose nas
células fangicas. Os conidios mais tolerantes, produzidos em meio BDA, foram o0s que
apresentaram maior acumulo de C e relagdo C:N, ao contrario dos conidios produzidos em
MAD, gue foram menos tolerantes, e continham em sua composi¢do 0os menores teores de C e
relacdo C:N.

Conidios que apresentem a caracteristica de termotolerancia tambem s&o
importantes durante o processo infeccioso, pois alguns insetos podem elevar a temperatura do
corpo acima da temperatura ambiente, em especial quando doentes, quer como parte de sua
resposta imune inata ou se aquecendo ao sol, um fenémeno denominado "febre
comportamental” (HEINRICH, 1995; ROY et al., 2006). O aumento da temperatura corporal
é uma maneira eficaz de afastar as infec¢Bes fungicas (CRECY et al., 2009), uma vez que a

dc
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maioria dos fungos utilizados no controle biolégico apresenta limite térmico para germinacao
e crescimento de 32 a 34°C (FARGUES et al., 1996; OUEDRAOGO et al., 1997).

Além das caracteristicas de alta viruléncia e tolerancia a radiacdo UV, que
estdo correlacionadas, o sucesso do controle bioldgico depende também da termotolerancia
dos conidios, principalmente em paises de clima tropical. Esta caracteristica pode ser
melhorada por meio da manipulacdo das condic¢Ges nutricionais de cultivo. O incremento da
termotolerancia pelo uso de meios de cultivos apropriados e o uso de formulacdes que
protejam o fungo das altas temperaturas sdo estratégias que devem ser associadas para

melhorar eficiéncia do fungo no campo.

Tolerancia a Radiacdo UV

O principal método utilizado para avaliar o efeito da radiacdo UV sobre os
fungos é a germinacdo apds a exposicdao (BRAGA et al., 2002; FARGUES et al., 1996;
MOORE et al., 1993; ZIMMERMANN, 1982). Entretanto, esse método pode mascarar 0s
resultados obtidos, pois segundo Nascimento et al. (2010), a exposic¢do a radiagdo provoca um
atraso na germinagdo dos conidios sobreviventes. Por este motivo, o método utilizado para
avaliar a viabilidade foi o teste de UFC, com contagem das coldnias ap6s cinco dias.

A viabilidade dos conidios provenientes dos diferentes meios de cultivo foi
reduzida com o aumento do tempo de exposicdo a radiacdo UV. Ndo houve diferenca entre a
viabilidade dos conidios antes da exposi¢do a radiacdo (tempo 0), com nimero de UFC
superior a 90. Apds 1,5 minutos, os conidios que apresentaram menor tolerancia foram os
provenientes do meio MAD 10%, que passou de 95,25 para 31,25 UFC. Os mais tolerantes
foram os provenientes dos meios MPE, SNH 25% e BDA, que nédo diferiram entre si, com
67,00, 60,75 e 56,75 UFC, respectivamente. Quando expostos a radiacdo UV por trés
minutos, os mais tolerantes foram os provenientes do meio SNS 25% e SNH 25%, que néo
diferiram entre si, com 21,00 e 12,25 UFC, respectivamente (Figura 4.9).

A eficiéncia de controle de pragas pelo uso dos fungos entomopatogénicos
depende, ndo s6 de fungbes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares, mas também das
condi¢cdes ambientais (FENG et al., 1994; KHACHATOURIANS et al., 2002). Durante a
aplicacdo, a principal preocupacéo é a luz solar, que causa inativacdo do fungo pela radiacédo
UV. Um dos fatores da inativacdo é a formacdo de dimeros de pirimidina ciclobutano no
DNA (CHELICO et al., 2005).
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Figura4.9- Unidades formadoras de colonias (UFC) de Beauveria bassiana (isolado
Unioeste 4) produzida em diferentes meios, apds exposicdo a radiacdo UV
por diferentes tempos; letras minGsculas comparam os tempos em um mesmo
meio, e maidusculas comparam 0s meios em um mesmo tempo, pelo teste de
Tukey (p<0,05) (CV=11,06%); MAD (meio de Alphitobius diaperinus); SNS
e SNH (meios a base das solugbes nutritivas de Sarruge e de Hewitt
modificadas, respectivamente); BDA (batata, dextrose, 4gar) e MPE (meio
para producdo de esporo de Beauveria spp).
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Caracteristicas fenotipicas de natureza quantitativa, como a toleréncia a
radiacdo UV, tem uma base genética complexa e geralmente sdo influenciadas pelo ambiente.
Assim, uma possibilidade interessante para aumentar a tolerancia a radiagcdo € a manipulacéo
das condicdes fisicas e/ou quimicas do meio de cultura para a producdo de conidios
(RANGEL et al., 2004), considerando que os nutrientes sdo substancias utilizadas na
biossintese e liberacdo de energia e estdo relacionados com a sobrevivéncia dos organismos
(SAFAVI et al., 2007).

Sdo poucas as referéncias sobre os efeitos das condi¢Bes nutricionais de
cultivo sobre a tolerancia de fungos a radiacdo UV. Um dos primeiros trabalhos foi realizado
por Rangel et al. (2004) para a espécie M. anisopliae, que apresentou maior viabilidade para
o0s conidios produzidos em BDA+ extrato de levedura, em comparacgéo aos produzidos sobre o
inseto hospedeiro. Neste trabalho, no tempo de exposicdo de 1,5 minutos foi possivel observar
gue os conidios produzidos no meio MAD 10%, constituido por insetos, também foram

menos tolerantes. Mais recentemente, Ottati-de-Lima et al. (2010) verificaram que na farinha
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de milho amarela foram obtidos conidios mais tolerantes a UV e mais virulentos. Estas
respostas corroboram as obtidas neste trabalho, em que o meio SNS 25% produziu o0s
conidios mais virulentos e mais tolerantes a radiacdo UV, em comparagdo com o meio BDA.
Na producdo comercial de fungos entomopatogénicos, além do baixo custo
e alta produtividade de propagulos, a eficiéncia do controle requer conhecimentos sobre a
biologia dos microrganismos, suas necessidades nutricionais e suas respostas aos fatores
fisicos (PIATKOWSKI; KRZYZEWSKA, 2007). Os resultados obtidos neste trabalho
mostram que um dos fatores que interfere na tolerancia do fungo a radiacdo UV é a condi¢édo
nutricional oferecida durante seu cultivo. Para incrementar a tolerancia, além da manipulacéo
nutricional do meio de cultivo, é necessario selecionar isolados mais tolerantes e utilizar

fotoprotetores nas formulacdes fangicas.

Composi¢do Quimica dos Conidios e Correlacdo com a Qualidade do Fungo

O método de analise quimica de tecido vegetal foi adequado para determinar
a composicdo quimica dos conidios de B. bassiana e possivelmente possa ser utilizado para
outras espécies de fungos entomopatogénicos. Apds uma vasta revisdo de literatura sobre a
composicao quimica de propagulos fungicos, possivelmente este seja o primeiro trabalho que
determinou os teores de 11 elementos quimicos de conidios de B. bassiana produzidos em
diferentes substratos. A maioria dos trabalhos avalia apenas a relagdo C:N dos conidios
(GAO; LIU, 2010; SAFAVI et al., 2007; SHAH et al., 2005).

A composicao quimica variou em funcao dos substratos (meios de cultivo
ou insetos) em que os conidios foram produzidos. Os provenientes de MAD 10%
apresentaram composi¢do quimica diferente dos conidios produzidos sobre os insetos da
mesma espécie. Os teores de N, P, K, S, C e relacdo C:N foram maiores nos conidios
produzidos in vivo. Ja os teores de Cu, Zn e Mn foram maiores nos conidios produzidos em
MAD 10%. Em comparacdo com 0s outros substratos, os conidios de MAD 10%

apresentaram o maior teor de Cu e os menores teores de K, C e relagcdo C:N (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 — Composi¢do quimica de conidios de Beauveria bassiana (isolado Unioeste 4) produzidos em diferentes meios de cultivos e em

insetos.
Origem dos conidios N* P K Ca Mg Cu Zn Mn Fe S C C:N
gkg” mg kg™ gkg” %
Meio de MAD 10% 6156 e 1431 b 200 d 003 b 084 cd 4255 396,05 b 12,10 b 17560 d 1,84 bc 2222 e 3,61
Cultivo SNS 25% 5691 f 11,88 c¢d 450 ¢ 0,15 b 0,78 d 10,50 29490 c¢ 10,00 ¢ 35980 b 1,27 d 2531 d 4,45
SNH 25% 8450 b 16,93 a 500 ¢ 1,12 a 169 a 5,55 308,45 ¢ 92,80 a 118750 a 2,07 abc 38,58 ab 4,57
BDA 53,78 g 10,84 d 850 b 0,09 b 1,10 b 1850 44330 a 9,20 ¢ 27640 ¢ 2,16 ab 3948 a 7,34
MPE 6854 d 1334 bc 900 b 014 b 094 c 5,10 110,70 d 6,25 d 5755 e 1,79 ¢ 31,43 ¢ 4,59
Inseto A. diaperinus 86,52 a 17,58 a 950 b 0,10 b 092 c¢ 28,40 290,25 ¢ 860 ¢ 18410 d 2,28 a 37,20 b 4,30
D. saccharalis 73,45 ¢ 1353 bc 1250 a 022 b 1,09 b 10,30 137,75 d 935 ¢ 65,80 e 1,28 d 37,71 b 5,13
CV (%) 0,50 4,99 519 35,07 3,71 5,27 3,93 3,41 4,42 6,64 1,86 2,29

'Médias (+ EP) seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); MAD (meio de Alphitobius diaperinus a 10%); SNS e
SNH (meios a base das solucBes nutritivas de Sarruge e de Hewitt modificadas, respectivamente, a 25%); BDA (batata, dextrose, agar) e MEP (meio para

producgdo de esporo de Beauveria spp).
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Os conidios produzidos sobre A. diaperinus e D. saccharalis, apresentaram
composicao muito diferente para a maioria dos elementos. Os teores de N, P, Cu, Zn, Fe e S,
foram maiores para os conidios de A. diaperinus, enquanto que os teores de K, Mg e a relagédo
C:N foram maior para os conidios produzidos em D. saccharalis. Os teores de Ca, Mn e C
ndo diferiram entre as espécies (Tabela 4.2).

Os conidios produzidos em SNH 25% apresentaram teores elevados de P,
Ca, Mg, Mn e Fe, que provavelmente sdo decorrentes da adicao de fosfato de sddio, nitrato de
calcio, sulfato de magnésio, sulfato de manganés, Fe EDTA, respectivamente. O fésforo é um
elemento indispensavel para a sintese de importantes componentes celulares (CARLILE;.
WATKINSON, 1994). Outro elemento com teor elevado foi o enxofre, provavelmente
decorrente da adicdo dos sulfatos de cobre, zinco, magnésio e manganés. O teor de enxofre
também foi elevado nos conidios produzidos em BDA e sobre o D. saccharalis. Comparando
apenas a composicdo dos conidios produzidos em meio de cultivo, os provenientes de SNH
25% também apresentaram um elevado teor de N, que pode ser devido a adicdo dos nitratos
de potassio e calcio.

Os meios BDA e MPE foram 0s que apresentaram a maior diferenca em
relacdo ao teor de Zn nos conidios, que foi aproximadamente quatro vezes maior para 0S
produzidos em BDA. Esse elemento também foi encontrado em quantidades elevadas nos
conidios do meio MAD 10%. O meio MPE deu origem a conidios com baixos teores de Cu,
Zn, Mn e Fe (Tabela 4.2).

