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ZORZETTI, Janaina. Parametros bioldgicos de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill apos
cultivos sucessivos. 2012. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

A eficiéncia dos fungos entomopatogénicos pode ser alterada apds sucessivos cultivos in
vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de sucessivos cultivos de isolados de
Beauveria bassiana, in vitro, em diferentes condi¢Ges nutricionais, sobre parametros
bioldgicos como crescimento vegetativo e producdo de conidios, viruléncia, tolerancia a
temperatura e a radiacdo UV, producdo de conidios em arroz e sensibilidade ao fungicida
azoxistrobina. Foram utilizados o meio BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE (Meio para a
Producdo de Esporo de Beauveria spp.). O fungo foi inicialmente inoculado no hospedeiro,
cultivado por 20 vezes nos diferentes meios, e novamente inoculado no inseto. Foram
selecionados para 0s ensaios, os conidios de 1°(A), 10°, 20° e 1°(B) cultivos dos isolados CG
152 e Unioeste 40. Os cultivos sucessivos e as condi¢des nutricionais do meio interferiram na
qualidade do fungo, e os isolados mostraram comportamentos diferentes entre si. O CV
(crescimento vegetativo) do isolado CG 152 ndo foi afetado ap0s os cultivos em BDA, e em
MPE houve um incremento ap6s a segunda inoculacdo no hospedeiro. O isolado Unioeste 40
sofreu alteracBes apds os sucessivos cultivos, e a inoculacdo no inseto proporcionou um
aumento apenas em MPE. N&o houve correlacdo entre CV e producgdo de conidios. O meio de
cultivo onde ocorreram as sucessivas repicagens também interferiu na producdo de conidios
em arroz, sendo que os maiores valores foram obtidos para os cultivados em MPE. Os
cultivos em meio BDA proporcionaram maior termotolerancia ao Unioeste 40 em todos os
cultivos, e ao CG 152 ap6s as inoculagdes no hospedeiro. B. bassiana foi suscetivel a radiacao
UV, e essa caracteristica foi influenciada pelos cultivos sucessivos nos diferentes meios. O
isolado CG 152 foi mais tolerante quando cultivado em MPE, e a inoculagdo no hospedeiro
aumentou a tolerancia a radiacdo UV para o Unioeste 40. A viruléncia do isolado Unioeste 40
a A. diaperinus foi atenuada ap6s 10 cultivos em meio BDA, e ndo foi restaurada apos a
inoculacdo do fungo pelo hospedeiro. A sensibilidade de B. bassiana ao fungicida
azoxistrobina foi afetada ap0s os sucessivos cultivos. Os conidios originados em MPE foram
mais resistentes, e a inoculacdo no hospedeiro também aumentou a tolerancia ao fungicida. A
reducdo do nimero de UFC para os conidios expostos ao fungicida foi menos acentuada que a
reducdo na germinacdo, que pode indicar um atraso da germinacgdo. Esses resultados mostram
que é possivel aprimorar a eficiéncia de fungos no controle de pragas, através da selecdo de
um isolado virulento, e manipulacdo de suas condi¢Bes nutricionais durante o cultivo e da
inoculagéo no hospedeiro.

Palavras-chave: Fungo entomopatogénico. Producao de conidios. Tolerancia a radiacdo UV.
Tolerancia a temperatura. Viruléncia.



ZORZETTI, Janaina. Biological parameters of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill after
successive subculture. 2012. 87 f. Dissertation (Master’s Degree in Agronomy) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The efficiency of entomopathogenic fungi can be changed after successive subculturing in
vitro. The aim of this study was to evaluate the effect of successive subculturing of B.
bassiana in vitro, under different nutritional conditions on biological parameters such as
vegetative growth and conidial yield, virulence, tolerance to temperature and UV radiation,
conidia production on rice and sensitivity to the fungicide azoxystrobin. PDA (Potato
Dextrose, Agar) and MPE (Medium for Spore Production of Beauveria spp.) medium were
used. The fungus was initially subcultured in the insect, subcultured 20 times in different
media, and again subcultured in the insect. Were selected for tests, conidia from 1°(A), 10°,
20° e 1°(B) cultivation of isolates CG 152 e Unioeste 40. Successive subculturing and
nutritional conditions of the medium affected the fungus quality and the isolates showed
different behaviors. The VG (vegetative growth) of the isolate CG 152 was not affected after
subculture in BDA, and in MPE, there was an increase in VG after the second subculture in
the host. The isolate Unioeste 40 was affected after successive subculture, and the subculture
in the insect provided an increase only in MPE. There was no correlation between VG and
conidia yield. The culture medium in which there were successive subcultures also interfered
in the conidia production on rice, with the highest values obtained for cultured on MPE. The
subculture in PDA medium resulted in greater thermotolerance to Unioeste 40 in all
subcultures and CG 152 after the subculturing in the host. B. bassiana was susceptible to UV
radiation, and this character was influenced by subcultuing in different medias. The isolate
CG 152 was more tolerant when subcultured in MPE, and the subculture in the host increased
UV radiation tolerance for Unioeste 40. The virulence of the isolate Unioeste 40 to A.
diaperinus was attenuated after 10 subcultures in PDA medium, and was not restored after the
fungus subcultures in the host. The sensitivity of B. bassiana to the fungicide azoxystrobin
was affected after the successive subcultures. The conidia originated in MPE were more
resistant, and the subculture in the host also increased fungicide tolerance. Reducing the UFC
number for conidia exposed to the fungicide was less pronounced than the germination
reduction, which may indicate germination delayed. These results show that it is possible to
improve fungus efficiency for pests control, through the selection of a virulent isolate, and
manipulation of nutritional conditions during cultivation and the subculture in the host.

Keywords: Entomopathogenic fungus. Conidia yield. Tolerance to UV radiation. Tolerance
to temperature. Virulence.
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1 INTRODUCAO

O desequilibrio ecologico é uma das consequéncias do modelo de
agricultura praticado atualmente, que através de monocultivos e expansdo das areas
cultivadas, favorecem o aumento de pragas e consequentemente 0 maior uso dos agrotoxicos,
que quando aplicados em excesso causam danos ao homem e ao meio ambiente. Para
minimizar esses e outros efeitos, 0 manejo integrado de pragas (MIP) € a principal estratégia e
tem como base o controle bioldgico e 0 uso de praticas culturais adequadas.

Uma das ferramentas do controle biolégico sdo os fungos
entomopatogénicos, que sdo 0s agentes de controle microbiano mais utilizados na América
Latina, sendo que B. bassiana representa mais de 33 % do total de fungos (FARIA;
WRAIGHT, 2007). Sua utilizagdo é promissora devido & grande versatilidade, pois causam
danos aos artropodes que vivem em plantas, solos e ambientes aquaticos, mantém populacGes
de parasitos, predadores e polinizadores (insetos ndo-alvo), sua penetragdo no hospedeiro €
via tegumento, ndo poluem o ambiente, ndo sdo toxicos para 0 homem e outros animais,
podem ser cultivados in vitro e sdo disponiveis em formulagdes comerciais.

Para que estes agentes de controle sejam eficientes, independentemente da
densidade populacional dos insetos, é necessario que exista um elevado potencial de inoculo
na area, 0 que se consegue por meio de aplicacdes inundativas no campo. Para isso precisam
ser produzidos em grande quantidade, mantendo as caracteristicas produtivas e de viruléncia
com custo acessivel. Entretanto, a qualidade dos produtos a base de fungos
entomopatogénicos comercializados no Brasil é bastante variavel. Podem ser encontrados
produtos excelentes com étimos padrdes de concentracdo, viabilidade, pureza e estabilidade
genética do patdgeno, e a0 mesmo tempo, outros de baixa qualidade, sem padronizacdo e com
altos niveis de contaminag&o.

A producdo em meio soélido, liquido e bifasico, descrita por Leite et al.
(2003), inicia-se com a multiplicacdo dos conidios em meio BDA (Batata, Dextrose, Agar).
Esses conidios sdo posteriormente utilizados para a produgdo de matrizes solidas ou liquidas.
Nesse processo, 0s cultivos sucessivos in vitro podem afetar a qualidade do propéagulo
produzido, e para se restabelecer a viruléncia apds varios cultivos é recomendado que o fungo
seja periodicamente revigorado pela passagem no inseto alvo (ALVES et al., 2008a).

Alguns isolados apresentam caracteristicas estaveis para a produgdo massal,
como foi observado para B. bassiana em relagdo a Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:

Aleyrodidae), onde nédo foram observadas alteragdes morfoldgicas nos conidios nem reducéo
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de viruléncia ap6s 15 passagens sucessivas em SDY (Sabouraund, Dextrose, Agar, Extrato de
Levedura 0,1 %) (BROWNBRIDGE et al., 2001). Assim como para isolados de Paecilomyces
fumosoroseus (Wise), onde a viruléncia a Diuraphis noxia (Mordvilko) (Hemiptera:
Aphididae) e Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) também n&o foi afetada
apo6s 30 cultivos consecutivos em meio SDY. Entretanto, para alguns dos isolados foi
observada reducdo na producdo e viabilidade dos conidios (VANDENBERG; CANTONE,
2004).

Fatores nutricionais no cultivo também podem afetar caracteristicas dos
entomopatogenos. Quesada-Moraga e Vey (2003) observaram que conidios de B. bassiana
apresentaram reducdo na viruléncia a Dociostaurus maroccanus (Thunberg) (Orthoptera:
Acrididae) ap6s dois cultivos em meio SDA (Sabouraund, Dextrose, Agar), e incremento ap6s
dois cultivos em meio MA (Malte, Agar) ou ap6s duas passagens pelo hospedeiro. O aumento
da viruléncia de B. bassiana a Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) foi
observado com adicdo de insetos mortos no meio SDA, e esta caracteristica se manteve apds
15 cultivos nesse meio (GARCIA et al., 2001).

Os eventos que levam a atenuagdo da viruléncia podem ser aleatorios
(mutacdo) ou estdo relacionados as condi¢cBes de cultivo. Assim, 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

monosparicas ou multiesporicas e ao cultivo em diferentes condigdes nutricionais.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de sucessivos cultivos in vitro, sobre parametros bioldgicos
de B. bassiana nos meios BDA e MPE.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar o crescimento vegetativo e producdo de conidios;
e Determinar a producéo de conidios em arroz;

e Verificar a manutencéo da viruléncia;

e Determinar a tolerancia a temperatura e a radiagdo UV,

e Auvaliar a compatibilidade ao fungicida Azoxistrobina (Priori® 250g i.a/L);
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CONTROLE MICROBIANO DE INSETOS

Na agricultura, grandes prejuizos sdo provocados por insetos-pragas que
atuam em lavouras economicamente importantes. Isto se deve principalmente ao aumento do
desequilibrio ecoldgico provocado pelo homem, através da pratica de monoculturas e a
expansdo das areas cultivadas que contribuiu para o0 aumento do uso de agrotoxicos em todo o
mundo. Estima-se que, das espécies de insetos conhecidas, cerca de 10 % sejam consideradas
pragas da agricultura ou pragas urbanas (ALVES, 1998a).

O Brasil é considerado o maior consumidor mundial de agrotéxicos, sendo
que, do total comercializado no pais, os inseticidas correspondem a 30 %, e dos quais, 84 %
estdo inseridas nas Classes | (Produto Altamente Perigoso) e 11 (Muito Perigoso) (REBELO et
al., 2010). A utilizacdo excessiva de praguicidas de origem quimica sem prévia assisténcia
técnica promove danos a produtividade, a natureza e ao ser humano. Esse fato pode ser
comprovado por um estudo referente ao monitoramento de residuos de agrotdxicos nos
alimentos, realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) onde, de 3.130
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 agrotdxicos ndo autorizados para a cultura (ANVISA, 2010).

Os problemas inerentes a inadequada utilizacdo de agrotoxicos,
principalmente sob o ponto de vista de residuos e desequilibrio ecologico, contribuiram para
aumentar o interesse no manejo integrado de pragas (MIP), que se baseia na utilizacdo de
taticas que visam o aproveitamento do potencial de controle natural das pragas, como o
controle bioldgico e o0 uso de préticas culturais adequadas evitando o crescimento de
populacdes de pragas em niveis que causem danos econémicos (PEREIRA et al., 1998).

O controle bioldgico é uma das alternativas ao uso dos agrotoxicos, e
consiste na regulacédo das populagdes de pragas por seus inimigos naturais, como predadores,
parasitdides e entomopatdgenos (fungos, virus, bactérias, nematdides e protozoarios)
(GALLO et al.,, 2002). A utilizacdo desses ultimos agentes € denominada Controle
Microbiano e estuda a patologia de insetos, bem como sua etiologia, sintomatologia e
epizootiologia das doencas, com o objetivo de utiliza-las para o controle de pragas, ou evita-
las em populacGes de insetos Uteis (ALVES, 1998a).
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Os fungos sdo um dos 0s micro-organismos mais utilizados para o controle
bioldgico de insetos-praga, e apesar de terem sido descobertos como patdgenos de insetos ha
mais de 2000 anos, sua importancia no controle microbiano de insetos s6 ocorreu a partir de
1835 com a atuacdo de Agostino Bassi (considerado o pai da patologia), quando demonstrou a
patogenicidade do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. para o bicho-
da-seda (ALVES, 1986), descobrindo que um micro-organismo era capaz de causar doenca, e
que essa podia ser transmitida de um individuo doente para outro sadio (FERREIRA,
MARTINS, 1997).