A maior relacdo C:N foi observada para os conidios produzidos em BDA,
que foi cerca de duas vezes maior que a relacdo C:N dos conidios obtidos no meio MAD
10%. Os demais conidios apresentaram relacGes C:N intermediarias. A relacdo C:N de 7,34
para os conidios produzidos em BDA foi proxima a observada por Shah et al. (2005) para
conidios de M. anisopliae produzidos no mesmo meio, que foi de 7,1. Esses autores
verificaram uma correlacdo positiva entre a relacdo C:N do meio e enddgena dos conidios.
Esse mesmo comportamento também foi observado por Safavi et al. (2007) para conidios de
B. bassiana.

Pelo coeficiente de correlacdo de Pearson, a producdo de conidios
apresentou uma correlacdo positiva com a tolerancia dos conidios a radiacdo UV. Para o
isolado Unioeste 4 o meio SNS 25% proporcionou maior producdo de conidios, 0s quais
foram mais tolerantes a radiacdo. J& o meio BDA, no qual esse isolado foi pouco produtivo,
os conidios foram mais sensiveis. Ndo houve correlacdo entre a producéo de conidios e teores

de nenhum dos elementos enddgenos determinados nos conidios, entretanto, 0 meio de cultivo
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teve alta influéncia na producéo. Esses resultados mostram uma interacdo complexa entre 0s
nutrientes disponiveis no meio de cultivo e a producdo, que pode ter interferéncia de outros
fatores, como por exemplo, o periodo de incubacao (Tabela 4.3).

A toleréncia & radiacdo UV foi a mais influenciada pela composicdo
quimica dos conidios, com correlages positivas quanto aos teores de K, C, e relagdo C:N, a
qual foi considerada forte, mas com o P a correlacdo foi negativa. Os conidios produzidos em
BDA, que foram mais tolerantes a UV, apresentaram um dos maiores teores de K e C, a maior
relacdo C:N e menor teor de P, ao contrario dos conidios produzidos em MAD 10%, que
foram menos tolerantes, tiveram os menores teores de K, C e C:N, e a maior concentragdo de
fosforo.

O enxofre foi prejudicial a viruléncia, a tolerancia a radiacdo UV e
principalmente & producdo, com a qual houve uma correlagdo negativa e forte. Os conidios
com 0s menores teores de S foram produzidos sobre o meio SNS 25%, e esses estavam entre
0s mais tolerantes a radiacdo UV, apresentaram alta producdo e foram mais virulentos. J& os
produzidos em BDA, com maior teor de enxofre, estavam entre 0s menos virulentos,
tolerantes a UV e produtivos (Tabela 4.3).

Shah et al. (2005) associaram a alta viruléncia com a baixa relagdo C:N
(cerca de 5,2) endogena nos conidios Esses autores recomendaram que esta relagédo, associada
a taxa de germinacao e aos niveis de Prl, fosse utilizada como um indicador da qualidade dos
conidios para prever a viruléncia do inoculo. Porém, nos resultados obtidos no presente
trabalho, a correlagdo entre relagdo C:N e viruléncia ndo foi significativa, pois a viruléncia,
apesar de influenciada pelas condi¢des nutricionais do meio, pode ser dependente de uma
interacdo complexa entre os nutrientes disponiveis ou dos absorvidos pelos conidios.

As correlagdes positivas e fortes entre os elementos foram para N e P, N e
Ca, Ne Mn, P e Mn, Cae Mg, Cae Mn, Cae Fe, Mge Mn, Mg e Fe, Mn e Fe. E as
correlacdes negativas foram entre P e relacdo C:N, Cu e K, C e Cu. Estas correlagcdes podem

estar associadas a disponibilidade desses elementos no meio de cultivo (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 — Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as variaveis producdo de conidios (14 dias), tolerancia a radiagdo UV (3 mim. de
exposicdo), tolerancia a temperatura (20 dias de exposicdo), viruléncia (mortalidade confirmada) e teor enddgeno dos elementos
quimicos nos conidios de Beauveria bassiana.

Produgdo  Virul. Temp. uv N P K Ca Mg Cu Zn Mn Fe S C
Producéo - 0,6753** -0,1982™ 0,6177* -0,1878™ -0,2089™ -0,0801"™ -0,1602" -0,3965™ -0,3672"™ -0,4035™ -0,2316™ -0,1335™ -0,8362** -0,4319"™ -
Virul. - - -0,2627™ 0,4581™ 0,1892™ 0,2083™ -0,3123™ 0,2446™ 0,0227" -0,2504™ -0,1859™ 0,2269™ 0,2976™ -0,5158* -0,2482" .
Temp. - - - -0,4072"™ -0,4985™ -0,63236* 0,55879* -0,2103™ 0,0582"™ -0,0906™ 0,4888™ -0,2259™ -0,1139™ 0,4089™ 0,5981*
uv - - - - 0,1271™ 0,03608™ -0,2066™ 0,2255" -0,0543" -0,4419" -0,3128™ 0,1648™ 0,2660™ -0,6849** -0,2377" -
N - - - - - 0,91377** -0,0769™ 0,8894** 0,7998** -0,4178" -0,3858™ 0,8758** 0,7591** 0,3063™ 0,3445™
P - - - - - - -0,4078™ 0,7832** 0,6809** -0,0673"™ -0,1819™ 0,8213** 0,6943** 0,2752"™ 0,0747"
K - - - - - - - -0,0928™ 0,1010™ -0,6199* -0,3879™ -0,2007™ -0,2174™ 0,3019™ 0,6531**
Ca - - - - - - - - 0,9294** -0,4813™ -0,0782™ 0,9858** 0,9614** 0,3394™ 0,5353* -
Mg - - - - - - - - - -0,4148™ 0,0760™ 0,9312** 0,8936** 0,6371* 0,7529**
Cu - - - - - - - - - - 0,6148* -0,3465™ -0,3784™ 0,1021™ -0,5509* -
Zn - - - - - - - - - - - 0,0343™ 0,1391™ 0,3522™ 0,0919™
Mn - - - - - - - - - - - - 0,9724** 0,3827™ 0,4912™
Fe - - - - - - - - - - - - - 0,2868™ 0,5019™ -
S - - - - - - - - - - - - - - 0,7057**
C - - - - - - - - - - - - - - -
C:N - - - - - - - - - - - - - - -

* Correlagdes significativas a 1%; ** significativas a 5%;." ndo significativas;
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4.4 CONCLUSOES

Os meios de cultivo desenvolvidos neste trabalho, MAD 10%, SNS 25% e
SNH 25%, favorecem um aumento da produtividade de conidios, e esta caracteristica esta
intimamente relacionada com o perfil de cada isolado. Dos meios desenvolvidos, 0 SNS 25%
pode ser considerado um dos melhores, pois além da alta producéo de conidios induz a maior
tolerancia a radiagdo UV.

As condicfes nutricionais de cultivo influenciam a producéo de conidios, a
viruléncia e a tolerancia a radiacdo UV e temperatura. Os meios que favorecem alta producéo
de conidios ddo origem aos mais tolerantes a radiacdo UV e mais virulentos.

A tolerancia a temperatura é positivamente correlacionada com os teores de
K, C e principalmente com a relagdo C:N enddgena nos conidios. Entretanto elevados teores
de P sdo prejudiciais. O aumento do teor de enxofre nos conidios também influencia de
maneira negativa a producéo de conidios, a viruléncia e a tolerancia a radiacdao UV.

Os teores dos elementos quimicos enddgenos nos conidios sdo influenciados
pelo substrato em que o fungo é produzido e estdo correlacionados com a qualidade do

propéagulo produzido.
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5 ARTIGO B: EFEITO DE CULTIVOS SUCESSIVOS IN VITRO DE Beauveria
bassiana (BALS.) VUILL. NA QUALIDADE DOS CONIDIOS

Resumo

Os cultivos sucessivos in vitro podem afetar a qualidade e a estabilidade dos fungos
entomopatogénicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de cultivos sucessivos in
vitro de Beauveria bassiana em diferentes condi¢cBes nutricionais sobre crescimento
vegetativo, producdo de conidios, viruléncia e tolerancia a temperatura e a radiacdo UV.
Foram utilizados o meio BDA e um meio constituido de insetos (MAD). O fungo foi
inicialmente passado pelo hospedeiro, cultivado por 17 vezes nos diferentes meios, e
novamente passado pelo inseto. Os cultivos sucessivos e as condi¢des nutricionais do meio
afetaram a qualidade do fungo. A atenuagdo do crescimento vegetativo e da producgédo de
conidios foi menos acentuada apds os cultivos em MAD, que favoreceu a manutencdo destas
caracteristicas por um numero maior de cultivos. Esse meio favoreceu a manutencdo da
viruléncia apds 17 cultivos, enquanto que em BDA ocorreu reducdo. Os conidios produzidos
em BDA mantiveram a tolerdncia a temperatura inalterada apds os cultivos. B. bassiana foi
suscetivel a radiacdo UV, porém esta caracteristica ndo foi afetada pelos cultivos sucessivos
in vitro nos diferentes meios. A viruléncia, a producdo de conidios e a tolerancia a
temperatura, que foram atenuadas pelos cultivos in vitro, puderam ser restauradas apos a
passagem do fungo pelo hospedeiro.

Palavras-chave: Alphitobius diaperinus. Controle biolégico. Fatores abidticos. Fungos
entomopatogénicos. Passagem in vitro. Producédo de conidios. Radiacdo UV. Temperatura.

EFFECTS OF SUCCESSIVE SUBCULTURING OF Beauveria bassiana (BALS.)
VUILL. IN VITRO IN CONIDIAL QUALITY

Abstract

Successive subculturing in vitro can affect the entomopathogenic fungi quality and stability.
The aim of this study was to evaluate the effect of successive subculturing of B. bassiana in
vitro under different nutritional conditions on vegetative growth, conidial yield, virulence and
tolerance to temperature, and UV radiation. We used BDA and a medium made of insects
(MAD). The fungus was initially subcultured successively by 17 times in these media, and
subcultured again in the insect. Successive subculturing and nutritional conditions of the
media affected fungus quality/stability. The vegetative growth declined and conidial yield was
lower after subculture in MAD medium, which favored the maintenance of these
characteristics for many successive subcultures. This medium favored the maintenance of
virulence after 17 successive subcultures, while a reduction was observed in BDA. Conidia
produced in BDA maintained temperature tolerance unchanged after subcultures. B. bassiana
was sensible to UV radiation, but this characteristic was not affected by successive
subcultures in vitro in different media. The virulence, conidial yield and temperature
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tolerance, which declined during in vitro successive subcultures, could be restored after the
fungus subculture in the host.

Keywords: Abiotic factors. Alphitobius diaperinus. Biological control. Chemical Analysis.
Entomopathogenic fungi. In vitro passage. Conidial yield. UV radiation. Temperature.

5.1 INTRODUCAO

Os fungos foram os primeiros patdgenos utilizados no controle microbiano
(ALVES, 1998) e sdo promissores devido a capacidade de supressdo das populaces de
insetos e &caros. Tem um amplo espectro de hospedeiros, possibilidade de cultivo in vitro e de
formulacdo (LEITE et al.,, 2003). Na producdo massal, a manutencdo das caracteristicas
produtivas e da viruléncia sdo essenciais para assegurar a qualidade do fungo e sua eficiéncia
no campo. A producdo em meio solido, liquido e biféasico, descritos por Leite et al. (2003),
iniciam-se com a multiplicacdo dos conidios em meio BDA. Esses conidios sdo
posteriormente utilizados para a producdo de matrizes sélidas ou liquidas. Nesse processo, 0s
cultivos sucessivos in vitro podem afetar a qualidade do propagulo produzido.

Na Coldémbia, producdo de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. em arroz é
feita pelos agricultores, e para se restabelecer a viruléncia ap6s varios cultivos é recomendado
que o fungo seja periodicamente revigorado pela passagem no inseto alvo (ALVES et al.,
2008). A reducdo da viruléncia de Metarhizium anisopliae (Metsch) a Tenebrio molitor
(Linnaeus) (Coleoptera: Tenebrionidae) e reducdo da producdo da enzima Prl foram
observadas ap0s cultivos sucessivos em meio SDA (sabouraund, dextrose, agar) (SHAH et al.,
2007). Quesada-Moraga e Vey (2003) acreditam que a reducdo ou incremento da viruléncia
pode estar relacionado a fatores nutricionais no cultivo. Esses autores observaram que
conidios de B. bassiana apresentaram reducdo na viruléncia a Dociostaurus maroccanus
(Thunberg) (Orthoptera: Acrididae) apds dois cultivos em meio SDA, e incremento apds dois
cultivos em meio MA (malte, agar) ou apds duas passagens pelo hospedeiro. Ao adicionar
insetos mortos no meio SDA, houve um aumento da viruléncia de B. bassiana a
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) e esta caracteristica se manteve apds
15 cultivos nesse meio (GARCIA et al., 2001).

Para isolados de Paecilomyces fumosoroseus (Wise), a viruléncia a
Diuraphis noxia (Mordvilko) (Hemiptera: Aphididae) e Plutella xylostella (Linnaeus)

(Lepidoptera: Plutellidae) ndo foi afetada ap6s 30 cultivos consecutivos em meio SDY
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(sabouraund, dextrose, extrato de levedura). Entretanto, para alguns dos isolados foi
observada reducdo na producdo e viabilidade dos conidios (VANDENBERG; CANTONE,
2004). Nao foram observadas alteracbes morfologicas nos conidios de B. bassiana e nem
reducdo de viruléncia a Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae; = Bemisia
argentifolii Bellows e Perring) ap6s 15 passagens sucessivas em SDY, concluindo que o
isolado apresenta caracteristicas estaveis para a producdo massal (BROWNBRIDGE et al.,
2001).

Os resultados divergentes obtidos nos estudos sobre as caracteristicas dos
fungos entomopatogénicos apds cultivos sucessivos podem estar relacionados as variacdes
inter e intraespecificas, ao uso de culturas monosporicas ou multiespéricas e ao cultivo em
diferentes condi¢des nutricionais, pois 0s eventos que levam a atenuacédo da viruléncia podem
ser aleatorios (mutacao) ou estdo relacionados as condigdes de cultivo (BROWNBRIDGE et
al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de cultivos sucessivos in vitro
de B. bassiana no meio BDA e em meio constituido de insetos (MAD), sobre o crescimento

vegetativo, a producdo de conidios, a viruléncia e a tolerdncia a temperatura e a radiacdo UV.

5.2 MATERIAL E METODOS

Meios de Cultivo

As passagens sucessivas do fungo foram realizadas em meio BDA (batata,
dextrose, agar) e MAD, meio constituido por adultos de Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae) adultos, que foram coletados em aviarios em Londrina, PR. Os
insetos foram mortos por congelamento, desinfetados com solugdo de hipoclorito de sédio a
2%, lavados em &gua destilada e triturados em liquidificador com agua destilada, na
concentracdo 10% (p/v). O pH dos meios foi corrigido para 7 com solucdo de NaOH (1N),
solidificados com &gar (20g I™"), esterilizados em autoclave por 30 min. e vertidos em placas
de Petri (5,2 cm @) esterilizadas.

Multiplicacdo do Indculo de B. bassiana e Cultivos Sucessivos in vitro

Utilizou-se o isolado Unioeste 4 multiespdrico de B. bassiana, virulento a A.
diaperinus (ROHDE et al., 2006; SANTORO et al., 2008), que estd armazenado na Colecéo
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de Entomopatdgenos do Laboratdério de Controle Microbiano da Universidade Estadual de
Londrina. A multiplicacdo inicial dos conidios se deu em placas com meio para a producéo de
esporo de Beauveria spp. (MPE) (ALVES et al., 1998), que foram incubadas em camara
climatizada (25+£1°C e fotofase de 12 h) por 10 dias. Os conidios produzidos sobre 0 meio
foram inoculados em adultos de A. diaperinus previamente desinfetados com solucdo de
hipoclorito de sédio a 2% e lavados em &gua destilada. A inoculacdo se deu por submersédo
dos insetos em uma suspensdo com 1,0x10’ conidios mlI™ por 15 s. Ap6s a morte, 0s insetos
foram novamente desinfetados e acondicionados em cdmara umida (25+£1°C) por 5 dias.

O fungo produzido sobre os insetos mortos (1°-inseto) foi multiplicado nos
meios BDA e MAD, como descrito anteriormente, dando origem aos conidios de primeiro
cultivo 1°(1). Esses foram novamente multiplicados nos respectivos meios, dando origem aos
de 2° cultivo, e assim sucessivamente até o 17° cultivo. Esses conidios (17°) foram
novamente inoculados em A. diaperinus. Ap6s a morte, o fungo produzido sobre esses insetos
(2°-inseto) foi multiplicado nos meios de origem, produzindo novamente conidios de primeiro
cultivo 1°(2).

A cada cultivo, os conidios produzidos in vivo e in vitro foram recolhidos
em tubos esterilizados e armazenados a -6°C. Devido ao tempo gasto para se obter todos 0s
cultivos (aproximadamente 200 dias), foi necessario padronizar a idade dos conidios para
eliminar alguma interferéncia decorrente do tempo de armazenagem. Para isso, 0s conidios
armazenados a -6°C, produzidos em 1°-inseto, 3°, 7°, 11°, 16°, e 2°-inseto, foram novamente
multiplicados em seus respectivos meios (BDA ou MAD), dando origem aos conidios de
1°(1), 4°, 8°, 12°, 17° e 1°(2) cultivo, respectivamente. Para cada um desses cultivos foram

feitas 25 placas de cada meio, que foram utilizadas nos bioensaios.

Crescimento Vegetativo e Producgdo de Conidios

O meio utilizado para avaliar o crescimento vegetativo e producdo de
conidios foi o MPE vertido em placas de Petri (9 cm @). O fungo foi repicado em um ponto
central da placa com uma al¢a de platina pontiaguda, a fim de se obter apenas uma colénia.
As placas foram incubadas em cdmara climatizada (25+1°C e fotofase de 12 h) por 10 dias. O
crescimento vegetativo foi determinado pelo calculo da area da col6nia, feito com a média de
dois didmetros opostos. Das mesmas coldnias avaliou-se a produgdo de conidios, que foram
removidos do meio com o auxilio de uma espatula e recolhidos em um tubo. Os conidios

foram suspensos em solucdo aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v) e submetidos a agitagdo em
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vortex por 30 segundos. Apos as diluicBes necessarias, os conidios foram quantificados em
camara de Neubauer. Considerou-se como producdo o nimero total de conidios da colonia. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (2x6) (meios de

origem do conidios % cultivos), com quatro repeti¢oes.
Producéo de Conidios em Arroz

Em 1L de agua destilada em ponto de ebulicdo foram adicionadas 500g de
arroz parboilizado, que foi cozido por trés minutos no aparelho microondas em poténcia
méaxima. O tempo de cozimento foi suficiente para que os graos atingissem uma consisténcia
“emborrachada”. A agua ndo absorvida pelo arroz foi escoada em peneira e 65 g do arroz
foram colocadas em garrafas de vidro (500ml). Estas foram tampadas com papel toalha que
foi preso ao gargalo por um elastico e esterilizadas em autoclave por 30 minutos. Ap6s o
resfriamento em temperatura ambiente, cada garrafa foi inoculada com 1,5 ml de uma
suspensdo com 1,0x10° conidios ml™. As garrafas foram incubadas camara climatizada
(25£1°C e fotdfase de 12 h) por 15 dias. Para avaliar a producdo de conidios, foram
adicionados 300 ml de uma solucdo aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v) em cada garrafa.
Estas foram submetidas a agitacdo manual por trés minutos e apds as diluicdes necessarias, 0S
conidios foram quantificados em camara de Neubauer. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial (2x6) (meios de origem do conidios x cultivos),

com cinco repetigdes.
Viruléncia a Alphitobius diaperinus

Em placa de acrilico (6 cm @) foram colocados 50 insetos adultos de A.
diaperinus. Esses foram pulverizados (pulverizador Airbrush acoplado a um
compressor/aspirador Fanem-DiaPump) com 0,5 ml de uma suspensdo de 8x10° conidios ml°
! que corresponde a CLs do isolado Unioeste 4, estimada para a praga por esse método
(SANTORO et al., 2007). A testemunha foi pulverizada com solugéo aquosa de Tween 20 a
0,005 % (v/v), utilizada como veiculo da suspensdo do fungo. Os insetos foram alimentados
com racdo de milho esterilizada e mantidos em cdmara climatizada (25+1°C e fotdéfase de 12
h). A avaliacéo foi realizada ao 10° dia, quando os insetos mortos foram acondicionados em
camara Uumida climatizada (25+1°C) por mais cinco dias, para confirmar a mortalidade pelo

patogeno. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
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(2x6)+1 (meios de origem do conidios x cultivos) + testemunha, com seis repeticdes de 50

insetos.

Tolerancia a Radiagdo UV

Sobre a superficie do meio MPE foi espalhado, com alca de Drigalski, 0,1
ml de uma suspensdo com 1x10° conidios ml™. As placas sem tampa foram colocadas em
camara de fluxo laminar, sob lampada germicida (253,7 nm, Philips TUV, baixa pressao
30W) a uma distancia de 52 cm. Apds o periodo de exposi¢do a radiacdo UV por um minuto,
as placas foram fechadas com as tampas e transferidas para camara climatizada (25+1°C e
fotofase de 12 h). O ndmero de colbnias formadas foi avaliado apds cinco dias. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (2x6) (meios de

origem do conidios x cultivos) com quatro repeticGes.

Tolerancia a Temperatura

Os conidios provenientes dos cultivos sucessivos foram armazenados em
tubos de ensaio esterilizados e acondicionados em camara climatizada a 30°C por 0 e 15 dias,
no escuro. A tolerancia dos conidios a temperatura foi avaliada por UFC, como descrito no
experimento anterior. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema

fatorial (2x6) (meios de origem dos conidios x cultivo), com cinco repeticGes.

Andlises Estatisticas

Os dados dos tratamentos com delineamento inteiramente casualizado e
inteiramente casualizado em esquema fatorial, foram submetidos a anélise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). A comparacdo entre as médias do

fatorial com a testemunha foi feita pelo teste Dunnett (p<0,05).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento Vegetativo e Producdo de Conidios

O crescimento vegetativo foi afetado pelos cultivos sucessivos em diferentes
meios. Para os conidios provenientes de BDA, ndo houve diferenca do 1°(1) ao 17° cultivo.
Apds a segunda passagem do fungo pelo hospedeiro, no cultivo 1°(2), o crescimento
vegetativo ndo diferiu de 1°(1), no entanto foi superior aos demais. Para os conidios
produzidos em MAD nédo houve redugdo do 1°(1) ao 4° cultivo. No 8° 12° e 17° houve
reducdo quando comparados ao 1°(1). Também, houve recuperagdo do crescimento vegetativo
no cultivo 1°(2) para os conidios produzidos em MAD. Na comparacdo entre 0s meios,
apenas no 12° cultivo houve diferenca, com maior crescimento para os conidios provenientes
de BDA (Figura 5.1).

E comum a reducdo do crescimento vegetativo dos fungos
entomopatogénicos apds 0s cultivos sucessivos in vitro. Alguns isolados de Paecilomyces
fumosoroseus (Wise) apresentaram reducdo na producdo de micélio em meio liquido e de
conidios em meio sélido ap6s 30 cultivos em meio SDA (VANDENBERG; CATONE, 2004).
Para Verticillium lecanii (Zimmerman) foram observadas altera¢cdes morfoldgicas e reducéo
do crescimento apos 98 cultivos in vitro (HALL, 1980).