Embora a descoberta de Bassi tenha ocorrido em 1835, apenas 35 anos
depois é que o pesquisador russo, Elie Metschnikoff, realizou o primeiro estudo 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, os fungos entomopatogénicos, vém sendo estudados desde 1923,
guando Pestana identificou duas espécies de cigarrinhas infectadas por M. anisopliae, que ele
chamou naquela ocasido de Penicillium anisopliae. O italiano Pietro Guagliumi realizou
varios trabalhos de laboratério e de campo, a partir de 1955, sobre controle biolégico de
cigarrinhas da cana-de-acucar e das pastagens por meio do fungo M. anisopliae
(GUAGLIUMI, 1968). Depois disso, varios autores brasileiros passaram a avaliar a
viabilidade do uso de fungos para o controle de diferentes espécies de insetos-praga. Em
1964, a ocorréncia epizoo6tica de M. anisopliae sobre Mahanarva posticata (Stal). (Hemiptera:
Cercopidae) no sudeste brasileiro comecou a chamar a atencéo de pesquisadores.

A relevancia de pesquisas nessa area pode ser verificada pelo nimero de
trabalhos desenvolvidos no pais com entomopatégenos, que em sua maioria, destacam a
eficiéncia desses micro-organismos em diversas culturas, além do aumento no nimero de
projetos e de empresas que os produzem e comercializam (ALVES et al., 2008b).

Os fungos possuem algumas vantagens em relacdo ao controle gquimico,
como a seletividade e especificidade, ndo afetando, portanto, outros insetos ecologicamente
importantes. Além disso, ao contrario de outros entomopatdgenos ndo necessitam ser
ingeridos para que ocorra a infeccdo (ALVES, 1998a). 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 fungos também apresentam vantagens quando

comparados a outros agentes de controle biol6gico (predadores e parasitéides), pois a maioria
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pode ser produzida em meios artificiais, ser armazenada e aplicada com equipamentos
convencionais (LEITE et al., 2003).

Entre as desvantagens estdo a acdo mais lenta, a especificidade, necessidade
de condi¢bes ambientais favordveis como temperatura, umidade, luminosidade e radiacéo,
maiores cuidados no armazenamento visando a manutencao da viabilidade e viruléncia, baixa
persisténcia e os custos elevados em comparacdo com alguns agrotéxicos (LACEY et al.,
2001). Outros fatores que podem também ser considerados como desvantagens sdo o0
planejamento das aplicacdes, observando-se o periodo de incubagdo do patdgeno, de modo
que o inseto possa ser eliminado antes de prejudicar economicamente a cultura e a
necessidade de um conhecimento tecnoldgico para viabilizar a implementagédo, que pode ser
dificultada especialmente pelo nivel cultural do agricultor.

A utilizacdo dos fungos entomopatogénicos no MIP, mesmo ndo sendo uma
area de conhecimento recente, tomou grande impulso, principalmente ap6s a proibi¢do do uso
dos inseticidas organoclorados e também em decorréncia do estabelecimento do MIP como
pratica racional no controle de insetos-praga (MOINO JUNIOR, 2000). Entretanto, ainda sao
necessarios estudos visando a integracdo harmoniosa desses conhecimentos em relagdo ao
agroecossistema, a cultura, as praticas culturais, ao complexo de pragas e aos fatores

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

3.1.1 Fungos Entomopatogénicos

Os fungos exercem a funcdo de controle de insetos em ambientes naturais e
ecossistemas agricolas, ocupando um lugar relevante na manutencdo do equilibrio ecologico.
Foram os primeiros patdgenos utilizados no controle microbiano (ALVES, 1998a), e nos
ultimos anos, 0 seu uso vem se intensificando, com vantagens em muitas situacfes, em
substituicdo aos produtos quimicos (PEREIRA et al.,1998). Sdo promissores pela capacidade
de supressao de populacdes de insetos e acaros, amplo espectro de hospedeiros, possibilidade
de cultivo in vitro e de serem formulados (LEITE et al., 2003).

Aproximadamente 80 % das doengas de insetos conhecidas ttm como
agentes etioldgicos os fungos, pertencentes aos 90 géneros e mais de 700 espécies (ALVES,
1998b). A maioria dos géneros relatados ocorre no Brasil, e mais de 20 destes incidem sobre
pragas de importancia econdmica. Dentre estes, destacam-se espécies dos géneros
Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces, Verticilium, Nomuraea, Hirsutella, Asckersonia e

Enthomophthora. A ocorréncia desses patdgenos € relativamente comum, sendo um
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importante fator de controle de populacdes de insetos em condic¢Bes naturais (BUTT et al.,
2001).

Nos ultimos anos os esforcos de pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico
tém aumentado significativamente. No Brasil, até 2008, existiam cerca de dezenove empresas
de biopesticidas privadas comercializando micoinseticidas (FARIA; WRAIGHT, 2007,
ALVES et al., 2008c), que utilizam por volta de 12 espécies ou subespécies de fungos para
aplicacdes inundativas e inoculativas. Do total dos produtos comercializados a base de fungo,
os hifomicetos B. bassiana e M. anisopliae sdo os mais comuns (FARIA; WRAIGHT, 2007),
fato que provavelmente se deve a ampla distribuicdo geogréafica, vasta gama de hospedeiros e
a alta variabilidade genética destas espécies (ALVES, 1998b). A capacidade de producéo e
obtencdo de formulados a partir da associacdo de B. bassiana a diferentes compostos o tornou
um dos mais comercializados, obtendo 33,9 % do total de micoinsecticidas desenvolvidos em
nivel mundial (FARIA; WRAIGHT, 2007).

Alguns desses produtos a base de fungos sdo utilizados para controle de
insetos das ordens Hemiptera, Coleoptera, Lepidoptera, Thysanoptera, Orthoptera, Diptera,
Hymenoptera, Isoptera, Siphonaptera e Blattodea. Sdo pelo menos 48 familias, e destas, 0s
alvos mais comuns sdo Aleyrodidae, Curculionidae, Cercopidae, Scarabaeidae, Aphididae e
Thripidae (FARIA; WRAIGHT, 2007; JIN et al., 2008). A baixa especificidade para
artropodes também esta relacionada ao sistema de defesa destes insetos, que é incapaz de
detectar os primeiros eventos relacionados a infec¢do desses patogenos (ALVES, 1998).

A maioria dos fungos é altamente especializada na penetracdo via
tegumento, o0 que os coloca em vantagem a outros patdgenos que entram no inseto por via
oral. Apresentam um complexo de enzimas que lIhes permite penetrar o tegumento, colonizar
a cavidade corporal utilizando a hemolinfa e os 6rgdos dos insetos como substrato alimentar
e, posteriormente, exteriorizar-se, produzindo novos propéagulos no cadaver, liberando-0s no
ambiente. O ciclo de infeccdo apresenta as seguintes fases: adesdo, germinagéo, formacao dos
apressorios, penetracdo, colonizacgéo, reproducao do patdgeno e disseminacdo, para o inicio de
um novo ciclo (ALVES, 1998b). Os fungos podem também infectar diferentes estagios de
desenvolvimento, como ovos, larvas, pupas e adultos (ALVES, 1998b). A variabilidade
genética desses entomopatdgenos possibilita selecionar isolados altamente virulentos para um
vasto espectro de hospedeiros.

O género Beauveria, propriamente dito, foi descrito em 1912 por Vuillemin
e, a partir de caracteres morfoldgicos e bioquimicos, seis espécies foram identificadas: B.

alba, B. amorpha, B. bassiana, B. brongniartii, B. velata e B. vermiconia (MUGNAI et al.,
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1989). E parasito de muitos artrépodes, ocorrendo em mais de 200 espécies de insetos,
principalmente Lepidoptera e Coleoptera (ALVES, 1998b). Além de ser o primeiro micro-
organismo 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 artificiais (LEITE et al., 2003).

A espécie B. bassiana (Ascomycota: Cordycipitaceae) € de ocorréncia
generalizada em todos os paises, sendo a mais freqlente sobre insetos e amostras de solo,
onde pode subsistir por longo tempo em saprogénese. E o0 entomopatdgeno mais empregado
como agente de controle microbiano no mundo (BUTT et al., 2001). Em condicdes de
laboratdrio, pode colonizar a maioria dos insetos, sendo que a campo ocorrem de forma
enzodtica e epizodtica. A infeccdo ocorre naturalmente via tegumento, onde o fungo germina
em doze a dezoito horas, dependendo da presenca de nutrientes, como por exemplo, glicose,
quitina e nitrogénio, entre outros (ALVES, 1998). Decorridas 72 horas da inoculagdo, o inseto
apresenta-se totalmente colonizado. A morte ocorre em fungdo da falta de nutrientes e do
acimulo de substancias toxicas. Sobre o cadaver é observada a formacdo de grande
quantidade de conidioforos e conidios, dando inicio a um novo ciclo (ALVES, 1998b).

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 biolégico (HOLDER; KEYHANI, 2005).

Alguns compostos antimicrobianos, como a lisozina e peptideos
antimicrobianos, foram identificados em B. bassiana como defesa contra a microflora
enddgena do hospedeiro ou colonizadores secundérios, facilitando sua sobrevivéncia e

colonizagdo do patégeno (CHO et al., 2006).

3.2 FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA NO USO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Vérios fatores influenciam o sucesso do uso de fungos no controle
microbiano. E necessario que haja condi¢bes ambientais favoraveis para que sejam eficientes,
pois a atividade fangica é fortemente influenciada pelas condicdes bioticas e abidticas (PELL
et al., 2001). Para um controle efetivo, os conidios, que sdo as unidades infectantes, devem
possuir alta viabilidade e viruléncia contra o inseto-praga, pois ainda que sejam capazes de

aderir a cuticula do inseto, podem néo germinar por alguns motivos, incluindo as condicdes



22

ambientais de baixa umidade ou a presenca de fatores na cuticula que inibem a acdo do
patdgeno (BOUCIAS; PENDLAND, 1998).

A patogenicidade de um fungo é normalmente multifatorial, e depende de
uma série de elementos que podem ditar o sucesso no desenvolvimento da doenga dentro do
hospedeiro, como a producdo de toxinas e de exoenzimas (St. LEGER et al., 1998). A
viruléncia compreende a gravidade dos sintomas da doenca no hospedeiro infectado. Nos
micro-organismos patogénicos, os fatores de viruléncia estdo envolvidos nos varios estagios
de desenvolvimento da doenga (THOMAS; ELKINTON, 2004), e assim como a viabilidade,
também devem ser mantidos, mesmo apés certo periodo de estocagem do fungo, para que
esse seja considerado um agente de controle microbiano efetivo (JONES; BURGES, 1998).
Uma importante questdo é que ndo so a viruléncia do patdgeno, mas também a sobrevivéncia
fora do hospedeiro e a capacidade de dispersdo no ambiente sdo fatores cruciais para
execucao do biocontrole (BIDOCHKA et al., 2001). No entanto, apds aplicagdo no campo o
fungo estard exposto a condi¢cdes ambientais que muito diferem daquelas encontradas por
populacdes naturais (BRAGA et al., 2001a).

Em condi¢bes de campo, a eficacia de inseticidas biologicos se reduz de
modo acentuado, j& que o processo patogénico depende de uma série de fatores ambientais
como temperatura, umidade relativa do ar, exposi¢do a radiacdo solar direta, principalmente
aos raios ultravioletas, saturacdo de agua e outros (REIS et al., 2005). Por esse motivo, esses
patdgenos devem ser “preparados” para condigdes de campo, a fim de tolerar uma ampla
variacdo das condi¢Ges climéticas (temperaturas oscilantes, umidade, luz ultravioleta),
edaficas (tipos de solo) e fatores bioticos (organismos antagonistas). A adaptacdo ecoldgica
dos isolados pode ser melhorada por meio da manipulacéo fisiologica das reservas enddgenas
e utilizacdo de formulagdes adequadas (BUTT; COPPING, 2000).

Devido a seguranga atribuida aos fungos entomopatogénicos, especialmente
em relagcdo aos animais homeotérmicos (CRAWFORD et al., 1998), maiores conhecimentos
acerca dos fatores de viruléncia permitirdo o desenvolvimento de novas metodologias de
cultivo e aplicagdo, com a finalidade de elevar as taxas de mortalidade associadas aos mesmos
e reduzir a utilizacdo de controladores quimicos, diretamente nocivos tanto para 0s animais

quanto para o0 ambiente.
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3.2.1 Producéo de Fungos Entomopatogénicos

Para serem utilizados no controle microbiano como inseticidas, os fungos
entomopatogénicos precisam estar disponiveis em grande quantidade, pois a maioria dos
programas de controle microbiano com fungos utiliza estratégias de incremento e introducéo
inundativa, nas quais o patogeno € aplicado em concentracGes relativamente elevadas, na
forma de um produto microbiano (micoinseticidas). As técnicas de producdo massal desses
controladores bioldgicos, a otimizagdo dos processos de aplicacdo e 0 melhoramento genético
dos micro-organismos empregados, tornando-os mais eficientes, vém sendo desenvolvidos em
laboratdrios de todo o mundo (LEITE et al., 2003).