A maioria dos estudos sobre o efeito de cultivos sucessivos in vitro tem
avaliado apenas a viruléncia do patdégeno ao hospedeiro (BARBOSA et al., 1985;
BROWNBRIDGE et al., 2001; IGNOFFO et al., 1982; SHAH et al., 2007). Porém, 0 sucesso
do controle biologico pelos fungos entomopatogénicos é dependente de varios fatores, entre
eles capacidade de produzir altas concentra¢fes de propagulos infectivos in vitro. Segundo
Alves e Pereira (1998), para que os fungos sejam eficientes, independentemente da densidade
populacional dos insetos, é necessario que exista um elevado potencial de indculo na area, o
gue se consegue por meio de aplica¢cbes inundativas no campo. Por esse motivo, o estudo dos

efeitos de cultivos sucessivos in vitro na produgéo de conidios € de fundamental importancia.
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Figura 5.1 — Crescimento vegetativo (cm?) in vitro de Beauveria bassiana proveniente de
cultivos sucessivos em BDA (batata, dextrose, agar) e MAD (meio de
Alphitobius diaperinus), apés 10 dias de incubagdo; letras mindsculas
comparam 0s cultivos em um mesmo meio, e mailsculas comparam 0s meios
em um mesmo cultivo, pelo teste de Tukey (p<0,05) (CV=11,01%); (1)
primeiro cultivo em meio ap6s a passagem pelo hospedeiro; (2) primeiro
cultivo em meio, apds 17 passagens em meios e uma passagem pelo
hospedeiro.
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Apesar de ndo haver diferenca no crescimento vegetativo para os conidios
provenientes de BDA do 1°(1) ao 17° cultivo, a producdo de conidios apresentou uma
acentuada reducdo no 4° cultivo, que se manteve baixa até o 17°. Houve uma recuperacao
apos a segunda passagem do fungo pelo hospedeiro no cultivo 1°(2) em BDA. Para os
conidios de MAD ocorreu redugdo no 8° cultivo quando comparado ao 1°(1). Esta reducéo foi
mais acentuada no 12° e 17° cultivos, que ndo diferiram entre si. A passagem do fungo pelo
hospedeiro restabeleceu a capacidade produtiva de conidios em 1°(2), que ndo diferiu de
1°(1). Nao houve diferenca entre BDA e MAD apenas no 1°(1) e 1°(2) cultivo. Nos demais, a
producéo foi superior em MAD (Figura 5.2).

Os processos de producao em meio sélido, liquido e bifasico, descritos por
Leite et al. (2003), normalmente iniciam-se com a multiplicacdo dos conidios em meio BDA,
0s quais sdo posteriormente utilizados para a producdo de matrizes sélidas ou liquidas. Por
esse motivo é importante saber qual o impacto dos cultivos sucessivos em diferentes

condic@es nutricionais, principalmente em meios comumente utilizados como é o BDA.
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Observou-se que o efeito de cultivos sucessivos in vitro em relacdo ao
crescimento vegetativo e, principalmente, a producdo de conidios, foi extremamente
dependente das condi¢des nutricionais do meio. O meio composto por insetos triturados foi
mais propicio para a manutencdo das caracteristicas reprodutivas de B. bassiana,

possivelmente por se tratar de uma espécie entomopatogénica.

Figura5.2— Producdo de conidios (x10” conidios col6nia™) in vitro de Beauveria bassiana
proveniente de cultivos sucessivos em BDA (batata, dextrose, agar) e MAD
(meio de Alphitobius diaperinus), apos 10 dias de incubacdo; letras minusculas
comparam os cultivos no mesmo meio, e mailsculas comparam 0s meios em
um mesmo cultivo, pelo teste de Tukey (p<0,05) (CV=19,30); (1) primeiro
cultivo em meio apds a passagem pelo hospedeiro; (2) primeiro cultivo em
meio, ap0s 17 passagens em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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Muitos trabalhos abordaram o efeito de diferentes meios de cultivo sobre a
producdo de conidios (ABRAHAM et al., 2003; DAMIR, 2006; FARGUERS et al., 2002;
WENZEL et al., 2006). Entretanto, os resultados obtidos neste trabalhno mostram que as
condigdes nutricionais ndo afetam o desenvolvimento do fungo apenas no cultivo atual, mas
podem influenciar nos cultivos subsequentes. Apds os cultivos sucessivos, a condicdo
nutricional para avaliar o crescimento vegetativo e a produgdo para 0s conidios provenientes
de diferentes meios (BDA e MAD) foi a mesma (MPE), o que comprova que os efeitos do
numero de cultivos in vitro e das condicdes onde eles ocorreram sdo consequéncias de

caracteristicas enddgenas aos conidios.
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O meio MAD, constituido por insetos triturados, favoreceu a manutencéo
das caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento e reproducdo do fungo apés um maior
namero de cultivos, e a reducdo da producdo de conidios foi menos acentuada que em meio
BDA. Além disso, a passagem do fungo pelo hospedeiro fez com que se restabelecessem estas
caracteristicas para os conidios provenientes dos dois meios. Essa informacdo é importante
para o processo de producdo em larga escala, pois caso 0s conidios que ddo origem as
matrizes ndo sejam produzidos em meios que preservem as caracteristicas produtivas, é

fundamental realizar a passagem periddica do fungo pelo hospedeiro.

Producéo de Conidios em Arroz

A produgdo de conidios em arroz foi reduzida quando se utilizaram conidios
provenientes de cultivos sucessivos in vitro. Para os conidios oriundos de BDA, ndo houve
reducdo entre os de 1°(1), 4° e 8° cultivo. Para os de 12° e 17°, a produc¢éo foi menor quando
comparados a 1°(1). Apos a segunda passagem do fungo pelo inseto, no cultivo 1°(2), houve
recuperacdo da producéo, que ndo diferiu de 1°(1) (Figura 5.3).

Para MAD, ndo houve diferenga quando se utilizaram conidios de 1°(1), 4°
e 8° cultivo. Houve reducéo para os de 12°, quando comparados ao 1°(1) e 4°, e para o 17°
qguando comparado ao 4° cultivo. Para os oriundos de 1°(2) ocorreu um incremento da
producdo, que foi superior a observada para 12°. A redu¢do maxima da producgéo de conidios
em arroz, decorrente dos cultivos sucessivos, foi de aproximadamente quatro vezes para
BDA, e de duas vezes em MAD. Na comparacao entre 0s meios, a producdo para os de MAD
foi sempre superior, chegando a ser trés vezes maior no 12° e 17° cultivo (Figura 5.3). Os
efeitos dos cultivos sucessivos em BDA e MAD foram menos pronunciados na producdo em
arroz, em comparacao a producao em MPE nas placas de Petri.

A capacidade de crescer e produzir conidios in vitro para espécies como B.
bassiana e M. anisopliae € uma das principais vantagens de para o desenvolvimento
comercial de produtos a base de fungos (BIDOCHKA et al., 2001). No Brasil, os substratos
solidos, em especial grdos de arroz, sdo os mais utilizados para a producdo de fungos
entomopatogénicos em larga escala, principalmente devido ao baixo custo (ALVES;
PEREIRA 1998, LEITE et al., 2003). Porém, os componentes nutricionais, bem como a
guantidade de nutrientes disponiveis, podem ter um profundo efeito sobre o crescimento da
cultura, producéo de conidios e da viruléncia desses microrganismos (KAMP; BIDOCHKA
2002).
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Figura 5.3 — Producdo de conidios de Beauveria bassiana em arroz cozido, inoculado com
conidios provenientes de cultivos sucessivos em BDA (batata, dextrose, agar) e
MAD (meio de Alphitobius diaperinus), apds 15 dias de incubacdo; letras
mindsculas comparam o0s cultivos em um mesmo meio, e maiusculas
comparam 0S meios em um mesmo cultivo, pelo teste de Tukey (p<0,05)
(CV=29,04%); (1) primeiro cultivo em meio apds a passagem pelo hospedeiro;
(2) primeiro cultivo em meio, ap6s 17 passagens em meios € uma passagem
pelo hospedeiro.
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A viabilidade da utilizacdo de fungos como agentes de controle bioldgico é
dependente de varios condicionantes biologicos, incluindo a capacidade de produzir altas
concentracdes de propagulos a um custo razoavel (JARONSKI, 1986; LATGE et al., 1986). E
a estabilidade da capacidade produtiva é uma caracteristica desejavel para o desenvolvimento
de produtos comerciais a base de fungos (VANDENBERG; CATONE 2004). Independente
do meio onde ocorreram 0s cultivos sucessivos verificou-se que a capacidade produtiva é
restaurada apos a passagem do fungo pelo hospedeiro. Na producdo em larga escala, o
controle de qualidade que avalie periodicamente a quantidade de propagulos produzidos é
uma ferramenta que possibilita identificar a necessidade de se realizar a passagem do fungo

pelo hospedeiro.
Viruléncia a Alphitobius diaperinus

As condi¢gdes nutricionais durante o0s cultivos sucessivos afetaram

significativamente a viruléncia de B. bassiana a A. diaperinus. Butt e Copping (2000)
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ressaltam que é necessario identificar as condigdes de cultivo que retenham a viruléncia, sem
aumentar os custos de producdo. No entanto, pouco progresso tem sido feito nesta area, em
parte porque 0s mecanismos de atenuacao da viruléncia nao foram elucidados.

As mortalidades, total e confirmada, nos tratamentos com fungo foram
superiores as testemunhas. As diferencas entre os valores da mortalidade total e da
confirmada, foram proximas ao valor da testemunha, que foi de 7,33%. Os cultivos sucessivos
em BDA reduziram a viruléncia do fungo para os conidios de 4° cultivo na mortalidade total e
de 8° cultivo na confirmada. N&o houve diferencas do 4° ao 17° cultivo, com redugdo maxima
préxima a 50%. Contudo, ap6s a segunda passagem do fungo pelo hospedeiro, os conidios

produzidos em 1°(2) tiveram a viruléncia restaurada, e nao diferiram de 1°(1) (Figura 5.4).

Figura 5.4 — Mortalidade de Alphitobius diaperinus por Beauveria bassiana proveniente de
cultivos sucessivos em BDA (batata, dextrose, agar) e MAD (meio de
Alphitobius diaperinus); letras mindsculas comparam os cultivos em um
mesmo meio, e maiusculas comparam os meios em um mesmo cultivo, pelo
teste de Tukey (p<0,05), para mortalidade total (CV=18,52%) e confirmada
(CV=22,89%). As mortalidades nas testemunhas, total (7,33%) e confirmada
(0%), diferem dos demais tratamentos pelo teste de Dunnett (p<0,05); (1)
primeiro cultivo em meio ap6s a passagem pelo hospedeiro; (2) primeiro
cultivo em meio, apds 17 passagens em meios e uma passagem pelo

hospedeiro.
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A atenuacdo da viruléncia pode estar relacionada a capacidade de

germinacdo e adesdo de conidios a cuticula (ADAMES et al., 2010), que séo caracteristicas
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indicadoras de viruléncia (INGLIS et al., 2001). Neste sentido Shah et al. (2005) mostraram
que conidios com maior relacdo C:N tinham germinacdo mais lenta e foram menos virulentos.
Assim, o meio BDA, rico em carbono devido a presenca de dextrose, amido e outros
carboidratos presentes na batata, pode ter favorecido a reducdo mais acentuada da viruléncia
apos os cultivos sucessivos.

As mortalidades total e confirmada ndo foram reduzidas ap0s os cultivos
sucessivos em meio MAD, e a passagem do fungo pelo hospedeiro ndo favoreceu o
incremento da viruléncia. Na comparagdo entre os meios, as mortalidades total e confirmada
foram superiores quando se utilizaram conidios produzidos em meio MAD, exceto para 1°(2)
em que ndo diferiu de BDA (Figura 5.4). A manutencdo da viruléncia apés os cultivos
sucessivos em MAD pode estar relacionada aos aspectos nutricionais do meio. Hussain et al.
(2010) acreditam que o hospedeiro prové ao fungo uma nutri¢cdo adequada para a producgéo de
conidios mais virulentos. Alguns trabalhos mostram que meios contendo cuticula de insetos
podem induzir a producéo da enzima Prl (CAMPOS et al., 2005; GUPTA et al., 1992; ITO et
al.,2007; TIAGO et al., 2002). Esta enzima é uma protease que degrada a cuticula do
hospedeiro e € um determinante de viruléncia (SHAH et al., 2005).