Essa producdo é normalmente feita por processos fermentativos em meios
liquidos, sélidos, semi-solidos ou pelo processo bifésico, que é a associa¢do de meios liquidos
e solidos (ALVES et al., 2008c). Para os fungos que produzem conidios aéreos, como M.
anisopliae e B. bassiana, a fermentacdo sélida € a mais adequada e utiliza o arroz cozido
como substrato. Normalmente, sdo vendidos na formulacdo em granulos, constituida do fungo
mais o substrato (fungo + arroz), e também na forma de pd, resultante da moagem do
substrato mais o fungo (ALVES et al., 2008c). Geralmente, os conidios produzidos em
substratos solidos tendem a ser mais tolerantes a dissecacfes e mais estaveis em ambientes
secos, comparados aqueles produzidos em meio liquido, pois a maioria dos fungos, realiza a
conidiogénese em substratos solidos, além de serem facilmente armazenados em laboratério
(JACKSON, 1996).

O crescimento dos fungos esté relacionado a uma serie 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 meios de cultivo podem
ter a composicdo bem determinada, como os sintéticos, ou mal definidas, como 0s meios
chamados complexos, como arroz, trigo e outros (ALVES et al., 1998). Dependendo do meio
em que germinam, diferentes isolados de uma mesma espécie podem se comportar de maneira
diferente quanto a germinagdo (FRANCISCO et al., 2006).

Fatores como viabilidade, viruléncia, esporulacdo, desenvolvimento
apressorial, crescimento vegetativo, conidiogénese, capacidade de sobreviver a condicdes
adversas de umidade, luz (raios ultravioleta), temperatura e até a estabilidade do produto
formulado com conidios, sdo alguns dos aspectos influenciados pelo meio de cultura e

condigdes de cultivo na producao do fungo (ALVES et al., 1998).
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Entre os trabalhos 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 devera conter cerca de dez vezes mais carbono do
que nitrogénio. O primeiro é necessario como fonte de energia, enquanto o segundo é
essencial na sintese dos componentes celulares, tais como &cidos nucléicos e quitina e €
necessario para suportar o desenvolvimento hifal apos o inicio do processo de infeccdo. A
composi¢do dos conidios também pode apresentar diferencas quanto ao meio onde foram
produzidos, sendo a maior relagdo C:N observada em conidios de B. bassiana e M. anisopliae
provenientes do meio que também continham uma maior relacdo dos elementos (SAFAVI et
al., 2007). Além da relacdo C:N, uma diversidade de fontes e elementos quimicos 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
biomassa fungica produzida, pois pode influenciar o tipo, formato, quantidade do propagulo
produzido, além de sua estabilidade apds secagem e sua viruléncia (LEITE et al., 2003).
Francisco et al. (2006) observaram que o meio de cultivo influencia a germinacdo de conidios
de B. bassiana, que foi favorecida por meios nutricionalmente mais ricos como BDA, SDAY
(Sabouraund, Dextrose, Agar, Extrato de levedura) (ALVES et al., 1998) e MC (Meio
Completo) (PONTECORVO et al., 1953). Enquanto que os meios Agar-Agua e Meio Minimo
que sdo nutricionalmente mais pobres, promoveram uma menor porcentagem de germinagé&o.
Entretanto, alguns isolados apresentaram boa germinacdo também nos meios com menor
guantidade de nutrientes, talvez seja pelo fato de possuirem uma boa reserva enddgena de
nutrientes (PONTECORVO et al., 1953).

Meios de cultivo mais pobre favorecem a esporulacao, e os mais complexos
estimulam o crescimento micelial e geralmente dao origem a conidios com menor viruléncia.
Porém, se as condices nutricionais do meio forem muito limitantes ndo ird ocorrer um
crescimento micelial satisfatorio (KAMP; BIDOCHKA, 2002), o que consequentemente
acarretara em uma menor producdo de conidios. Essa influéncia do meio também foi
observada por Safavi et al. (2007) onde maior taxa de germinacdo e menor tempo letal para
larvas de Tenebrio molitor (Linnaeus) (Coleoptera: Tenebrionidae) foram obtidos de conidios
de B. Bassiana provenientes do meio de cultivo responsavel pelo baixo crescimento

vegetativo e esporulacao.
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3.2.2 Cultivos Sucessivos in vivo e in vitro

O incremento da viruléncia € a principal caracteristica para o0 bom
desempenho de um fungo entomopatogénico, sendo necessario, manipular adequadamente
por meio de métodos genéticos, fisicos, quimicos ou bioldgicos, para conserva-la ou melhoréa-
la. Dentre esses métodos, recomendam-se passagens sucessivas dos fungos pelos seus
hospedeiros, o que pode alterar, além da viruléncia, as caracteristicas morfologicas, a
viabilidade, a esporulacdo e a composi¢do quimica enddgena dos conidios (ALVES;
PEREIRA, 1998; SERAFINI et al., 2001).

Em alguns casos, foi demonstrado o restabelecimento e um aumento da
viruléncia de alguns isolados ap6s a passagem pelo hospedeiro. Como foi observado para o
fungo M. anisopliae, que apds passagem por larvas de Culex pipiens L., 1758. (Diptera:
Culicidae), obteve acréscimo na viruléncia. Tal aumento permaneceu estavel, mesmo apos
algumas inoculacdes em meios de cultura artificiais (DAOUST; ROBERTS, 1982). Alves et
al (2002) atestaram a eficiéncia de B. bassiana em meio BDA, sugerindo que a viabilidade e
viruléncia podem ser alteradas apds passagem pelo hospedeiro. Alteracdes morfoldgicas das
colbnias e taxa de crescimento de um fungo entomopatogénico apds passagens em meio
artificial, foram revertidas ap6s uma Unica passagem pelo hospedeiro (KAWAKAMI, 1960).
Repicagens seriadas de fungo Hyphomycetes tém demonstrado afetar a viruléncia, mas a
passagem pelo hospedeiro pode melhora-la (FERRON, 1985).

Ap6s a passagem do isolado 4461 de P. fumoroseus pelo hospedeiro D.
noxia por 15 vezes consecutivas, ndo foi observada alteragdo na viruléncia para D. noxia e
para P. xylostella. No entanto, observou-se reducdo na viruléncia para D. noxia apds a
passagem do fungo por 15 vezes em P. xylostella. N&o houve recuperagdo da viruléncia
mesmo apos cinco novas passagens do fungo por D. noxia. Porém, o isolado 4491 recuperou a
viruléncia apoés as cinco passagens em D. noxia (VANDENBERG; CANTONE, 2004).

Aumento na viruléncia também foi verificado para M. anisopliae apds
passagens sucessivas pelo hospedeiro Rhipicephalus microplus (Canestrini) (Acari: Ixodidae).
As alteracGes ocorreram a partir da 42 passagem, sendo mais pronunciado na 72 (ADAMES et
al., 2010). Ja Latch (1976) ndo observou incremento na viruléncia de M. anisopliae e B.
bassiana ap6s passagem dos fungos sobre o inseto hospedeiro. 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 apds duas passagens pelo hospedeiro.
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Além da viruléncia, a composic¢do quimica dos conidios pode variar apos a
passagem do fungo pelo hospedeiro, como observado para B. bassiana ap6s passagem por T.
molitor que apresentou reducdo enddgena da relacdo C:N dos conidios (SAFAVI et al., 2007).
Alteracdes genéticas também podem ocorrer em uma populacdo do patdgeno apds passagens
pelo hospedeiro, como acoteceu para um isolado de Aspergillus flavus (Lik) que teve reducao
da sua diversidade genética, ap0s passagens sucessivas por Galleria mellonella (Linnaeus)
(Lepidoptera: Pyralidae), o qual, neste caso, serviu como um gargalo genético (SCULLY;
BIDOCHKA, 2006).

Entre as causas das alteragdes na viruléncia dos fungos em relagdo ao inseto
hospedeiro podem estar a producdo de proteases e 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 estar relacionado a atividade da protease Prl, que obteve um significativo
acréscimo, assim como a hidrofobicidade dos conidios, 0s quais estdo correlacionadas com a
capacidade de adesdo (SONG; FENG, 2011).

Os efeitos de sucessivas passagens in vitro nas caracteristicas morfologicas
e de viruléncia de fungos entomopatogénicos é bastante variavel entre isolados e espécies, € a
manutencdo desses atributos é desejavel para um agente de controle biologico produzido em
massa (VANDENBERG; CANTONE, 2004). De maneira geral os fungos entomopatogénicos
podem ser facilmente cultivados em meio artificial (FERRON, 1985), contudo, ap0s 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 séo preservadas durante o
processo de producdo em larga escala, onde o patdgeno é cultivado por varios e sucessivos
ciclos em meio de cultivo.

E necessario identificar condicBes de cultivo que retenham a viruléncia, sem
aumentar os custos de producdo (BUTT; COPPING, 2000). Os meios naturais complexos
podem evitar a selecdo de mutantes nutricionais menos patogénicos, muito comum quando se
utilizam meios artificiais (PEREIRA; EIRA, 1999). No entanto, ainda faltam esclarecimentos
nesta area, em parte porque os mecanismos de reducao da viruléncia ndo foram demonstrados.
Feng et al. (1994) acreditam que para B. bassiana estas alteragdes 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 utilizacéo de isolamentos monosporicos.
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Alteracdes fenotipicas e perda de viruléncia de Nomuraea rileyi (Farlow) a
Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) foram observadas ap6s 10 cultivos
sucessivos in vitro (MORROW et al., 1989). O mesmo ocorreu com dois isolados de M.
anisopliae a T. molitor, onde a viruléncia, avaliada pelo tempo letal, apresentou redugédo apos
cultivos sucessivos em meio sintético, sendo mais acentuada a partir do 9° cultivo. Esses
cultivos tambem influenciaram na producéo da protease Prl, que foi reduzida a partir do 3° e
5° cultivo para os isolados V275 e V245, respectivamente (SHAH et al., 2007).

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 morfologicas e reducdo do crescimento das colénias (HALL, 1980).
Alguns estudos indicam a perda de patogenicidade de isolados de B. bassiana, M. anisopliae,
N. Rileyi, P. farinosus e V. Lecanii (KAWAKAMI, 1960; MORROW et al., 1989), entretanto
outros isolados conservaram a viruléncia apos as repicagens (HALL, 1980; HAYDEN et
al.,1992). Para P. farinosus, nenhuma perda de viruléncia ocorreu ap0s 15 sucessivas
passagens in vitro (HAYDEN et al., 1992).

N&o foram observadas alteracfes morfoldgicas e reducdo da viruléncia de
um isolado de B. bassiana a B. argentifolli (Bellows e Perring) (Homoptera: Aleyrodidae)
apos 15 passagens sucessivas em meio SDY concluindo que esse isolado apresenta
caracteristicas estaveis para a producdo massal (BROWNBRIDGE et al., 2001). A passagem
in vitro de P. fumosoroseus, por 30 vezes 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 observada reducdo na
producdo de micélio em meio liquido, producdo 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
monosparica ou multispdrica, uso de meios de cultivo enriquecidos, mutagdes e condi¢des de
cultivo (BROWNBRIDGE et al., 2001).

3.2.3 Temperatura

As condicbes ambientais influenciam a eficicia dos fungos

entomopatogénicos no campo, sendo a temperatura uma das mais importantes (ROBERTS;
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CAMPBELL, 1977), pois afeta o metabolismo, alterando os processos de producdo de
enzimas, toxinas, germinacdo dos esporos, desenvolvimento do tubo germinativo, penetragéo,
colonizacdo e reproducdao (ALVES; LEUCONA, 1998). Esse fato torna-se ainda mais
importante, tendo em vista a incapacidade dos patdgenos de se protegerem das variagdes de
temperatura através de sistemas fisiologicos (ALVES, 1998b).

Elevadas temperaturas podem afetar as células de diferentes formas quando
o calor é acompanhado por elevada umidade e provocar, por exemplo, a desnaturacdo de
proteinas e a desorganizacdo de membrana (SETLOW; SETLOW, 1995). A exposi¢cdo ao
calor em baixa umidade causa danos ao DNA através da perda de bases e leva a depurinacao
(SETLOW; SETLOW, 1996). Também foi observado que o crescimento radial dos isolados
diminui de acordo com o aumento da temperatura (POLAR et al., 2005).

As exigéncias térmicas dos fungos sdo variaveis em funcdo da espécie, raca
e fase de desenvolvimento (ALVES; LECUONA, 1998). No solo, a temperatura e umidade
ideal para a persisténcia de alguns fungos entomopatogénicos também pode variar de acordo
com a linhagem. As condicdes de baixa ou média temperatura e umidade do solo favorecem a
sobrevivéncia dos conidios (KESSLER et al., 2003).