O uso de meios naturais complexos pode evitar a selecdo de mutantes
nutricionais menos patogénicos, comuns quando se utilizam meios artificiais (MARSHALL,
1915 apud PEREIRA; EIRA (1999). Segundo Alves et al. (1998), sdo denominados meios
complexos aqueles com composicdo mal definida, como arroz, trigo e outros, e meios
sintéticos aqueles que tem uma composicdo quimica bem determinada. Neste sentido, 0s
meios BDA e MAD podem ser considerados complexos, ou parcialmente complexo no caso
de BDA, devido a adicdo de dextrose. Entretanto, os resultados de viruléncia obtidos neste
trabalho mostram que a relagdo entre os cultivos sucessivos e a nutri¢do do fungo é complexa,
possivelmente porque a patogenicidade de fungos ndo é determinada por um Unico fator, mas
depende de uma interacdo coordenada entre muitos fatores (SHAH et al., 2005).

A passagem do fungo pelo hospedeiro é comumente relatada como uma
maneira de se recuperar a viruléncia que foi atenuada apds os cultivos sucessivos in vitro
(BROWNBRIDGE et al., 2001; GUEDES FRAZZON et al., 2000; HAYDEN et al., 1992;
HUSSAIN et al.,, 2010; VANDENBERG; CANTONE, 2004). O meio de cultivo € um
ambiente de reproducdo menos restritivo que o hospedeiro, permitindo a multiplicacdo de
mais variantes genéticas do fungo, inclusive as menos virulentas ou as avirulentas. J& a
passagem pelo inseto pode reduzir esta diversidade genética, eliminando as variantes nao

patogénicas. 1sso mostra 0 impacto que o hospedeiro exerce na evolucédo da populacdo de um
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patogeno (SCULLY; BIDOCHKA, 2006). Este pode ser o motivo pelo qual ocorreu a
recuperacdo da viruléncia ap6s a passagem pelo inseto para os conidios provenientes de
cultivos sucessivos em BDA, ja que neste trabalho ndo se utilizou fungo em cultivo
monosporico. A manutencdo da viruléncia em MAD sugere que as condigdes nutricionais
desse meio favorecam a multiplicacdo dos conidios responsaveis por uma maior viruléncia,
ou que inibam a multiplicacdo dos menos viruléntos, atuando como um filtro.

Feng et al. (1994) acreditam que para B. bassiana as alteracbes na
viruléncia, decorrentes de cultivos sucessivos, sejam conseqiiéncia de mudancas geneticas
devido a um ciclo parassexual relatado por Paccola-Meirelles e Azevedo (1991), e que podem
ser minimizadas pela passagem rotineira do isolado pelo hospedeiro ou pela utilizagdo de
isolamentos monospédricos. Contudo, apos a selecdo de um isolado de fungo para o controle
de uma determinada praga, é imprescindivel verificar rotineiramente se as caracteristicas de
viruléncia e esporulacdo foram preservadas durante o processo de produgdo em larga escala,

onde o patdgeno é cultivado por varios ciclos sucessivos em meio de cultivo.

Tolerancia a Temperatura

A eficacia dos fungos entomopatogénicos no campo € extremamente
dependente das condi¢es ambientais (ZIMMERMANN, 1982), sendo a temperatura uma das
mais importantes, pois afeta 0 metabolismo dos fungos, alterando os processos de producéo
de enzimas, toxinas, germinacdo dos esporos, desenvolvimento do tubo germinativo,
penetracao, colonizagéo e reproducdo (ALVES; LECUONA, 1998). Com base na revisdo de
literatura realizada, este pode ser o primeiro trabalho que avalia o efeito de cultivos sucessivos
em diferentes condic¢@es nutricionais em relagéo a termotoleréncia de B. bassiana.

Para os conidios ndo expostos a 30°C, a interacdo entre meios e cultivos
sucessivos, assim como a comparacdo entre os cultivos, ndo foi significativa. Apos a
exposicdo a 30°C por 15 dias, os conidios provenientes do meio BDA nédo foram afetados pela
temperatura, com namero médio de UFC igual a 71,33, que foi proximo ao dos conidios ndo
expostos (72,76). A termotolerancia desses conidios ndo foi afetada pelos cultivos sucessivos
(Figura 5.5).

Para o fungo oriundo dos cultivos sucessivos em MAD houve manuten¢do
da tolerancia até o 8° cultivo. No 12° houve redugdo das UFC, que foi mais acentuada no 17°
cultivo. Ap6s a segunda passagem do fungo pelo hospedeiro, houve recuperacao da tolerancia

para os conidios do cultivo 1°(2), que ndo diferiu de 1°(1). Na comparacao entre 0s meios, ndo
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houve diferenca entre BDA e MAD no 1°0 4° 8° e 1°@ cultivo. Para os conidios
provenientes do 12° e 17° cultivo, a tolerancia foi maior para os conidios de obtidos em BDA
(Figura 5.5).

Figura 5.5 - Unidades formadoras de col6nias (UFC) de Beauveria bassiana, com conidios
provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (batata, dextrose, agar) e
MAD (meio de Alphitobius diaperinus), ndo expostos e expostos a 30°C por 15
dias. Interagdo ndo significativa para os conidios ndo expostos; e para 0S
expostos a 30°C, as letras minusculas comparam os cultivos em um mesmo
meio, e as maiusculas comparam 0s meios em um mesmo cultivo, pelo teste de
Tukey (p<0,05) (CV=14,73%); (1) primeiro cultivo em meio apos a passagem
pelo hospedeiro; (2) primeiro cultivo em meio, apds 17 passagens em meios e
uma passagem pelo hospedeiro.
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Um dos fatores que conferem maior termotolerancia aos fungos é o acimulo
enddgeno de trealose nos conidios (HALLSWORTH; MARGAN, 1995; SINGER;
LINDQUIST 1998), que é favorecido pela adi¢do de carboidrato no meio de cultivo (KIM et
al., 2010). Isso pode explicar a maior tolerancia dos conidios provenientes de BDA, que € um
meio rico em C, pois além da adicdo de 20g I* de dextrose, a batata apresenta em sua
composic¢do carboidratos e amido, que somados correspondem a 30% de sua composicao. J&
as proteinas, que sao fontes de N, representam menos de 3 % (QUADROS et al., 2009), ao

1°(2)
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contrario de MAD, que é constituido basicamente de insetos, 0s quais sdo altamente ricos em
proteinas (40 a 75%) (VERKERK et al., 2007).

Esses resultados mostram que os conidios produzidos em BDA, além se
serem mais tolerantes a temperatura elevada (30°C), apresentam manutencdo desta
caracteristica apds varios cultivos in vitro. E para as condi¢fes nutricionais de cultivo que ndo
favorecam esta manutencdo, como ocorreu em MAD, a caracteristica de termotolerancia pode

ser restaurada apos a passagem do fungo pelo hospedeiro.

Tolerancia a Radiagdo UV

Assim como para a caracteristica de termotolerancia, este pode ser o
primeiro estudo que avalia o efeito de cultivos sucessivos em diferentes condicOes
nutricionais sobre a tolerdncia do fungo a radiacdo UV. Entre os fatores abioticos, esta
radiacdo é considerada o mais prejudicial para os fungos entomopatogénicos (BRAGA et al.,
2001a; CAGAN; SVERCEL, 2001). Isso ocorre porque a exposicdo a radiacdo pode causar
danos as macromoléculas celulares, como o DNA, as proteinas, as biomembranas, 0 RNA e
os ribossomos (ENGELBERG et al., 1994;. GRIFFITHS et al., 1998).

O principal método utilizado para avaliar o efeito da radiacdo UV sobre os
fungos € a germinacdo apos a exposicdo (BRAGA et al., 2001b; FARGUES et al., 1996;
HUNT et al., 1994; MOORE et al., 1993; ZIMMERMANN, 1982). Contudo, pode ocorrer um
atraso na germinacdo dos conidios sobreviventes (NASCIMENTO et al., 2010) e por esse
motivo utilizou-se neste experimento o teste de UFC, que foi avaliado ao quinto dia.

O efeito dos meios e dos cultivos sucessivos, assim como da interacdo entre
esses fatores, ndo foi significativo para a tolerancia do fungo a radiagdo UV, tanto para os
conidios nao expostos (0 min.), como para 0s expostos (1 min.). Apos a exposicao, a reducao
na viabilidade, expressa em UFC, foi de aproximadamente 50% (Figura 5.6). Estes resultados
mostram a sensibilidade do fungo a radiacdo, o que pode comprometer sua eficiéncia no
campo. A tolerancia dos fungos & radiacdo solar é uma caracteristica quantitativa e complexa
que envolve tanto os mecanismos de defesa, que impedem ou reduzem a ocorréncia de danos
aos componentes intracelulares, bem como varios sistemas que repararam os danos causados
pela radiacdo durante a recuperacdo celular (CHELICO et al., 2006). Contudo, Yao et al.
(2010) concluiram que, mesmo para os isolados mais tolerantes de B. bassiana e M.
anisopliae, os conidios ndo sobreviveriam a um dia de exposi¢do a luz solar. Por esse motivo

sdo necessarias medidas de protecdo para a redugdo dos danos, que podem ser obtidas pela



94

utilizacdo de fotoprotetores nas formulagdes (EDGINGTON et al., 2000; INGLIS et al., 1995;
REDDY et al., 2008).

Figura 5.6 — Unidades formadoras de colénias (UFC) de Beauveria bassiana, com conidios
provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (batata, dextrose, agar) e
MAD (meio de Alphitobius diaperinus), apds exposicao a radiagdo ultravioleta
por um minuto. Interacdo entre cultivos sucessivos e 0s meios ndo significativa
pelo teste de Tukey (p<0,05); CV: 18,37 e 26,36% para ndo expostos e
expostos a radiacdo UV, respectivamente; (1) primeiro cultivo em meio apés a
passagem pelo hospedeiro; (2) primeiro cultivo em meio, apds 17 passagens
em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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5.4 CONCLUSOES

Os cultivos sucessivos in vitro e as condi¢des nutricionais do meio afetam o
crescimento vegetativo, a producdo de conidios, a viruléncia e a tolerancia a temperatura de B.
bassiana.

A atenuacdo do crescimento vegetativo e da producao de conidios (em MPE
e arroz) é menos acentuada para os conidios provenientes de cultivos sucessivos em MAD.
Esse meio favorece a manutengdo destas caracteristicas por um nimero maior de cultivos, e
mesmo quando ocorre a reducao, ela ¢ menos acentuada que em meio BDA.

O meio MAD, constituido de insetos triturados, favorece a manutencdo da
viruléncia apds 17° cultivos sucessivos in vitro, enquanto que em meio BDA ocorre reducéo

desta caracteristica.
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Os conidios produzidos em BDA, mesmo apos 17 cultivos in vitro, mantém
a tolerancia a temperatura inalterada; ja os produzidos em MAD sofrem reducao apds alguns
cultivos.

Os conidios de B. bassiana sdo suscetiveis a radiacdo UV, porém esta
caracteristica ndo ¢ afetada pelos cultivos sucessivos nos diferentes meios.

Ap0s os cultivos sucessivos, as caracteristicas de viruléncia, producdo de
conidios e tolerancia a temperatura, que sdo atenuadas, podem ser restauradas apds a

passagem do fungo pelo hospedeiro.
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6 ARTIGO C: EFEITO DE PASSAGENS SUCESSIVAS DE BEAUVERIA BASSIANA
(BALS.) VUILL. PELO HOSPEDEIRO NA QUALIDADE DOS CONIDIOS

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de passagens sucessivas de Beauveria bassiana
por Alphitobius diaperinus em relacdo ao crescimento o vegetativo, a producao de conidios, a
viruléncia, a tolerdncia a temperatura e a radiacdo UV. Foram utilizados trés isolados
inicialmente multiplicados em meio de cultivo e passados por 15 vezes pelos insetos. Os
conidios provenientes dos insetos mortos, correspondendo a 1?2, 5% 102 e 152 passagem foram
multiplicados em meio de cultivo para serem usados nos bioensaios. As passagens do fungo
pelo hospedeiro afetaram a qualidade dos conidios, que variou entre os isolados. Houve
reducdo do crescimento vegetativo para Unioeste 4 e Unioeste 40. E reducdo da producéo de
conidios em meio de cultivo para Unioeste 4, na 5% passagem em comparacao a 12, e Unioeste
40 na 152 O isolado CG 152 ndo foi afetado pelas passagens. Na producdo em arroz, as
passagens pelo hospedeiro proporcionaram um aumento do nimero de conidios para os trés
isolados. Para Unioeste 4 e Unioeste 40, a viruléncia foi maxima para os conidios de 152
passagem, e para CG 152 houve um aumento a partir da 5% que se manteve constante até a
158 Esses aumentos foram superiores a 100% em relacdo a 12 passagem. A tolerancia dos
conidios a radiacdo UV foi reduzida com o aumento do nimero de passagens, entretanto a
tolerdncia a temperatura aumentou. A qualidade de B. bassiana, em relacdo a producao de
conidios em arroz, viruléncia e tolerancia a temperatura, é favorecida pelas passagens do
fungo pelo hospedeiro, e pode melhorar a eficiéncia do controle bioldgico no campo, desde
gue sejam encontradas maneiras de proteger os conidios dos efeitos da radiacdo UV.

Palavras-chave: Alphitobius diaperinus. Controle biol6gico. Fatores abidticos. Fungos
entomopatogénicos. Passagens in vivo. Producdo de conidios. Radiacdo UV. Temperatura.

EFFECT OF SUCCESSIVE SUBCULTURING OF Beauveria bassiana (BALS.)
VUILL. IN THE HOST IN CONIDIAL QUALITY

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of successive subculturing of Beauveria
bassiana in Alphitobius diaperinus on vegetative growth, conidial yield, virulence, and on
temperature and UV radiation tolerance. Three isolates were used, and were initially
multiplied in culture medium and subcultured 15 times in the insect. Spores from cadavers, of
the 1st, 5th, 10th and 15th subcultures were inoculated in the medium to produced conidia for
bioassays. The fungus successive subcultures in the host affected the conidia quality, that
varied among isolates. There was a reduction in vegetative growth for Unioeste 4 and
Unioeste 40. At the 5th subculture in the medium there was a reduction in conidial production
for Unioeste 4, when compared to the 1% subculture, and the same was observed for Unioeste
40 at the 15" subculture. The isolate CG 152 was not affected by successive subcultures. For
conidial production in rice, after successive subcultures in the insect an increase in conidia
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yield was observed for the three isolates. For Unioeste 4 and Unioeste 40, conidia from the
15th subculture were the most virulent, and for CG 152 the virulence increase began after the
5" subculture, and remained constant until the 15th These increases were greater than 100%
compared to the 1* subculture. Conidial tolerance to UV radiation was reduced by increasing
the number of successive subcultures, however, the temperature tolerance increased. The
quality of B. bassiana, in relation to conidial production on rice, virulence and temperature
tolerance, was favored by the successive subcultures of the fungus in the host, and can be
used to improve biological control efficiency in the field.

Keywords: Alphitobius diaperinus. Controle bioldgico. Fatores abioticos. Fungos
entomopatogénicos. Passagem in vivo. Conidial Yield. UV Radiation. Temperature.

6.1 INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos apresentam grande variabilidade genética e
com técnicas apropriadas é possivel selecionar isolados altamente virulentos, especificos ou
ndo, com caracteristicas adequadas para o controle de pragas de maneira eficiente (ALVES,
1998). A espécie Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) é uma
importante praga em aviarios, para a qual sdo apresentados registros de ocorréncia natural de
fungos entomopatogénicos (ALVES et al., 2004; ALVES et al., 2005; STEINKRAUS et al.,
1991). Porém, estudos de selecdo de isolados mostram que esse inseto apresenta alta
resisténcia aos fungos, principalmente na fase adulta, onde grande parte dos isolados ndo séo
patogénicos ou apresentam baixa viruléncia.

Entre 30 isolados de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Santoro et al. (2008)
verificaram que apenas quatro foram responsaveis por mortalidade confirmada corrigida entre
40 e 67%, e o restante apresentou mortalidade inferior a 3%. Resultados semelhantes foram
observados por Rohde et al. (2006) para isolados de B. bassiana e de Metarhizium anisopliae
(Metsch), contudo, uma concentracdo maior de conidios possibilitou niveis de mortalidade
mais elevados para alguns isolados e maior suscetibilidade para larvas. Steinkraus et al.
(1991) tambem observaram que as larvas de A. diaperinus sdo mais suscetiveis a B. bassiana
e que ha um incremento na viruléncia apés a passagem do fungo pelo hospedeiro. Esses
resultados contrastam com a facilidade de se selecionar isolados virulentos para outras
espécies como Aphis gossypii (Glover) (Homoptera: Aphididae) e Myzus persicae (Sulzer)
(Homoptera: Aphididae) (LOUREIRO; MOINO JUNIOR, 2006), Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) (NEVES; HIROSE, 2005), Oligonychus yothersi
(McGregor) (Acari: Tetranychidae) (OLIVEIRA et al., 2004), Bemisia tabaci (Gennadius)
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(Hemiptera: Aleyrodidae; = Bemisia argentifolii Bellows e Perring) biétipo B (WRAIGHT et
al., 1998).

A manutencdo da viabilidade do patdégeno € importante no controle
microbiano, devendo-se manusea-lo adequadamente para manter sua viruléncia ou melhora-la
por meio de métodos genéticos, fisicos, quimicos ou processos bioldgicos, e dentre esses se
recomenda a passagem sucessiva em insetos alvo (ALVES; PEREIRA, 1998; AZEVEDO,
1998; SERAFINI et al., 2001). A utilizacdo desta técnica pode ser uma das alternativas para
se conseguir isolados mais virulentos a A. diaperinus. A eficacia dos fungos
entomopatogénicos no campo também depende das condi¢des ambientais (ZIMMERMANN,
1982). Entretanto, a quase totalidade dos estudos sobre o efeito da passagem do fungo pelo
hospedeiro limita-se a avaliar caracteristicas relacionadas a viruléncia, em detrimento dos
efeitos sobre a resposta do fungo a fatores abidticos, como radiacdo UV e temperatura, que
podem comprometer a eficiéncia do controle bioldgico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de passagens sucessivas de B.
bassiana por A. diaperinus, sobre o crescimento vegetativo, a producdo de conidios, a

viruléncia e a tolerancia a temperatura e a radiacdo UV.

6.2 MATERIAL E METODOS

Passagens Sucessivas do Fungo pelo Hospedeiro

Foram utilizados os isolados de B. bassiana CG 152, Unioeste 4 e Unioeste
40, que fazem parte do Banco de Entomopatogenos do Laboratério de Controle Microbiano
da Universidade Estadual de Londrina. Eles foram selecionados para o controle de A.
diaperinus e apresentam alta similaridade genética; contudo, foram observadas diferengas
entre eles quanto ao desenvolvimento in vitro e viruléncia (SANTORO et al., 2008). Os
conidios dos isolados foram multiplicados em placas de Petri com meio para a producdo de
esporo de Beauveria spp. (MPE) (ALVES, 1998). As placas foram incubadas em camara
climatizada (25+1°C e fotofase de 12 h), por 10 dias. Os insetos utilizados, adultos de A.
diaperinus, foram coletados em aviario localizado no municipio Londrina, PR.

Os conidios produzidos em MPE foram removidos do meio, € uma
guantidade de 50 mg foi inoculada, por polvilhamento, sobre 100 adultos de A. diaperinus,
previamente desinfetados com solucdo de hipoclorito de sddio a 2% e lavados com &gua

destilada. Ao quinto dia ap6s a inoculacédo, os insetos mortos foram novamente desinfetados e
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acondicionados em camara Umida climatizada (25+1°C) por cinco a oito dias, para o
desenvolvimento do fungo sobre os insetos. Apos a plena esporulagdo do fungo sobre os
insetos, 10 deles foram utilizados para inocular um novo grupo de 100 insetos. O restante dos
insetos mortos, com conidios de 12 passagem, foram armazenados em tubos esterilizados a -
6°C, para posterior utilizacdo.

No segundo dia apos a inoculacdo do segundo grupo de 100 insetos, 0s
insetos mortos, que serviram de fonte de indculo, foram retirados do recipiente, onde
permaneceram apenas 0s insetos vivos. Esses, apds a morte e exteriorizagdo do patdgeno,
foram também utilizados como fonte de indculo para um novo grupo de 100 insetos e assim
sucessivamente até a 152 passagem do fungo pelo hospedeiro. Todo o procedimento, para
cada isolado, foi feito em duplicata, ou seja, dois grupos de 100 insetos por inoculacao.

Os conidios produzidos sobre o corpo dos insetos, que estavam
armazenados a -6°C, correspondendo a 12 52 102 e 152 passagem do fungo pelo hospedeiro,
foram multiplicados em MPE. Apos 10 dias de incubacdo em camara climatizada (25£1°C e
fotofase de 12 h), os conidios produzidos sobre 0 meio foram removidos com uma espatula,
acondicionados em tubos esterilizados e armazenados a -6°C para serem utilizados nos
bioensaios. O meio MPE também foi utilizado para avaliar o crescimento vegetativo,

producéo de conidios e tolerancia a temperatura e a radiacédo UV.

Crescimento Vegetativo e Produgdo de Conidios

Em placa placas de Petri (9 cm @) com meio de cultivo, o fungo foi
repicado em um ponto central com uma al¢a de platina pontiaguda, a fim de se obter apenas
uma col6énia. As placas foram incubadas em cdmara climatizada (25+1°C e fot6fase de 12 h),
por 10 dias. O crescimento vegetativo foi determinado pelo célculo da éarea da colbnia, feito
com a média de dois didametros opostos. Das mesmas colbnias avaliou-se a producdo de
conidios, que foram removidos do meio com o auxilio de uma espatula e recolhidos em um
tubo. Os conidios foram suspensos em solu¢do aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v) e
submetidos a agitacdo em vortex por 30 segundos. Apos as diluicbes necessarias, 0s conidios
foram quantificados em camara de Neubauer. Considerou-se como producdo o numero total
de conidios da colénia. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em

esquema fatorial (4x3) (passagens do fungo pelo inseto x isolados), com cinco repeticoes.
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Producéo de Conidios em Arroz

Em 1L de agua destilada, em ponto de ebulicdo, foi adicionado 500g de
arroz parboilizado, que foi cozido por trés minutos no aparelho microondas, em poténcia
maxima. O tempo de cozimento foi suficiente para que 0s grdos atingissem uma consisténcia
“emborrachada”. A agua nédo absorvida pelo arroz foi escoada em peneira e 65g do arroz foi
colocado em garrafas de vidro (500ml). As garrafas foram tampadas com papel toalha que foi
preso ao gargalo por um eléstico e esterilizadas em autoclave por 30 minutos. Apos o
resfriamento em temperatura ambiente, cada garrafa foi inoculada com 1,5 ml de uma
suspensdo com 1,0x10° conidios ml™. As garrafas foram incubadas camara climatizada
(25x1°C e fotdfase de 12 h) por 15 dias.

Para avaliar a producdo de conidios, foi adicionado300 ml de uma solucéo
aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v) em cada garrafa. Estas foram submetidas a agitacdo
manual por trés minutos e, apos as dilui¢cbes necessarias, 0s conidios foram quantificados em
camara de Neubauer. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema

fatorial (4x3) (passagens do fungo pelo inseto x isolados), com cinco repeticoes.