A maioria dos fungos entomopatogénicos é considerada mesofilica por
desenvolvem-se entre as temperaturas de 10 — 40 °C, e consideradas como Otimas as
temperaturas entre 25 — 35 °C (COONEY; EMERSON, 1964). Altas temperaturas 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). A temperatura Otima observada para germinacdo e crescimento micelial de M.
anisopliae foi 25 °C para todos os isolados analisados. No entanto, ensaios de patogenicidade
com moscas das frutas mostraram que os isolados foram mais efetivos nas temperaturas de
25, 30 e 35 °C do que aos 20 °C, e o tempo letal (TLg) diminuiu com o aumento da
temperatura até a temperatura limite de 30 °C (DIMBI et al. 2004).

O fungo B. bassiana desenvolve-se em uma amplitude consideravel de
temperaturas que varia de 8 a 35 °C. No entanto, as respostas de crescimento podem variar
consideravelmente entre os isolados, o que justifica, durante a sele¢cdo de um isolado para o
controle microbiano, a avaliacdo das exigéncias térmicas (FARGUES et al., 1997). Alguns
isolados de B. bassiana foram testados quanto a habilidade de germinar e crescer em
condi¢cBes de temperatura similares as encontradas no ambiente de zonas tropicais. A
temperatura de 25 °C foi relatada como 6tima para B. bassiana e ciclos de 32 °C por 8 h e 25

°C por 16 h promoveram mais de 90 % de crescimento relativo em todos os isolados. Ciclos
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com temperatura maior que 32 °C por 8 h de duragdo promoveram atraso e/ou diminuicdo da
germinacdo em alguns isolados (DEVI et al., 2005). Em contrapartida, os processos celulares
tornam-se significativamente menos ativos quando a temperatura € reduzida, o que €
manifestado pela interrupcdo do crescimento e diminuicdo da atividade enzimética, e
possivelmente por afetar o transporte ou a integridade da membrana celular (MAGAN, 1997).

Sabe-se que os isolados de fungos entomopatogénicos sdo expostos ao
estresse térmico ndo somente pelas condi¢bes ambientais, mas também por aquelas
estabelecidas através da termorregulacdo do hospedeiro. Alguns insetos, como os gafanhotos,
podem elevar sua temperatura corporal através da selecdo de habitat ou expondo-se ao sol
(HEINRICH, 1993), e possivelmente, cenadrios como estes foram capazes de selecionar
isolados de B. bassiana mais adaptados a altas temperaturas em regides temperadas
(FARGUES et al., 1997).

Em geral, isolados coletados em maiores latitudes demonstraram maior
susceptibilidade ao calor do que isolados originados proximos a linha do equador. 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 exposicdo a 40 °C. Apos oito e 12 h de exposicdo a 45 °C, apenas dois isolados
apresentaram elevada taxa de germinacao e foram viruléntos a gafanhotos (RANGEL et al.,
2005). Isolados de M. anisopliae obtidos de regides agricolas foram mais tolerantes a
exposicao ao calor e a radiacdo ultravioleta, do que os obtidos em regies de floresta com
latitudes semelhantes (BIDOCHKA et al., 2001).

A variabilidade genética € importante para a adaptacdo dos fungos
entomopatogénicos as diferentes regides climaticas. Existe variabilidade significativa entre o0s
isolados de B. bassiana difundidos pelo mundo inteiro em relagdo ao crescimento sob
diferentes temperaturas. A ampla variacdo na tolerancia ao calor proporciona a esta espécie
notavel adaptacao a condicOes de grande flutuacdo térmica (FARGUES et al., 1997).

A temperatura afeta a persisténcia dos conidios e a mortalidade de insetos
subterraneos expostos a fungos (RATH, 2002). Temperaturas entre 20 e 25 °C e alto conteido
de argila no solo tiveram efeito positivo na ocorréncia e densidade de Beauveria brongniartii
(Sacc.) Petch, enquanto temperatura acima de 27 °C teve efeito negativo (KESSLER et al.,
2003). Lanza et al. (2009) observaram reducao na sobrevivéncia de M. anisopliae inoculado
em solo e mantido a 31,5 + 0,5 °C, com declinio acentuado apds 100 dias. Ekesi et al. (2003)
demonstraram que tanto a temperatura, quanto a umidade influenciaram a sobrevivéncia e

infectividade de M. anisopliae para quatro espécies de mosca-das-frutas do género Ceratitis.
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Para conidos puros de B. bassiana, Marques e Alves (1996) verificaram que quando mantidos
a 20 °C durante 180 dias praticamente ndo mostraram reducdo da viabilidade.

Os danos causados aos conidios pela exposicdo ao calor por condugdo no
solo ou por radiagédo direta, associado com a radiacdo ultravioleta, contribui para falhas em
programas de controle bioldgico de insetos, no entanto, a selecéo de isolados termo-tolerantes
ajudaria a melhorar a eficacia dos fungos (RANGEL et al., 2005). Para tanto, a eficiéncia de
um isolado de fungo deve considerar, além de sua viruléncia, sua capacidade de adequacdo ao
ambiente do hospedeiro alvo (SMITS et al., 2003).

3.2.4 Radiacdo Ultravioleta

A radiacdo solar emite ondas na regido da luz visivel (400 a 700 nm), do
infravermelho (1 mm a 700 nm), e do ultravioleta (UV-A 320 a 400nm, e UV-B 280 a 320
nm) sendo essa, considerada o principal agente de inibicdo dos entomopatégenos (ALVES;
LECUONA, 1998). Os danos e a total inativacdo causados aos conidios pela radiacdo UV tém
sido frequentemente apontados como fator capaz de reduzir a eficiéncia de fungos em
programas de controle bioldgico, e entre os fatores abioticos, é 0 mais importante (BRAGA et
al., 2001a). Isso ocorre porque a exposicao a radiacdo pode causar danos as macromoléculas,
como o0 DNA, as proteinas, as biomembranas, ao RNA e aos ribossomos causando atraso na
germinacdo, inativacdo de conidios e, consequentemente, reducdo da atividade inseticida
(RANGEL et al., 2006; CHELICO; KHACHATOURIANS, 2007).

Alguns isolados apresentam extensa variacdo na tolerancia quando expostos
a luz solar total, sendo que um periodo de quatro horas de exposi¢éo a radiacdo ultravioleta, €
capaz de reduzir a viabilidade de alguns isolados de M. anisopliae em até 100 %. Para os
conidios que sobrevivem ap6s a exposi¢do a radiacdo UV, pode ocorrer um atraso da
germinacdo (BRAGA et al., 2001b). A exposicdo dos fungos por tempos sub-letais a radiacao
UV pode causar mudancas genéticas e/ou fisioldgicas que prejudicam a germinacdo e o
crescimento, reduzindo a eficiéncia do controle biolégico (BRAGA et al., 2002).

A tolerdncia a radiacdo UV ¢é variavel entre as espécies de fungos
entomopatogénicos. Foi identificada diversidade genética quanto a resisténcia a UV-B entre
isolados de B. bassiana e M. anisopliae expostos a uma fonte artificial de radiacéo
(FERNANDES et al., 2007). O principal mecanismo de resisténcia se refere a existéncia de
ferramentas de reparo de DNA que promovem a recuperac¢ao dos danos causados pelo estresse
oxidativo do material genético, decorrentes da exposicdo a radiacdo UV (CHELICO;
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KHACHATOURIANS, 2007). E possivel que haja uma associagio entre o grau de resisténcia
a radiacdo e a origem geografica dos isolados, j& que isolados oriundos de latitudes mais
baixas apresentaram menor suscetibilidade a exposicao (BRAGA et al., 2001a; FERNANDES
et al., 2007).

Sendo assim, estudos tém objetivado a selecdo de isolados mais tolerantes a
UV e a adicdo de fotoprotetores nas formula¢bes usadas como inoculo, o0 que pode prolongar
significativamente a persisténcia desses fungos em ambientes onde ficam expostos a luz solar
(ROBERTS; CAMPBELL, 1977; FARGUES et al., 1988).

Existe a possibilidade de se promover uma maior resisténcia dos conidios a
UV-B utilizando-se algumas ferramentas durante as fases de crescimento e esporulacdo. A
exposicao a estresse ambiental sub-letal ou a estresse nutricional, aparentemente, pode levar a
producdo de conidios com maior resisténcia a UV-B, fenébmeno conhecido como protecéo
cruzada (RANGEL et al., 2008).

O desenvolvimento em diferentes fontes de nutrientes afeta tanto a
resisténcia a UV-B quanto a velocidade de germinacdo dos conidios, entre outras variaveis.
Conidios produzidos em meios de cultivo ndo preferidos pelos fungos apresentaram maior
resisténcia a exposi¢cdo UV-B, quando comparados ao crescimento em meios ricos ou aos
conidios obtidos em cadaveres dos insetos (RANGEL et al, 2008) indicando que o0 uso destas
variaveis durante o processo de producdo dos conidios pode afetar sua eficacia no campo.
Alguns isolados selecionados pela alta viruléncia podem ser melhorados em relacdo a
termotolerancia por meio dos nutrientes que lhes sdo oferecidos durante o cultivo, a fim
promover um controle mais eficiente de insetos nas condi¢cdes de campo e formulacdes
capazes de intensificar a tolerancia dos conidios a radiacao ultravioleta (INGLIS et al., 1995;
LELAND; BEHLE, 2005).

3.2.5 Compatibilidade Quimica Entre Agrotoxicos e Fungos Entomopatogénicos

O método mais amplamente usado no Brasil para o controle de pragas ¢é a
aplicacdo de produtos quimicos de largo espectro. Isto provoca uma alteragdo nas interacGes
entre as espécies levando ao rompimento de cadeias troficas e impossibilitando o controle
bioldgico natural (BARBOSA, 1998). Alguns desses produtos também podem influenciar os
fungos entomopatogénicos, afetando o crescimento vegetativo, a viabilidade e a esporulacéo,

ou até mesmo a composicao genética, alterando a sua viruléncia (ALVES et al., 1998a).
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De acordo com Alves et al. (1998), o controle integrado com a utilizacdo de
produtos fitossanitarios seletivos aos agentes de controle bioldgico pode ser uma das
estratégias mais seguras e eficientes, principalmente nas culturas onde a utilizacdo destes
produtos seja indispensavel, como as frutiferas de clima temperado, citros, café, algodao, soja,
dentre outras. Além disso, existem evidéncias de que produtos fitossanitarios utilizados na
protecdo das culturas podem ter efeitos antagonicos, nulos ou sinérgicos sobre a atividade
inseticida/acaricida dos entomopatdgenos presentes no agroecossistema (SOSA-GOMEZ;
MOSCARDI, 2003), permitindo o uso em conjunto quando o efeito for nulo ou sinérgico.

O efeito da aplicacdo desses pesticidas sobre os entomopatégenos pode
variar em funcao da espécie e linhagem do patogeno, da natureza quimica dos produtos e das
concentracdes utilizadas. Normalmente, os fungicidas de um mesmo grupo quimico, possuem
modo de acdo similar, (BERG, 1986), mas seus efeitos sobre os entomopatdgenos podem
variar conforme o isolado utilizado. Shapiro-llan et al. (2002) testaram a resisténcia de sete
isolados de B. bassiana a fenbuconazole, e observaram que seis foram menos suscetiveis e um
isolado foi fortemente inibido pelo produto. Loureiro et al. (2002) avaliaram sete fungicidas
sobre B. bassiana, e todos foram muito toxicos ao entomopatégeno, e ainda cinco desses
produtos, foram toxicos para M. anisopliae. A variabilidade genética natural entre isolados de
uma mesma especie de fungo entomopatogénico é bastante conhecida e amplamente relatada
na literatura para diversos parametros bioldgicos, inclusive para a sensibilidade a produtos
guimicos sintéticos (PACCOLA-MEIRELES; AZEVEDO, 1991; LIU et al., 1993). Essa
caracteristica tem sido utilizada por Todorova et al., (1998) para explicar, em parte, as
diferentes respostas de B. bassiana na presenca de um mesmo produto quimico.

Alguns fungicidas podem apresentar diferencas quanto a compatibilidade
aos fungos, e os efeitos em seu desenvolvimento. Experimentos in vitro demonstraram que
bitertanol, um triazol foliar, foi menos nocivo (HASSAN et al, 1991), enquanto triadimefon,
outro triazol, reduziu o crescimento vegetativo de B.bassiana na dose recomendada a campo
(MAJCHROWICZ; POPRAWSKI, 1993). Da mesma forma, miclobutanil (triazol), inibiu
completamente a germinagdo de conidios, e reduziu fortemente o crescimento micelial
quando testado in vitro nas doses recomendadas a campo. J& o fungicida azoxystrobin
(estrubirulina), considerado como altamente inibitorio na germinagdo dos fungos, dado seu
modo de acdo, foi menos prejudicial a germinacdo de B. bassiana. (SHAH et al., 2009).
Tamai et al. (2002) observaram que inseticidas sintéticos de diferentes fabricantes, com a
mesma composicdo de ingredientes ativos, levaram a diferenca na toxicidade para B.



33

bassiana, fato que, segundo os autores, ndo se deve a concentracdo do principio ativo, mas
sim a outros constituintes de cada formulagéo.