Viruléncia a Alphitobius diaperinus

Em placa de acrilico (6 cm &) foram colocados 50 insetos adultos que foram
pulverizados (pulverizador Airbrush acoplado a um compressor/aspirador Fanem-DiaPump)
com 0,5 ml de uma suspensdo de 1x10° conidios mlI™. A testemunha foi pulverizada com
solucdo aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v), utilizada como veiculo da suspensédo do fungo.
Os insetos foram alimentados com ragdo de milho esterilizada e mantidos em cémara
climatizada (25£1°C, fot6fase 12 h). A avaliacdo foi realizada ao 10° dia, quando os insetos
mortos foram acondicionados em camara umida climatizada por mais cinco dias, para
confirmar a mortalidade pelo fungo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial (4x3)+1 (passagens do fungo pelo inseto x isolados) +

testemunha, com cinco repeticdes de 50 insetos.
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Tolerancia a Radiacdo UV

A avaliacdo da tolerancia dos conidios a radiacdo UV foi feita pelo teste de
unidades formadoras de colénias (UFC), pois a exposi¢do dos conidios a radiagdo UV pode
atrasar a germinacdo (NASCIMENTO et al., 2010).

Sobre a superficie do meio MPE foi espalhado, com alca de Drigalski, 0,1
ml de uma suspensdo com 1x10° conidios ml™. As placas sem tampa foram colocadas em
camara de fluxo laminar, sob lampada germicida (253,7 nm, Philips TUV, baixa pressao
30W) a uma distancia de 52 cm. Apds o periodo de exposi¢do a radiacdo UV por um minuto,
as placas foram fechadas com as tampas e transferidas para camara climatizada (25+1°C e
fotofase de 12 h). O ndmero de colbnias formadas foi avaliado apds cinco dias. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (4x3)

(passagens do fungo pelo inseto x isolados), com cinco repeticdes.

Tolerancia a Temperatura

Os conidios, provenientes dos cultivos referentes as passagens sucessivas do
fungo pelo hospedeiro, foram armazenados em tubos de ensaio esterilizados e acondicionados
em camara climatizada a 30°C por 0 e 15 dias, no escuro. A viabilidade dos conidios foi
avaliada pelo teste de germinacdo, no qual 0,1 ml da suspenséo com 1x10’ conidios ml™* foi
espalhada, com alca de Drigalski, sobre a superficie do meio. As placas foram acondicionadas
em camara climatizada (25£1°C, fotofase 12 h) e, apds 20 h, aproximadamente 200 conidios,
subdivididos em dois campos da placa, foram observados em microscépio Optico para
quantificar o percentual de germinagdo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial (4x3) (passagens do fungo pelo inseto X isolados), com

cinco repeticoes.

Andlises Estatisticas

Os dados dos tratamentos com delineamento inteiramente casualizado e
inteiramente casualizado em esquema fatorial foram submetidos a analise de variancia, e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). A comparagdo entre as medias do
fatorial com cada testemunha, foi feita pelo teste Dunnett (p<0,05).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados apresentam similaridade genética acima de 85%, a qual esta
associada viruléncia a A. diaperinus (SANTORO et al., 2008). Mesmo sendo considerada
baixa, a variabilidade genética entre eles pode ter sido responsavel pelas diferentes respostas
decorrentes das passagens sucessivas do fungo pelo hospedeiro, em relacdo a todas variaveis

avaliadas neste trabalho.

Crescimento Vegetativo e Producgdo de Conidios

A estabilidade da capacidade de produzir conidios é uma caracteristica
importante para o0 desenvolvimento de produtos comerciais a base de fungos
entomopatogénicos (VANDENBERG; CATONE 2004). Porém, os cultivos sucessivos in
vitro e in vivo podem alterar caracteristicas fenotipicas, como o crescimento vegetativo e a
producdo de conidios (CRECY et al., 2009; SCULLY; BIDOCHKA, 2005, VANDENBERG,;
CATONE, 2004).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram uma interagdo significativa
entre as passagens do fungo pelo hospedeiro e os isolados. Houve redugdo do crescimento
vegetativo em meio MPE para o isolado Unioeste 4 proveniente da 5% 10?% e 152 passagem,
que ndo diferiram entre si. Para Unioeste 40 houve reducdo na 15% passagem quando
comparada a 102 E para CG 152 ndo houve alteracdo desta caracteristica. Na comparacao
entre os isolados na 12 passagem, 0 crescimento vegetativo foi maior para Unioeste 4 e
Unioeste 40. Na 52 e 102 foi maior em Unioeste 40; e na 15% passagem ndo houve diferenca
entre os isolados (Figura 6.1).

A producdo de conidios foi pouco influenciada pelas passagens do fungo
pelo hospedeiro. Para Unioeste 4, a producdo foi maior para conidios de 12 passagem, quando
comparados aos de 5% no entanto, ndo diferiu da 102 e 152 Para o isolado Unioeste 40 houve
reducdo apenas para os conidios de 152 passagem, que foi superior a 50% quando comparada
as demais. Para CG 152, a produgdo, assim como o crescimento vegetativo, ndao foi alterada.
Na comparacdo entre os isolados, as producdes de Unioeste 4 e Unioeste 40 nao diferiram
entre si e foram superior a de CG 152 na 1?2 passagem. Na 5% e 10 o mais produtivo foi o

Unioeste 40; e na 152 passagem ndo houve diferenca entre os isolados (Figura 6.2).
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Figura 6.1 — Crescimento vegetativo (cm?) in vitro de Beauveria bassiana, provenientes de
passagens sucessivas por Alphitobius diaperinus, apos dez dias de incubacéo;
letras mindsculas comparam as passagens para um mesmo isolado, e
mailsculas comparam o0s isolados em uma mesma passagem, pelo teste de
Tukey (p<0,05) (CV=9,50%).
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O efeito dos cultivos sucessivos in vitro e in vivo, em relacdo a producéo de
conidios, é altamente dependente de caracteristicas intraespecificas dos isolados. Vandenberg
e Catone (2004) constataram reducdo na producdo de conidios do isolado 4461 de
Paecilomyces fumosoroseus (Wise) apds 5 e 10 passagens por Diuraphis noxia (Kurdjumov)
(Homoptera: Aphidoidea), porém ndo observaram diferencas apds 30 cultivos in vitro ou 15
passagens por Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae). Para o isolado 4481
ndo houve diferenca apds os cultivos in vitro e in vivo. A producdo de conidios foi reduzida

para o isolado 4491, ap6s 30 passagens in vitro, e aumentou na 152 passagem por D. noxia.
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Figura 6.2 — Produgdo de conidios (x10" conidios colénia®) in vitro de Beauveria bassiana,
provenientes de passagens sucessivas por Alphitobius diaperinus, apés dez dias de
incubacdo; letras mindsculas comparam as passagens para um mesmo isolado, e
mailsculas comparam os isolados em uma mesma passagem, pelo teste de Tukey
(p<0,05) (CV=19,61%).
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As reducdes no crescimento vegetativo e na producdo de biomassa em meio
BDA foram constatadas para Aspergillus flavus (Link) apds varias passagens do fungo por
Galleria mellonella (Linnaeus) (Lepidoptera: Pyralidae). A reducdo destas caracteristicas
representa uma diminui¢do na capacidade do fungo em crescer como saprofita no meio de
cultivo, que é decorrente da passagem forcada pelo hospedeiro (SCULLY; BIDOCHKA,
2005). Com excegdo do isolado CG 152, que apresentou estabilidade do crescimento
vegetativo e producdo de conidios, o hospedeiro pode ter exercido uma pressdo de selecdo
sobre os isolados de Unioeste 4 e Unioeste 40 de B. bassiana. Possivelmente, 0 maior nimero
de passagens do fungo pelo hospedeiro iria favorecer melhor adaptacdo dos isolados aos
nutrientes contidos no inseto, reduzindo sua capacidade de se desenvolver como saproéfita nos

meios de cultivo.

Producéo de Conidios em Arroz

A viabilidade de se utilizar fungos como agente de controle bioldgico de
pragas depende de numerosas restricbes bioldgicas, incluindo a habilidade de produzir altas
concentracdes de propagulos infectivos e estaveis a um custo razoavel (JARONSKI, 1986;

LATGE et al., 1986). No Brasil, os substratos s6lidos, em especial grios de arroz, sio os mais
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utilizados para a producdo de fungos entomopatogénicos em larga escala, principalmente
devido ao baixo custo (ALVES; PEREIRA 1998; LEITE et al., 2003). Por esse motivo, €
fundamental conhecer o efeito de passagens sucessivas do fungo pelo hospedeiro em relacdo a
producéo de conidios em arroz.

A producéo de conidios em arroz ndo seguiu a mesma tendéncia observada
para o cultivo em MPE. Os componentes nutricionais, bem como a quantidade de nutrientes
disponiveis podem ter um profundo efeito sobre o crescimento da cultura, producdo de
conidios e na morfologia dos fungos entomopatogénicos (KAMP; BIDOCHKA, 2002). Esses
efeitos podem variar entre isolados de uma mesma espécie (BARBOSA et al., 2002; DAMIR,
2006; LOUREIRO et al., 2005; MONTEIRO et al., 2004), e sdo extremamente dificil de
serem explicados, pois existe uma relacdo complexa entre o isolado e meio de cultivo, que sdo
compostos de um grande namero de nutrientes em diferentes concentragdes.

Possivelmente, algum nutriente, ou a combinacdo de varios existentes no
arroz, possibilitou um aumento da producdo de conidios apds as passagens sucessivas do
fungo pelo hospedeiro. Para o isolado Unioeste 4, a producdo aumentou em aproximadamente
duas vezes ap6s a 10? passagem e nado diferiu na 152 Para Unioeste 40 houve um incremento
na 10? passagem, e foi maior na 15% representando um aumento de aproximadamente trés
vezes em relacdo a 12 Em CG 152 o aumento foi gradativo, com diferenca apenas entre a 12 e
152 passagem, na qual a producao foi cerca de 1,5 vezes maior (Figura 6.3).

Na comparacdo entre os isolados, ndo houve diferencga na 12 e 5% passagem.
A producéo na 102 foi maior para Unioeste 4 e Unioeste 40, que ndo diferiram entre si. Na 152
o isolado Unioeste 40 teve a maior producéo (Figura 6.3). Uma das principais vantagens de B.
bassiana e outros fungos entomopatogénicos € a possibilidade de cultivo in vitro (LEITE et
al., 2003), e o aumento ou a manutencdo da capacidade produtiva € uma caracteristica
desejavel na producdo em larga escala. Por esse motivo, é importante conhecer os efeitos das

passagens sucessivas do fungo pelo hospedeiro em relacéo a producédo de conidios em arroz.
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Figura 6.3 - Producdo de conidios de Beauveria bassiana (x10’ conidios g™) em arroz
cozido, inoculado com conidios provenientes de passagens sucessivas por
Alphitobius diaperinus, ap6s 15 dias de incubagdo; letras mindsculas
comparam as passagens para um mesmo isolado, e mailsculas comparam 0s
isolados em uma mesma passagem, pelo teste de Tukey (p<0,05)
(CV=18,44%);
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Viruléncia a Alphitobius diaperinus