Moino Jr. et al. (1989) avaliaram a acdo de produtos fitossanitarios
utilizados na cultura do citros sobre V. lecanii, B. bassiana e M. anisopliae, sendo que, em
alguns tratamentos, ocorreu a diminuicdo do didametro médio das coldnias, sem alteracdo no
numero de conidios produzidos. Esse comportamento pode ser explicado atraves de um
mecanismo fisiologico de resisténcia do fungo, que pode metabolizar os principios toxicos
das substancias quimicas ativas, usando as moléculas resultantes deste processo e lancando-as
no meio de cultura como nutrientes secundarios que estimularam a esporulacdo dos
entomopatogenos. Ainda, outra possibilidade é que o fungo, em uma atividade comparavel ao
gue ocorre com outros organismos Vvivos, usa seu esfor¢o reprodutivo sob a presenca de um
composto téxico que prejudica o seu desenvolvimento, resultando em maior crescimento
vegetativo e génese de conidios. Sendo assim, é necessaria a utilizagdo de produtos seletivos
que ndo afetem o equilibrio entre as pragas e seus predadores, parasitos e patdgenos,
responsaveis pelo controle bioldgico natural, que mantém as pragas em niveis populacionais
aceitaveis.

Existem varias técnicas utilizadas nos estudos de compatibilidade entre
produtos quimicos e fungos entomopatogénicos, e geralmente diferem muito entre si,
principalmente no método de contato entre o fungo e o produto, nas doses utilizadas e nos
parametros avaliados, dificultando a comparacdo dos resultados obtidos nos diferentes
estudos. Muitos trabalhos levam em consideracdo apenas a influéncia dos produtos no
crescimento vegetativo e esporulacdo, desconsiderando a germinacdo. No entanto, Neves et
al. (2001) apontaram a importancia da germinacdo de conidios nos estudos de
compatibilidade, visto que a inibicdo dessa etapa inicial pode afetar o desenvolvimento
normal do fungo no campo.

Os resultados divergentes obtidos nos estudos sobre a influéncia dos
sucessivos cultivos em caracteristicas de fungos entomopatogénicos podem estar envolvidos
as variagdes intra e interespecificas, uso de culturas monospdricas e condi¢des nutricionais de
cultivo. Assim antes de iniciar uma produgdo em larga escala, é necessario avaliar o efeito dos
cultivos in vitro em diferentes condi¢des nutricionais sobre parametros biolégicos do isolado

a ser cultivado.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MULTIPLICACAO DO INOCULO DE BEAUVERIA BASSIANA

Os isolados multiespéricos de B. bassiana utilizados foram Unioeste 40 e
CG 152, previamente selecionados para controle de Alphitobius. diaperinus, sobre o qual
apresentaram diferentes niveis de viruléncia (SANTORO et al., 2008). As cepas encontram-se
armazenadas na Colegdo de Entomopatdgenos do Laboratério de Controle Microbiano da
Universidade Estadual de Londrina. Os insetos adultos, Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae) foram coletados em aviarios situados em Londrina, PR.

Inicialmente os conidios foram multiplicados em placas de Petri com meio
especifico para a producdo de esporos de Beauveria spp. (MPE) (ALVES et al., 1998). Essas
placas foram incubadas em camara climatizada (251 °C e fotofase de 12 h) por 10 dias. Os
conidios produzidos na superficie do meio foram inoculados em insetos adultos de A.
diaperinus previamente desinfetados com solucéo de hipoclorito de sodio a 2 % e lavados em
agua destilada. A inoculacdo se deu por submersdo dos insetos em uma suspensdo contendo
1,010’ conidios mL™ por 15 s. Logo apds, os insetos foram acondicionados em placa de Petri
(9 cm de diametro), alimentados com racdo de milho esterilizada e mantidos em camara
climatizada (251 °C, 12 h de fotofase). ApOs a morte, 0s insetos foram novamente
desinfestados e acondicionados em camara Umida (25+1 °C) por cinco dias para a
confirmacdo da mortalidade pelo fungo. Esses insetos foram entdo utilizados para a etapa
seguinte (Apéndice A).

4.1.1 Cultivos Sucessivos in vivo e in vitro

Ap0s o desenvolvimento de B. bassiana sobre os insetos mortos (1°-inseto),
os conidios foram coletados e multiplicados nos meios BDA e MPE e acondicionados em
camara climatizada (251 °C) por 10 dias, dando origem aos conidios de primeiro cultivo
1°(A), os quais foram novamente multiplicados nos respectivos meios, dando origem aos de
2° cultivo, e assim sucessivamente até o 20° cultivo. Esses conidios, designados como 20°,
foram novamente inoculados em A. diaperinus. Apd6s a morte do inseto (2°-inseto) e
exteriorizacdo do fungo produzido sobre os cadaveres, os conidios foram multiplicados nos
meios de origem (BDA ou MPE), produzindo novamente conidios de primeiro cultivo,
chamados de 1°(B).
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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 os
cultivos (aproximadamente 250 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, 9°, 19° e 2°-inseto durante todo o
experimento, foram novamente multiplicados em seus respectivos meios (BDA ou MPE),
dando origem aos conidios de 1°(A), 10°, 20° e 1°(B) cultivo, respectivamente. Os conidios
de cada um desses cultivos foram multiplicados em 25 placas, cada um em seu respectivo
meio, a fim de se obter conidios suficientes para serem utilizados posteriormente nos

bioensaios (Apéndice A).

4.2 CRESCIMENTO VEGETATIVO E PRODUCAO DE CONIDIOS

Para avaliar o crescimento vegetativo e a producao de conidios, os conidios
de cada uma das amostras foram inoculados no centro de uma placa de Petri (9 cm @)
contendo MPE com o auxilio de uma agulha de platina. As placas foram entdo incubadas em
camara climatizada (25+1 °C e fotofase de 12 h) por 10 dias. O crescimento vegetativo
correspondeu a area da coldnia, calculada com a média dos diametros opostos. Das mesmas
colbnias avaliou-se a producao de conidios, os quais foram removidos do meio com o auxilio
de uma espétula e recolhidos em um tubo. Os conidios foram suspensos em solucéo aquosa de
Tween 20 a 0,005 % (v/v) e submetidos a agitacdo em vortex por 30 segundos. Apés as
diluicdes necessarias, os conidios foram quantificados em camara de Neubauer. Considerou-
se como producdo o numero total de conidios da coldnia. Foram realizadas cinco repeticdes

para cada cultivo.

4.3 PRODUGAO DE CONIDIOS POR FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO

Para a producdo de conidios por fermentagdo em estado sdlido utilizando
arroz como substrato, foram adicionados, em 1 litro de agua destilada em ponto de ebulicéo,
500g de arroz parboilizado, que foi cozido por trés minutos no aparelho microondas em
poténcia maxima, tempo suficiente para que 0s grdos atingissem uma consisténcia
“emborrachada”. Através de uma peneira, a agua ndo absorvida pelo arroz foi escoada e 65 g
do arroz foram transferidos para garrafas de vidro de 500 mL devidamente tampadas com

papel toalha preso ao gargalo por um eléstico, e esterilizadas em autoclave por 30 minutos.
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Apobs o resfriamento em temperatura ambiente, cada garrafa foi inoculada com 1,5 mL de uma
suspensdo com 1,0x10° conidios mL™ e incubadas em camara climatizada (25+1 °C e fotofase
de 12 h) por 15 dias. Apos esse periodo a producdo de conidios foi avaliada adicionando-se
300 mL de uma solugdo aquosa de Tween 20 a 0,005 % (v/v) a cada garrafa, que foram
submetidas a agitacdo manual por trés minutos. Apos a etapa de homogeneizacéo, os conidios
foram quantificados em camara de Neubauer. Foram realizadas quatro repeticdes para cada

cultivo.
4.4 AVALIAGAO DA VIRULENCIA A ALPHITOBIUS DIAPERINUS

Para avaliar a viruléncia, 50 insetos adultos de A. diaperinus foram
colocados em placa de acrilico (6 cm @) e 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 apenas com solucdo aquosa de
Tween 20 a 0,005 % (v/v), utilizada como veiculo da suspensdo do fungo. Os insetos foram
alimentados com ragéo de milho esterilizada e mantidos em camara climatizada (25 + 1 °C e
fotofase de 12 h). A avaliacdo foi realizada ao 10° dia, quando os insetos mortos foram
acondicionados em camara umida climatizada (25 £ 1 °C) por mais cinco dias, para confirmar
a infeccdo pelo patdégeno. Foram realizadas seis repeticbes de 50 insetos para cada cultivo,

mais uma testemunha sem o contato com o fungo.
4.5 TOLERANCIA A RADIACAO UV

A sensibilidade dos conidios a radiacdo UV foi avaliada pela quantificacdo
de UFC, pois ainda que o método mais utilizado seja a germinacdo ap0s a exposi¢do
(BRAGA et al., 2002; FARGUES et al., 1996; MOORE et al., 1993; ZIMMERMANN,
1982), os resultados obtidos poderiam ser subestimados, j& que a exposicao a radiagdo pode
causar apenas um atraso na germinacgéo dos conidios sobreviventes (NASCIMENTO, 2010).

Assim, sobre a superficie do meio MPE foi inoculado 0,1 ml de uma
suspensdo com 1x10° conidios mL™ com alca de Drigalski. As placas sem tampa foram
colocadas em cémara de fluxo laminar, sob lampada germicida (253,7 nm, Philips TUV,
baixa pressdao 30W) a uma distancia de 52 cm. Apos a exposi¢do a radiacdo UV por um

minuto, e a ndo exposicdo, todas as placas foram fechadas e transferidas para camara
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climatizada (25 = 1 °C e fotofase de 12 h). O numero de coldnias formadas foi avaliado apds

quatro dias. Foram realizadas seis repeti¢cdes para cada cultivo.

4.6 TOLERANCIA A TEMPERATURA ELEVADA

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 unidades formadoras de
colénias (UFC), como descrito no tépico 4.5. Foram realizadas cinco repeticdes para cada

cultivo.

4.7 COMPATIBILIDADE QUIMICA ENTRE AZOXISTROBINA E BEAUVEIRA BASSIANA

Avaliou-se a compatibilidade entre os conidios dos sucessivos cultivos de B.
bassiana e o fungicida Azoxistrobina (Priori® 250 g i.a/L). Esse fungicida foi selecionado
para os testes de compatibilidade por apresentar seletividade a alguns isolados de B. bassiana
(CAVAGUCHI, 2008), e o objetivo era avaliar alteraces na seletividade apds 0s sucessivos
cultivos. Para isso, foi preparada uma solucéo na concentracdo de 0,1 mL/L do fungicida em
agua destilada. As variaveis avaliadas foram: germinacdo dos conidios e UFC. Para o teste de
germinacao, foram utilizadas placas de Petri contendo meio MPE onde foi aplicado 0,1 mL da
solucdo com fungicida. Apos a secagem da solucéo, foi inoculado 0,1 mL de uma suspensao
do fungo (1x10’ conidios mL™) com alca de Drigalski. Apds 20 horas (25 °C) observou-se,
em microscopio éptico (40x), um campo com aproximadamente 200 conidios subdivididos
em duas regides da placa, quantificando os germinados e ndo germinados. Para determinar as
UFC, inoculou-se 0,1 mL da suspenséo de conidios (1x10° conidios mL-1) sobre o0 meio MPE
tratado com a solucdo fungicida. As avaliagdes foram apds quatro dias, quantificando-se as
colbnias formadas. Foram utilizadas seis placas (repeticdes) por tratamento. Para as
testemunhas, foram preparadas placas inoculadas apenas com as suspensdes de conidios, sem
a presenca do fungicida.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para todos o0s experimentos realizados foram utilizados delineamentos

experimentais inteiramente casualizado em esquema fatorial (2x4) (meios de origem dos
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conidios x cultivos), os dados dos tratamentos foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para a avaliacdo da viruléncia a
Alphitobius diaperinus o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial (2x4)+1 (meios de origem dos conidios x cultivos) + testemunha, foi submetido a analise
de variadncia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), e a comparagao

entre as médias do fatorial com a testemunha foi feita pelo teste Dunnett (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CRESCIMENTO VEGETATIVO E PRODUCAO DE CONIDIOS

O crescimento vegetativo e producdo de conidios de B. bassiana foram
afetados ap6s 0s sucessivos cultivos em diferentes meios. Na comparagdo entre 0S sucessivos
cultivos, os conidios do isolado CG152, que se desenvolveram em meio BDA néo
apresentaram alteracdo no crescimento vegetativo. Para os conidios com origem em MPE,
houve reducdo no 20° cultivo, mas apds a segunda passagem do fungo pelo hospedeiro, no
cultivo 1°(B), a capacidade de crescimento vegetativo foi restaurada, e ndo diferiu dos
cultivos 1°(A) e 10° Na comparacgdo entre 0s meios, 0 crescimento vegetativo em MPE foi

superior ao BDA no 10° e 1°(B) cultivo, ndo diferindo nos demais (Figura 1); (Apéndice B).

Figural-  Crescimento vegetativo (cm2) in vitro de Beauveria bassiana proveniente de
cultivos sucessivos em BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE (Meio para
Producdo de Esporos), ap6s 10 dias de incubacdo; letras mindsculas comparam
0s cultivos em um mesmo meio, e maiusculas comparam 0s meios em um
mesmo cultivo, (Tukey p<0,05); CG 152 (CV=19,85 %), Unioeste 40 (CV=
9,70 %); 1°(A) primeiro cultivo em meio ap06s a passagem pelo hospedeiro;
1°(B) primeiro cultivo em meio, apds 20 passagens em meios e uma passagem

pelo hospedeiro.
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Ao comparamos 0s sucessivos cultivos do isolado Unioeste 40 proveniente
do meio BDA, observou-se uma reducdo no crescimento vegetativo para os conidios do 20°

cultivo, quando comparado ao 1°(A) e 10° Apo6s a segunda passagem do fungo pelo
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hospedeiro, quando se utilizaram os conidios provenientes do cultivo 1°(B), ndo houve
diferenca no crescimento vegetativo em relacdo aos demais cultivos. Para os conidios
(Unioeste 40) oriundos do meio MPE, também houve reducdo do crescimento vegetativo no
20° cultivo, entretanto, houve recuperagdo do crescimento no 1°(B), que néo diferiu do 10°.
Na comparacao entre 0s meios, 0s conidios de BDA obtiveram maior crescimento vegetativo
para o 1°(A) cultivo, ndo diferiram de MPE para 0 10° e 20° e foi inferior para o 1°(B).

A producdo de conidios ndo seguiu a mesma tendéncia do crescimento
vegetativo. Na comparacdo entre os sucessivos cultivos, o isolado CG 152, em meio BDA,
obteve no 20° cultivo, uma producdo aproximadamente cinco vezes maior do que os conidios
do 10° cultivo. Ja as producGes obtidas pelos conidios ap6s as passagens pelos hospedeiros,
em 1°(A) e 1°(B) foram intermediarias, ndo diferindo do 10° e 20° cultivos. Para os conidios
provenientes de MPE, a producdo ndo diferiu entre os sucessivos cultivos, ao contrério do que
ocorreu com 0 crescimento vegetativo, o qual apresentou reducdo para os conidios do 20°
cultivo. Ao se compararem 0s meios, 0s conidios provenientes de MPE obtiveram producéo
superior aos de BDA para o 1°(A) e 10° cultivos, com duas e sete vezes mais conidios,
respectivamente. Para os conidios de 20° e 1°(B), ndo houve diferenca entre os meios (Figura
2); (Apéndice B).

Figura2 - Producéo de conidios (x10’ conidios coldnia™) in vitro de Beauveria bassiana
proveniente de cultivos sucessivos em BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE
(Meio para Producdo de Esporos), apds 10 dias de incubacdo; letras mindsculas
comparam os cultivos em um mesmo meio, e mailsculas comparam 0S meios
em um mesmo cultivo, (Tukey p<0,05); CG 152 (CV=47,40 %), Unioeste 40
(CVv= 30,55 %); 1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a passagem pelo
hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, apds 20 passagens em meios e uma

passagem pelo hospedeiro.
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Para o isolado Unioeste 40 proveniente de BDA, a producédo de conidios
originados no 20° cultivo foi aproximadamente cinco vezes menor do que os de 10° Esse
comportamento foi contrario ao do isolado CG 152, mostrando a diferenca que pode existir
entre isolados. Apo6s a segunda passagem do Unioeste 40 pelo inseto em 1°(B), houve um
aumento na producdo de conidios que foi superior aos demais cultivos, produzindo até oito
vezes mais conidios que os de 20° cultivo. Para os cultivos em MPE, semelhante ao que
ocorreu em BDA, a producéo foi reduzida quando se utilizaram conidios do 20° cultivo, e ndo
diferiu de 1°(A). Apds a segunda passagem do fungo pelo hospedeiro em 1°(B), também
houve aumento da producédo de conidios, em relagdo aos de 20° cultivo. Na comparacao entre
0s meios, a producdo de conidios do Unioeste 40, oriundos do meio BDA, foi inferior ao
MPE para 0 1°(A) e 20° cultivo, ndo diferiu no 10° e foi maior no 1°(B).

Os resultados obtidos mostraram que ndo houve correlagdo entre o
crescimento vegetativo e a producdo de conidios em alguns cultivos, como por exemplo, para
o0 isolado Unioeste 40 proveniente do 1°(B), em que o crescimento vegetativo foi maior para
0s conidios de MPE e a producdo foi maior para os de BDA. Para conidios do 1°(A) também
ndo houve correlagdo, com maior crescimento vegetativo em BDA, e maior producdo em
MPE. Essas diferencas entre crescimento vegetativo e producdo de conidios sugerem que a
area da colbnia pode expressar o crescimento vegetativo, mas nem sempre reflete o
verdadeiro desenvolvimento do fungo no que se refere a quantidade de conidio produzido
(MUSTAFA; KAUR, 2009; SHAH et al., 2005).

O efeito dos cultivos sucessivos in vitro e in vivo, em relacdo a producéo de
conidios, é altamente dependente de caracteristicas especificas dos isolados (BUTT et al,.
2006) e também do meio em que sdo cultivados. Safavi et al. (2007) avaliando o crescimento
vegetativo e a producdo de conidios em diferentes meios de cultivo verificaram que, entre 0s
trés isolados de B. bassiana testados, cada um apresentou uma resposta diferente ao meio,
para as duas varidveis avaliadas. Assim, o suprimento de nutrientes nos meios de cultivo e as
condi¢cdes em que sdo cultivados afetam as caracteristicas de crescimento da grande maioria
dos fungos entomopatogénicos (HUMBER, 2008). Esse fato também foi verificado nesse
estudo, onde ambos isolados avaliados apresentaram diferengas no crescimento vegetativo e
producdo de conidios influenciadas pelos meios onde foram cultivados e também pelos
sucessivos cultivos.

O estudo dos efeitos de cultivos sucessivos in vitro e dos diferentes meios,
tanto para o crescimento vegetativo, como para a producdo de conidios, é de fundamental

importancia, pois 0 bom desempenho dos fungos entomopatogénicos no controle biologico é
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dependente da sua capacidade em produzir altas concentracfes de propagulos infectivos in
vitro, visto que, para um controle efetivo de pragas, é necessario que haja um elevado
potencial de indculo na area, o que se consegue por meio de aplica¢bes inundativas no campo
(ALVES; PEREIRA, 1998).

Atenuacdes em algumas caracteristicas como crescimento, esporulacéo e
viruléncia podem  ocorrer ap0s  sucessivos  cultivos de alguns isolados
(KHACHATOURIANS, 1991; HAYDEN et al., 1992), o que pode ser decorréncia de
mudancas genéticas por meio de um ciclo parassexual em B. bassiana relatado por Paccola-
Meirelles e Azevedo (1991), e talvez possa ser minimizada pela passagem rotineira do isolado
pelo hospedeiro ou pela utilizacdo de isolamentos monospéricos (FENG et al., 1994). Foi
verificado por Kawakami (1960), que alteragdes morfologicas das colonias e taxa de
crescimento de um fungo entomopatogénico, foram revertidas apds uma unica passagem pelo
hospedeiro. Esse fato também ocorreu no presente trabalho para os dois isolados avaliados,
onde os conidios produzidos em MPE sofreram reducdo na area das colbnias apds o0s
sucessivos cultivos, e com a passagem do fungo pelo hospedeiro, a capacidade de crescimento
vegetativo foi restaurada. A producdo do isolado Unioeste 40, tanto em BDA, como em MPE,
que decaiu apds os sucessivos cultivos, também obteve um incremento apds a passagem pelo
hospedeiro.

Além disso, é importante saber que a passagem do fungo pelo hospedeiro
restabeleceu a capacidade de crescimento vegetativo e de producdo para os conidios ap6s 0s
sucessivos cultivos, independente do meio em que ocorreram, pois em producgdes em larga
escala, caso os 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.

Os estudos sobre crescimento e esporulagdo de fungos entomopatogénicos
resultam em dados bastante diversificados, o que pode ser devido a variabilidade existente
entre os isolados, ou até, aos diferentes métodos de avaliacdo utilizados. Estabelecer
condicBes de cultivo que promovam a alta producdo de propagulos infectivos sdo essenciais
para a qualidade da producdo em larga escala e para a competitividade dos produtos
comerciais (BARBOSA et al. 2002).
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5.2 PRODUCAO DE CONIDIOS POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Os sucessivos cultivos dos isolados de B. bassiana em diferentes meios
afetaram a producdo de conidios em arroz. Para o isolado CG 152 proveniente do meio BDA,
as maiores producdes em arroz foram em 1°(A) e 1°(B), que nédo diferiram entre si. Ja as
producgdes no 10° e 20° cultivo foram menores, principalmente em relagdo ao 1°(B), que
chegou a produzir aproximadamente cinco vezes mais conidios comparados ao 20°. Para 0s
conidios provenientes de MPE, os menores valores foram obtidos para os de 1°(A) e 10°
cultivos, havendo um incremento para os de 20° e 1°(B), ndo diferindo entre si. Na
comparagdo entre 0s meios, a producdo em arroz foi superior quando se utilizaram conidios
(CG 152) provenientes de MPE, sendo a diferenca entre eles, mais pronunciada para 0s
conidios do 20° cultivo, onde a producdo em MPE foi de 92,51 x10’conidios g, e em BDA
foi de 11,33 x10” conidios g™, confirmando a influéncia das condicdes nutricionais de cultivo

sobre a capacidade produtiva do fungo (Figura 3); (Apéndice C).

Figura 3. — Producéo de conidios de Beauveria bassiana em arroz, inoculado com conidios
provenientes de cultivos sucessivos em BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE
(Meio para Produgdo de Esporos), 15 dias apds incubagdo; letras minusculas
comparam os cultivos em um mesmo meio, e maidsculas comparam 0s meios
em um mesmo cultivo, (Tukey p<0,05); CG 152 (CV=22,07 %), Unioeste 40
(CVv= 50,34 %); 1°(A) primeiro cultivo em meio apds a passagem pelo
hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, apds 20 passagens em meios € uma
passagem pelo hospedeiro.
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Para o isolado Unioeste 40, os conidios originados dos cultivos em BDA
proporcionaram uma baixa producdo em arroz, ndo havendo diferencas entre 0s sucessivos
cultivos. Ja para os conidios oriundos do meio MPE, o isolado Unioeste 40 seguiu a mesma
tendéncia do CG 152, com maior producdo para os conidios de 20° e 1°(B) cultivos, que ndo
diferiram entre si. Na comparacdo entre 0s meios, a producdo foi maior para 0s conidios
(Unioeste 40) provenientes do MPE em todos os cultivos, sendo que a maior diferenca foi
também para os de 20° cultivo, que produziu 44,50 x10’conidios g* em MPE e 4,58
x10conidios g™ em BDA. O aumento da produco para os conidios do 20° cultivo em MPE
provavelmente esta relacionado com o fato de ser o meio MPE mais rico ou elaborado
propiciando ao fungo ali desenvolvido, melhores condi¢des nutricionais que se refletiram
guando inoculado no arroz.

Também em outros trabalhos, observou-se que os fungos
entomopatogénicos podem apresentar reducdo no crescimento vegetativo e producdo de
conidios apds os cultivos sucessivos in vitro. Alguns isolados de Paecilomyces fumosoroseus
(Wise) reduziram a producao de micélio em meio liquido e de conidios em meio solido apos
30 cultivos em meio SDA (Sabouraund, Dextrose, Agar) (VANDENBERG; CATONE,
2004). Entretanto, esse comportamento pode variar entre os isolados e com 0 meio de cultivo
onde o inéculo foi produzido (QUESADA-MORAGA; VEY, 2003). Houve alteracdo na
producdo de conidios em arroz ap0s 0s sucessivos cultivos, entretanto, os dois isolados
avaliados, tanto em meio BDA como em MPE obtiveram um incremento e/ou manutencao da
producdo no cultivo 1°(B), que ocorreu ap6s uma unica passagem do fungo pelo inseto,
demonstrando que a capacidade produtiva do fungo pode ser restaurada apds sua passagem
pelo hospedeiro. Esses resultados confirmam a necessidade de se fazer periodicamente o
controle de qualidade dos propagulos produzidos em larga escala, o que possibilitara
identificar a necessidade de se realizar a passagem do fungo pelo hospedeiro (ALVES et al.,
2008c)

A composicdo do meio, bem como a quantidade de nutrientes disponiveis,
pode influenciar o desenvolvimento do fungo, a producéo de conidios e a viruléncia desses
micro-organismos (KAMP; BIDOCHKA, 2002). Nesse estudo, foi possivel verificar, para os
isolados avaliados, que o meio de cultivo onde se iniciam o0s cultivos também afeta a
producdo de conidios em arroz, pois 0s sucessivos cultivos em MPE originaram conidios mais
produtivos do que os de BDA, obtendo as maiores produgdes em arroz. Essa informagéo é de
grande relevancia, possibilitando a um produto comercial a base de arroz, tornar-se mais

competitivo e econdmico para o produtor.
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Os substratos solidos, especialmente grdos de arroz, sdao 0os mais utilizados
para a producdo de fungos entomopatogénicos em larga escala, principalmente devido ao
baixo custo (ALVES; PEREIRA 1998). E comum que 0s processos de producdo se iniciem
com a multiplicacdo dos conidios em meio BDA, o0s quais sdo posteriormente utilizados para
a producdo em matrizes solidas ou liquidas (LEITE et al., 2003). Esse fato torna relevante a
pesquisa e utilizacdo de um meio de cultivo que eleve e/ou preserve as caracteristicas
produtivas, como ocorreu nesse estudo com o meio MPE, ou entdo, realizar a passagem
periddica do fungo pelo hospedeiro, ja que a estabilidade da capacidade produtiva é uma
caracteristica desejavel para o desenvolvimento de produtos comerciais a base de fungos
(VANDENBERG; CATONE 2004).