Observou-se que as passagens do fungo pelo hospedeiro proporcionaram
incrementos da viruléncia para os trés isolados, que foram, apds a 15 passagem, superiores a
100%. Para Unioeste 4, o aumento da mortalidade total foi observado na 10% passagem,
entretanto, para mortalidade confirmada ocorreu apenas apds a 152 passagem. O aumento da
viruléncia para Unioeste 40 ocorreu na 5% passagem, que se manteve elevada apds as demais.
A mortalidade total e confirmada, para o isolado CG 152, foi crescente ao longo das
passagens sucessivas, sendo maxima na 152 Na comparacdo entre os isolados, a mortalidade
total na 12 passagem foi maior para o0 CG 152, e na confirmada esse isolado ndo diferiu do
Unioeste 4. Para a mortalidade total e confirmada na 52 passagem, os melhores isolados foram
CG152 e Unioeste 40, que ndo diferiram entre si. Unioeste 40 foi melhor na 102 e CG 152 na
152 (Figura 6.4).
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Figura 6.4 — Mortalidade de Alphitobius diaperinus por conidios de Beauveria bassiana,
provenientes de passagens sucessivas por insetos da mesma espécie; letras
mindsculas comparam as passagens para um mesmo isolado, e mailsculas
comparam os isolados em uma mesma passagem, pelo teste de Tukey
(p<0,05) para mortalidade total (CV=14,98%) e confirmada (CV=16,61%).
As mortalidades nas testemunhas total (3,60%) e confirmada (0%) diferem
dos demais tratamentos pelo teste de Dunnett (p<0,05);
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Os fungos Hyphomycetes podem adaptar-se a determinados hospedeiros
apos passagens forcadas pela espécie (FERRON, 1985). Conidios de M. anisopliae se
tornaram mais virulentos a Rhipicephalus microplus (Canestrini) (Acari: Ixodidae) na medida
em que foram passados pelo hospedeiro. O incremento foi observado na quarta passagem,
sendo mais acentuado na sétima (ADAMES et al., 2010). Song e Feng (2010) verificaram que
isolados de B. bassiana apresentaram aumento da viruléncia apos a passagem por Nilaparvata
lugens (Stal) (Homoptera: Delphacidae), que foi de trés a quatro vezes nas duas primeiras
passagens, e ndo foi alterado na terceira. O aumento foi correlacionado com o incremento na
producdo da protease Prl, que é responsavel pela degradacdo da cuticula dos insetos (SHAH
et al., 2005), e pelo aumento do potencial zeta e da hidrofobicidade, que séo propriedades de
superficie, relacionadas com uma melhor ades&o dos conidios a cuticula do inseto (BOUCIAS
etal., 1988; HOLDER; KEYHANI, 2005; CHO et al., 2007).

A estabilidade da viruléncia apds os cultivos in vitro € uma caracteristica
desejavel para um agente de controle bioldgico produzido em escala comercial
(VANDENBERG;. CANTONE, 2004). Contudo, a possibilidade de aumentar a viruléncia

apos passagens sucessivas do fungo pelo hospedeiro é uma estratégia importante para o
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controle de espécies que apresentam maior resisténcia a doenca, como ocorre com adultos de

A. diaperinus.

Tolerancia a Temperatura

Para os conidios que ndo foram expostos a temperatura de 30°C, as
passagens do fungo pelo hospedeiro afetaram apenas a viabilidade do isolado Unioeste 40,
que apresentou um pequeno incremento da germinagdo na 15% passagem. A viabilidade do
isolado CG 152 foi superior a do Unioeste 40, em todas as passagens, e superior ao Unioeste
4 apenas na 52 (Figura 6.5).

Quando os conidios foram expostos a 30°C por 15 dias, foi possivel
observar que ocorreu um aumento da tolerancia na medida em que o fungo foi passado pelo
hospedeiro. Para o isolado Unioeste 40 a viabilidade ap6s a 10 passagem foi proxima a
viabilidade dos conidios que ndo foram submetidos a condicdo se estresse. Para os isolados
Unioeste 4 e CG 152 o aumento ocorreu na 10% passagem, que nao diferiu da 152 Esse
aumento foi superior a 100%, com mais de 70% dos conidios vidveis. A tolerancia a
temperatura, para o isolado CG 152 comegou a aumentar ja na 5% passagem e foi maior na 102
e 15% passagem, que ndo diferiram entre si. O isolado Unioeste 40 apresentou maior a
tolerancia a temperatura quando comparado com os outros dois isolados nas diferentes
passagens, exceto na 12 em que néo diferiu do Unioeste 4 (Figura 6.5).

Apesar de ser um dos fatores limitantes da eficiéncia do controle bioldgico,
termotolerancia dos fungos entomopatogénicos € pouco estudada, e ndo foram encontrados
relatos dos efeitos de cultivos sucessivos in vivo e in vitro sobre esta caracteristica. Os fungos
apresentam a capacidade de se adaptar as diferentes condi¢Oes de temperatura (BIDOCHKA
et al., 2001; FARGUES et al.,, 1997; RANGEL et al., 2005). Mas os resultados aqui
observados revelam que a adaptacdo do fungo ao hospedeiro, por meio da passagem forcada,
pode trazer como consequéncia 0 aumento de outra caracteristica desejavel, como a

termotolerancia.
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Figura 6.5 - Viabilidade de conidios (germinacdo %) de Beauveria bassiana, provenientes de passagens sucessivas por Alphitobius diaperinus,

Germinacao (%0)

apOs armazenagem a 30°C por 15 dias; letras mindsculas comparam as passagens para um mesmo isolado, e mailsculas
comparam os isolados em uma mesma passagem, pelo teste de Tukey (p<0,05) para conidios ndo expostos (CV=2,58%) e
expostos a 30°C (CV=9,13%).

aA aA aA
aABaBaABaAB aA

aB
b abB abB

Unioceste 4 Uniceste 40

Unioeste 4 Unioeste 40

Nao expostos a 30°C BExpostos a 30°C
Isolados
N 12E5 @1 0O 15 Passagens



115

Tolerancia a Radiacdo UV

Os diferentes isolados foram sensiveis a radiacdo, com reducdo de até 85%
da viabilidade. A radiacéo solar afeta negativamente o patdgeno (RANGEL et al., 2004), e um
dos fatores da inativacdo é a formacdo de dimeros de pirimidina ciclobutano no DNA
(CHELICO et al., 2005). Yao e Ying (2010) acreditam que mesmo os isolados de M.
anisopliae e B. bassiana mais tolerantes a radiacdo UV ndo sobreviveriam a um dia de
exposicao a luz solar, e recomenda, além da selecdo de isolados, o uso de fotoprotetores nas
formulagdes (NGLIS et al., 1995; EDGINGTON et al., 2000; REDDY et al., 2008). Antes da
exposicdo a radiacdo UV a viabilidade dos conidios ndo foi afetada pelas passagens do fungo
pelo hospedeiro e ndo houve diferenca entre os isolados. Apds a exposi¢cdo o aumento do
numero de passagens foi prejudicial a tolerancia dos conidios a radiagdo UV (Figura 6.6).

Na comparacao entre as passagens, o isolado Unioeste 4 apresentou redugéo
na tolerancia logo na 52 passagem, sendo mais acentuada na 10? e 152, que néo diferiram entre
si. Para o Unioeste 40 ndo houve diferenca entre a 12, 5% e 10% passagem, com reducdo na 152,
As menores redugdes ocorreram para o isolado GC 152 na 10? e 152 passagens, que ndo
diferiram. Na comparagéo entre os isolados, a viabilidade do CG 152 foi superior, exceto na
12 passagem em que ndo diferiu do Unioeste 4. Na 10 e 152 passagem a tolerancia a radiacéo
UV foi menor para o isolado Unioeste 4 (Figura 6.6). As diferencas genéticas entre esses
isolados podem ter sido responsaveis pela variabilidade das respostas em relagdo
sensibilidade a radiacdo UV. Alguns estudos mostram uma grande variabilidade na tolerancia
a radiacdo solar entre isolados da mesma espécie (FARGUES et al., 1996; FERNANDES et
al., 2007), o que pode ser uma resposta relacionada a adaptacdo natural as diferentes
condigdes ambientais (NASCIMENTO et al., 2010).

A possibilidade de incremento da viruléncia apds as passagens do fungo
pelo hospedeiro tem sido relatada (ADAMES et al., 2010; SONG; FENG, 2011,
VANDENBERG; CATONE, 2004) e é uma estratégia importante para melhorar a eficiéncia
de controle. Mas, nas condigdes de campo, a eficiéncia é afetada pelos fatores abidticos,
principalmente a radiagdo UV (BRAGA et al., 2001; CAGAN; SVERCEL, 2001), assim, é
essencial conhecer os efeitos das passagens do fungo pelo hospedeiro em relacao a tolerancia
a radiacdo UV. Este trabalho mostra que o aumento das passagens de B. bassiana por A.
diaperinus foi prejudicial, com reducédo da tolerancia dos conidios a radiagdo UV, o que pode

comprometer a eficiéncia de controle, mesmo havendo um incremento da viruléncia.



116

Figura 6.6 — Unidades formadoras de colbénias (UFC) de Beauveria bassiana, com conidios provenientes de passagens sucessivas por
Alphitobius diaperinus, apds exposicdo a radiacdo ultravioleta por um minuto; letras mindsculas comparam as passagens para um
mesmo isolado, e mailsculas comparam os isolados em uma mesma passagem, pelo teste de Tukey (p<0,05), para conidios ndo
expostos (CV=6,48%) e expostos a radiacdo UV (13,93%).

Unioeste 4 Unioeste 40 CG152

N&o expostos a radiacio UV
Isolados

B 1" B 5 @ 10° O 15 Passagers
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6.4 CONCLUSOES

As passagens sucessivas de B. bassiana por A. diaperinus afetam o
crescimento vegetativo, a producdo de conidios, a viruléncia e a tolerancia a temperatura e a
radiacdo UV, com respostas diferentes entre os isolados.

Pode ocorrer reducdo do crescimento vegetativo e da producéo de conidios
em meio MPE, porém, esta caracteristica € dependente do isolado. J& a producgéo de conidios
em arroz é favorecida pelas passagens do fungo, com maior ou menor intensidade,
dependendo do isolado.

A viruléncia e a tolerancia a temperatura sdo caracteristicas beneficiadas,
com incrementos superiores a 100% ap0s a 152 passagem do fungo pelo inseto.

A tolerancia dos conidios a radiacdo UV é afetada negativamente, e para
que esse efeito ndo comprometa os beneficios alcancados pelo aumento da producdo de
conidios em arroz, viruléncia e tolerancia a temperatura, é aconselhavel que sejam utilizadas

medidas que protejam os conidios dos danos causados pelos raios UV.
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7 CONCLUSOES GERAIS

As condicGes nutricionais de cultivo de B. bassiana influenciam a qualidade
dos propégulos produzidos meios que favorecem alta producdo de conidios ddo origem aos
mais tolerantes a radiacdo UV e mais virulentos. Ja a tolerancia a temperatura é positivamente
correlacionada com os teores de K, C e principalmente com a relacdo C:N enddgena nos
conidios. Entretanto, 0 aumento do teor de enxofre nos conidio influencia de maneira negativa
a producdo de conidios, a viruléncia e a toleréncia a radiacdo UV.

Os cultivos sucessivos in vitro de B. bassiana reduzem o crescimento
vegetativo e a producdo de conidios, contudo, 0 meio MAD, constituido por insetos, favorece
a manutencgdo destas caracteristicas por um nimero maior de cultivos. Os conidios produzidos
neste meio ndo apresentam alteragdo em sua viruléncia, mas tornam-se menos tolerantes a
temperatura apos cultivos sucessivos, ao contrario dos conidios produzidos em meio BDA. As
caracteristicas de viruléncia, producdo de conidios e tolerancia a temperatura, que sdo
atenuadas pelos cultivos sucessivos, podem ser restauradas apds a passagem do fungo pelo
hospedeiro.

As passagens sucessivas de B. bassiana pelo hospedeiro, A. diaperinus,
afetam o crescimento vegetativo, a producdo de conidios, a viruléncia e a tolerancia a
temperatura e a radiacdo UV, com respostas diferentes entre os isolados. A producdo de
conidios em arroz é favorecida pelas passagens do fungo, com maior ou menor intensidade,
dependendo do isolado. A viruléncia e a toleréncia a temperatura apresentam incrementos
superiores a 100% apo6s a 152 passagem do fungo pelo inseto, ja a tolerancia a radiagdo UV €

afetada negativamente.