A possibilidade de cultivo in vitro é uma das principais vantagens de fungos
entomopatogénicos como B. bassiana (LEITE et al., 2003), e a capacidade de aumento e/ou
manutencdo da produtividade é uma caracteristica importante na produgdo em larga escala.
Por esse motivo, € importante conhecer os efeitos das condi¢Bes nutricionais e dos sucessivos

cultivos do fungo em relacéo a producéo de conidios em arroz.

5.3 AVALIACAO DA VIRULENCIA A ALPHITOBIUS DIAPERINUS

Os sucessivos cultivos in vitro e as condi¢Bes nutricionais do meio de
cultivo afetaram a viruléncia de B. bassiana a A. diaperinus. Para o isolado CG 152 os
sucessivos cultivos nos meios BDA e MPE néo reduziram as mortalidades total e confirmada,
e a passagem do fungo pelo hospedeiro ndo favoreceu o incremento da viruléncia (Figura 4);
(Apéndice D).
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Figura4 -  Mortalidade de Alphitobius diaperinus por Beauveria bassiana (CG 152)
proveniente de cultivos sucessivos em BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE
(Meio para Producdo de Esporos) ao décimo dia ap6s a aplicacdo; letras
mindsculas comparam o0s cultivos em um mesmo meio, e maiusculas
comparam 0s meios em um mesmo cultivo, (Tukey, p<0,05); para mortalidade
total (CV=35,04 %) e confirmada (CV=38,04 %). As mortalidades nas
testemunhas, total (4,00 %) e confirmada (0 %), diferem dos demais
tratamentos (Dunnett, p<0,05); 1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a
passagem pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, apds 20 passagens
em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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Para o isolado Unioeste 40, proveniente do meio BDA houve manutencdo
nos niveis de mortalidade total e confirmada até o 10° cultivo, e um incremento no 20°. Apos
a segunda passagem dos conidios pelo hospedeiro, em 1°(B), ndo houve diferenca em relagéo
aos demais cultivos. Para os conidios oriundos de MPE, a estabilidade na viruléncia foi
mantida ao longo dos cultivos (Figura 5); (Apéndice D). Na comparacdo entre 0s meios, 0S
conidios do isolado CG 152, originados em MPE no 10° cultivo, obtiveram as maiores taxas
de mortalidade total e confirmada. Nos demais cultivos, para os dois isolados, ndo houve
diferenca entre BDA e MPE. As mortalidades, total e confirmada, nos tratamentos com o0s

conidios provenientes dos sucessivos cultivos foram superiores as testemunhas.
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Figura5- Mortalidade de Alphitobius diaperinus por Beauveria bassiana (Unioeste 40)
proveniente de cultivos sucessivos em BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE
(Meio para Producdo de Esporos) ao décimo dia ap6s a aplicacdo; letras
minudsculas comparam os cultivos em um mesmo meio, e maiusculas comparam
0S meios em um mesmo cultivo, (Tukey, p<0,05); para mortalidade total
(CV=24,59 %) e confirmada (CV=32,19 %). As mortalidades nas testemunhas,
total (4,00 %) e confirmada (0 %), diferem dos demais tratamentos (Dunnett,
p<0,05); 1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a passagem pelo hospedeiro;
1°(B) primeiro cultivo em meio, ap6s 20 passagens em meios € uma passagem
pelo hospedeiro
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A estabilidade de viruléncia ap0s sucessivas passagens in vitro é uma
caracteristica desejavel para fungos entomopatogénicos produzidos em larga escala
(VANDENBERG; CANTONE, 2004). Entretanto, os efeitos desses sucessivos cultivos na
viruléncia variam com as espécies e os isolados (QUESADA-MORAGA; VEY, 2003).

Alguns trabalhos indicam a manutencdo da viruléncia apds sucessivas
repicagens de hyphomycetes in vitro (HALL, 1980; HAYDEN et al., 1992), porém outros
relatam sua reducdo (FARGUES; ROBERT, 1983; SHAH et al., 2007). Aizawa (1979) e
Morrow et al. (1989) verificaram redugdo da viruléncia de N. rileyi e B. bassiana apés 10 e 16
passagens por meio de cultura, respectivamente. Entretanto, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre as taxas de mortalidade de Bemisia argentifoli infectadas com fungos apds
15 passagens em meio SDA (Sabouraud, Dextrose, Agar) (BROWNBRIDGE, 2001). Apés 30
transferéncias sucessivas in vitro ndo foi observada alteragdo na viruléncia de Paecilomyces
fumosoroseus (VANDENBERG; CATONE 2004). Da mesma forma, ap6s 15 subcultivos in

vitro, ndo ocorreu a perda de viruléncia para Paecilomyces farinosus (HAYDEN et al., 1992).
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Apesar dos resultados obtidos no presente trabalho mostrarem alteracdes
nos demais parametros biologicos de Beauveria bassiana provocadas pelos sucessivos
cultivos in vitro, a estabilidade na viruléncia foi mantida para o isolado CG 152 proveniente
dos dois meios avaliados. Essas diferencas também foram observadas por Hall (1980), onde
mesmo apds 98 passagens in vitro de Verticillium lecanni, a viruléncia a Macrosiphoniella
sanborni ndo foi afetada, mas ocorreram alteracbes morfologicas e reducdo na taxa de
crescimento das col6nias.

A passagem dos isolados CG 152 e Unioeste 40 pelo hospedeiro Alphitobius
diaperinus ndo favoreceu o incremento nos niveis de mortalidade. Resultados semelhantes
foram obtidos por outros autores, como Latch (1976) e Morrow et al. (1989), que também néo
observaram aumento da viruléncia de B. bassiana apos passagem pelo hospedeiro. Entretanto,
resultados contrastantes foram obtidos em alguns trabalhos que verificaram incremento na
viruléncia de entomopatogenos ap6s algumas passagens por insetos hospedeiros
(KAWAKAMI, 1960, FARGUES; ROBERT, 1983).

A viruléncia de conidios é fortemente dependente das condi¢fes nutricionais
durante o cultivo (SHAH et I., 2005). O tipo de meio de cultivo também pode afetar os
sucessivos cultivos in vitro, como foi verificado por Quesada-Moraga e Vey (2003), onde
duas passagens pelo meio SDA causaram um declinio na viruléncia de conidios, enquanto
duas passagens através MA (Malte, Agar) resultaram em conidios mais virulentos. No
presente estudo, ndo houve diferenga na porcentagem de mortalidade obtida com os conidios
produzidos tanto em meio BDA como em MPE, entretanto, o isolado Unioeste 40, originado
em BDA foi o Unico que sofreu alteracdo na viruléncia ap0s os sucessivos cultivos, o que
confirma que esse parametro pode variar com 0s meios e isolados analisados.

Essas aparentes contradicbes sobre a viruléncia de fungos
entomopatogénicos apds sucessivas repicagens em diferentes meios de cultura servem para
realcar a consideravel variacdo inter e intraespecifica para a estabilidade genética desta
caracteristica. Outro fator que pode ser responsavel por esta variabilidade nos resultados
obtidos em diferentes estudos sdo as diferentes metodologias empregadas, por exemplo,
utilizacdo de conidios de origem monospoérica ou multispérica, uso de meios de cultura mais
nutritivos, mutac6es e condi¢Oes de cultivo (BROWNBRIDGE et al., 2001).
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5.4 TOLERANCIA A RADIACAO UV

A interacdo entre o0s sucessivos cultivos e os diferentes meios foi
significativa, e a viabilidade dos conidios foi reduzida apds a exposic¢do a radia¢cdo UV por um
minuto. Para conidios do isolado CG 152, provenientes de BDA, e que ndo foram expostos a
radiacdo UV, houve reducdo no ndmero de UFC no 10° cultivo. Apos a segunda passagem
pelo hospedeiro, em 1°(B), houve um incremento nas UFC, superior aos demais cultivos. Para
os conidios do isolado CG152, oriundos de MPE, nao houve diferenga na quantidade de UFC
do 1°(A) ao 20° cultivo, e apenas em 1°(B) houve um acréscimo em relacdo aos demais. Na
comparacdo entre 0s meios, 0s conidios ndo expostos, originados em MPE no 1°(A) e 10°
cultivo obtiveram maior numero de UFC que os de BDA, e no 20° e 1°(B) ndo houve

diferenca (Figura 6); (Apéndice E).

Figura 6 — Unidades formadoras de colonias (UFC) de Beauveria bassiana (CG 152) a
partir de conidios provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (Batata,
Dextrose, Agar) e MPE (Meio para Producdo de Esporos), ndo expostos e
expostos a radiagdo ultravioleta por um minuto; letras minasculas comparam 0s
cultivos em um mesmo meio, e as maiusculas comparam 0S meios em um
mesmo cultivo, (Tukey, p<0,05); N&o expostos a radiacdo ultravioleta (CV=
15,07 %); Expostos a radiacdo ultravioleta (CV= 39,69 %); 1°(A) primeiro
cultivo em meio apds a passagem pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em
meio, apos 20 passagens em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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Para os conidios (CG 152) que foram expostos a radiacdo UV, originados
em meio BDA, a tolerancia a UV foi afetada pelos sucessivos cultivos, sendo que os mais
tolerantes foram obtidos em 1°(A). J& os mais sensiveis foram os de 10° e 20°, que ndo
diferiram entre si. O cultivo 1°(B) produziu conidios de sensibilidade intermediaria, ndo
diferindo dos demais. Para os conidios oriundos de MPE, houve manutengdo do nimero de
UFC ao longo dos sucessivos cultivos. Na comparagdo entre os meios, o desenvolvimento em
MPE foi mais favoravel no 10° e 20°, produzindo o dobro de UFC do que em BDA, e nédo
diferiu nos demais.

Houve variabilidade entre os isolados de B. bassiana em relac&o a tolerancia
a radiacdo UV apos os sucessivos cultivos. Para o isolado Unioeste 40, proveniente do meio
BDA e ndo expostos a radiacdo UV, os sucessivos cultivos afetaram a formacdo de UFC. O
menor nimero foi observado no 1°(A) e 10° cultivo, que ndo diferiram. Houve um aumento
no nimero de UFC no 20° e 1°(B) cultivos, quando comparados ao 10°, porém nao diferiram
de 1°(A). Os conidios do Unioeste 40 originados em MPE foram afetados negativamente no
10° e 20° cultivos, porém, ap6s a passagem pelo inseto, em 1°(B), o nimero de UFC
aumentou, e ndo diferiu de 1°(A). Na comparacdo entre 0S meios, observou-se maior
formagdo de UFC a partir dos conidios produzidos em MPE em todos os cultivos, exceto no
20°, em que ndo diferiu dos produzidos em BDA (Figura 7); (Apéndice E).
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Figura 7 — Unidades formadoras de colénias (UFC) de Beauveria bassiana (Unioeste 40) a
partir de conidios provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (Batata,
Dextrose, Agar) e MPE (Meio para Producio de Esporos), ndo expostos e
expostos a radiacdo ultravioleta por um minuto; letras mindsculas comparam 0s
cultivos em um mesmo meio, € as mailsculas comparam 0s meios em um
mesmo cultivo, (Tukey, p<0,05); Ndo expostos a radiacdo ultravioleta (CV=
17,49 %); Expostos a radiacdo ultravioleta (CV= 58,34 %); 1°(A) primeiro
cultivo em meio apds a passagem pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em
meio, apds 20 passagens em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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Apobs a exposicdo do isolado Unioeste 40 a radiacdo UV, os conidios
provenientes de BDA ndo sofreram alteragdo na viabilidade na comparacdo entre o0s
sucessivos cultivos. Para os de MPE, houve manutencdo na quantidade de UFC do 1°(A) ao
20° cultivo, porém, ap6s a passagem pelo hospedeiro em 1°(B), foi observado um aumento de
aproximadamente quatro vezes em relagdo ao 20°. Na comparagéo entre os meios, ndo houve
diferenca entre os cultivos, exceto em 1°(B), onde MPE proporcionou maior tolerancia dos
conidios a radiacdo UV.

Para os dois isolados avaliados, a qualidade dos conidios provenientes tanto
de MPE quanto de BDA foi afetada pela radiacdo UV, o que foi observado pela reducgéo da
quantidade de UFC em relacdo aos nao expostos. Considerando o numero médio de UFC em
todos os cultivos, o isolado CG 152 oriundo de BDA e MPE exposto a radiacdo UV, obteve
respectivamente 78 % e 71 % de reducdo na viabilidade. O mesmo ocorreu para o isolado
Unioeste 40, onde a reducdo da viabilidade foi de aproximadamente 68 % em BDA e 75 %
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em MPE (Figuras 6 e 7). Estes resultados confirmam a sensibilidade do fungo a radiacéo, o
que pode comprometer sua eficiéncia no campo, atraves de danos causados as
macromoléculas celulares, como os ribossomos, as proteinas, as biomembranas, 0 RNA e o
DNA (ENGELBERG et al., 1994;. GRIFFITHS et al., 1998), sendo que um dos fatores da
inativacdo dos conidios é a formacdo de dimeros de pirimidina ciclobutano no DNA
(CHELICO et al., 2005), que ¢é capaz de reduzir a eficiéncia de fungos em programas de
controle bioldgico.

A tolerancia a radiacdo UV é considerada uma caracteristica fenotipica de
natureza quantitativa, e envolve artificios de defesa que impedem ou reduzem os danos aos
componentes intracelulares. Ela também esta relacionada a varios sistemas que repararam 0s
danos causados pela radiacdo durante a recuperacdo celular (CHELICO et al., 2006). Essa
caracteristica pode ser influenciada pelo ambiente, e assim, alteracdes em métodos de cultivo
e componentes nutricionais do meio podem ser utilizadas como estratégias para aumentar a
tolerancia do fungo a radiacdo UV (RANGEL et al., 2004). Os resultados obtidos no presente
trabalho mostraram que um dos fatores que interfere na tolerancia do fungo a radiacdo UV é a
condig&o nutricional oferecida durante seu cultivo.

Entre as possiveis ferramentas que se pode utilizar durante as fases de
crescimento e esporulacdo para elevar a tolerancia dos conidios a radiacdo UV, esta a
exposicdo a estresse ambiental ou nutricional, que aparentemente, pode levar a producéo de
conidios com maior resisténcia a radiacdo UV em um fendmeno conhecido como protecdo
cruzada (RANGEL et al., 2008). Assim, a manipulacdo das condicdes fisicas e/ou quimicas
do meio de cultivo € uma possibilidade para aumentar a tolerancia a radiacdo UV (RANGEL
et al., 2004), bem como a adicdo de alguns nutrientes a meios usualmente empregados na
producdo massal de fungos, que também podem aumentar essa tolerancia.

Alguns estudos mostram que conidios produzidos em meios nao adequados
ao desenvolvimento dos fungos podem apresentar maior resisténcia a radiacdo UV. Este fato
foi verificado por Rangel et al. (2006) que cultivaram o fungo em meio de batata, dextrose,
agar com extrato de levedura (PDAY), em Meio Minimo (MM, meio Czapek sem sacarose)
ou em meio minimo com dezesseis diferentes fontes de carbono. Os autores observaram que
conidios produzidos sob estresse nutritivo (MM ou MM suplementados com diferentes fontes
de carbono ndo-preferenciais, por exemplo, frutose, galactose, lactose) apresentavam uma
tolerancia pelo menos duas vezes maior do que os conidios produzidos em meio rico (PDAY).
Respostas semelhantes foram obtidas neste estudo, onde o isolado Unioeste 40 cultivado em

meio BDA, com menor disponibilidade de nutrientes, mostrou maior tolerancia a radiagdo UV
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do que em MPE, e também ndo sofreu alteracdo no ndmero de UFC ap0s 0S sucessivos
cultivos. Entretanto, esse fato ndo ocorre para todos os isolados, ja que para o isolado CG 152,
a maior tolerdncia foi observada para os conidios oriundos de MPE, com maior
disponibilidade de nutrientes. Assim, os isolados possuem comportamento diferencial entre si
dependendo do meio de cultivo. Santoro (2011) constatou que as necessidades nutricionais de
B. bassiana variam para os diferentes isolados, 0 que pode estar associado a variabilidade
genética entre eles.

Para incrementar a tolerdncia a radiacdo UV, além da manipulacéo
nutricional do meio de cultivo, é necessario selecionar isolados mais resistentes. Alguns
trabalhos mostram uma grande variabilidade na tolerancia a radiacao solar entre B. bassiana e
M. anisopliae e até mesmo entre isolados da mesma espécie (FARGUES et al., 1996;
FERNANDES et al., 2007). Desta forma, estudos tém procurado selecionar isolados mais
resistentes bem como a adicdo de fotoprotetores nas formulagdes (INGLIS et al., 1995;
EDGINGTON et al., 2000; REDDY et al., 2008). Os resultados obtidos no presente trabalho
também mostraram variabilidade entre os isolados de B. bassiana em relacdo a tolerancia a
radiacdo UV. Os sucessivos cultivos em diferentes meios afetaram a sensibilidade dos
conidios a radiacdo, e a passagem do fungo pelo hospedeiro foi benéfica, podendo ser

considerada mais uma estratégia para aumentar a tolerancia do fungo a radiacédo UV.

5.5 TOLERANCIA A TEMPERATURA ELEVADA

A exposicdo dos conidios a temperatura de 30 °C, por 15 dias, foi suficiente
para reduzir a sua viabilidade. A interacdo entre 0s sucessivos cultivos e os meios de cultivo
foi significativa, afetando a qualidade dos conidios dos isolados CG 152 e Unioeste 40 ap0s a
exposicao a temperatura elevada. Para CG 152, proveniente do meio BDA, e que ndo foi
exposto a temperatura de 30 °C, o numero de UFC (24) foi baixo no cultivo 1°(A), com um
aumento de aproximadamente duas vezes no 10° e 20° que ndo diferiram entre si, e de 10
vezes no cultivo 1°(B), que obteve 236 UFC. Para os conidios provenientes de MPE, houve
manutenc¢do na quantidade de UFC até o 20° cultivo, e apds segunda passagem do fungo pelo
hospedeiro, em 1°(B), a quantidade de UFC aumentou aproximadamente 57 %. Na
comparagdo entre 0s meios, o numero de UFC foi maior para os conidios oriundos de MPE,
exceto em 1°(B) (Figura 8); (Apéndice F).
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Figura 8 — Unidades formadoras de colonias (UFC) de Beauveria bassiana (CG 152) com
conidios provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (Batata, Dextrose,
Agar) e MPE (Meio para Producdo de Esporos), ndo expostos e expostos a 30 °C
por 15 dias; letras mintsculas comparam os cultivos em um mesmo meio, e as
mailsculas comparam 0s meios em um mesmo cultivo, pelo teste de Tukey
(p<0,05); Néo expostos a 30 °C (CV=8,53 %); Expostos a 30 °C (CV=13,38 %);
1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a passagem pelo hospedeiro; 1°(B)
primeiro cultivo em meio, apds 20 passagens em meios e uma passagem pelo

hospedeiro.
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Apds a exposicdo a 30 ° C, a maior tolerancia a temperatura foi observada
para os conidios originados do fungo (CG 152) que se desenvolveu em BDA no cultivo 1°(B),
com 76 UFC. J& os mais suscetiveis foram os de 10° e 20°, com 18 e 21 UFC
respectivamente, e que ndo diferiram entre si. Para os conidios obtidos do fungo que se
desenvolveu em meio MPE, houve um aumento crescente da tolerancia a temperatura, que foi
maior no 20° e 1°(B), com 63 e 65 UFC, ndo diferindo entre si. Assim, na compara¢do entre
0s meios, BDA proporcionou maior tolerancia em 1°(A) e 1°(B), ja nos cultivos 10° e 20°,
MPE mostrou-se superior.

Foi possivel observar uma variabilidade entre 0 comportamento dos isolados
de B. bassiana em relacdo ao crescimento sob diferentes temperaturas. Para o isolado
Unioeste 40, oriundo do meio BDA, e ndo exposto a temperatura elevada, 0s sucessivos
cultivos afetaram o numero de UFC. Comparados ao 1°(A) cultivo, houve reducdo de UFC

em até 65 % para os conidios de 10° e 20° cultivo, os quais nao diferiram entre si. Apés uma
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nova passagem do fungo pelo hospedeiro, em 1°(B), houve um incremento do nimero de
UFC, que foi aproximadamente trés vezes maior em relacdo ao nimero obtido no 20° cultivo.
Para os conidios oriundos de MPE, as menores quantidades de UFC também foram
observadas para conidios de 10° e 20° cultivos, com 18 e 49 UFC, quando comparadas aos de
1°(A) e 1°(B), com 91 e 115 UFC respectivamente. Na comparagdo entre 0s meios, 0S
conidios provenientes de BDA apresentaram maior quantidade de UFC, exceto no 20° cultivo

em que ndo diferiu de MPE (Figura 9); (Apéndice F).

Figura9 — Unidades formadoras de col6nias (UFC) de Beauveria bassiana (Unioeste 40)
com conidios provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (Batata,
Dextrose, Agar) e MPE (Meio para Producio de Esporos), ndo expostos e
expostos a 30 °C por 15 dias; letras minusculas comparam os cultivos em um
mesmo meio, e as maidsculas comparam 0s meios em um mesmo cultivo, pelo
teste de Tukey (p<0,05); Ndo expostos a 30° C (CV=13,23 %); Expostos a 30 °C
(CVv=26,52 %) 1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a passagem pelo
hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, apds 20 passagens em meios e uma
passagem pelo hospedeiro.
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A exposigdo dos conidios do isolado Unioeste 40 a temperatura de 30 °C
afetou drasticamente sua qualidade, com reducdo no nimero de UFC superior a 90 % para 0s
de BDA e de 98 % para os de MPE. Na comparacao entre 0s sucessivos cultivos, os conidios

provenientes de BDA no 20° e 1°(B), foram menos afetados pela temperatura quando
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comparados aos de 1°(A) e 10°. Para os conidios de MPE ndo houve diferenca entre 0s
cultivos. Na comparacdo entre os meios, BDA foi superior em todos os cultivos.

As condig¢des nutricionais dos meios de origem dos conidios nas diferentes
repicagens e as diferencas genéticas entre os isolados podem ser responsaveis pelas
variabilidades dos resultados. O meio MPE, nutricionalmente mais rico, pode ter favorecido,
ao longo das repicagens, uma melhor reserva de nutrientes nos conidios, proporcionando ao
isolado CG 152 uma maior tolerancia a temperatura, quando comparado aos originados em
BDA no 10° e 20° cultivos.

Levando em consideragdo o nimero médio de UFC dos conidios nédo
expostos e expostos a 30 °C, o cultivo em meio BDA proporcionou maior termotolerancia aos
dois isolados avaliados. Essa caracteristica pode estar relacionada a uma menor variabilidade
e disponibilidade de nutrientes no meio BDA, pois segundo Rangel (2008), o estresse
nutricional pode estar relacionado com uma maior termotolerancia. Os conidios cultivados
sob condi¢des limitadas de nutrientes podem concentrar maior quantidade de trealose (LENG
et al., 2011), que é um carboidrato, e seu acumulo nos conidios confere maior termotolerancia
aos fungos (HALLSWORTH; MARGAN, 1995; SINGER; LINDQUIST, 1998). Além disso,
a adicdo de carboidrato no meio de cultivo também favorece o acumulo de trealose nas células
fangicas (KIM et al., 2010), o que pode explicar a maior tolerancia proporcionada pelo meio
BDA, composto por dextrose e batata, fonte de carboidratos e amido, que somados
correspondem a 30 % de sua composi¢do. Outro fator relacionado a maior termotolerancia
dos conidios produzidos em meio BDA esta relacionado com o alto teor de carbono presente
nos conidios, provavelmente devido a presenca de amido e outros carboidratos proveniente da
batata, além da adicéo de dextrose (SANTORO, 2011).

Os resultados obtidos para os conidios produzidos nos dois meios de cultivo
sugerem que a manipulacdo das condi¢Ges nutricionais do meio pode incrementar a
termotolerancia, assim como a passagem do fungo pelo hospedeiro, que também pode
favorecer a manutencdo e/ou aumento dessa caracteristica. Esse fato leva a possibilidade de
aprimorar a qualidade da producédo de fungos em larga escala, resultando em patégenos mais
tolerantes, pois uma das principais razes da reducdo na vida util dos fungos € a instabilidade
a altas temperaturas (DEVI et al., 2005; FERNANDES et al., 2007; KIM et al., 2008).

Entre os danos causados pela alta temperatura, o principal deles é a
desnaturacdo de proteinas (SETLOW; SETLOW, 1998). Assim, conidios mais tolerantes a
temperaturas elevadas sdo essenciais para manter a viabilidade e também sdo importantes

durante o processo infeccioso, pois alguns insetos, em especial quando doentes, podem elevar
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a temperatura do corpo acima da temperatura ambiente, quer como parte de sua resposta
imune inata ou se aquecendo ao sol, um fenémeno conhecido como "febre comportamental™
(HEINRICH, 1995; ROY et al., 2006). O aumento da temperatura corporal é uma maneira
eficaz de afastar as infec¢des fungicas (CRECY et al., 2009), uma vez que a maioria dos
fungos utilizados no controle bioldgico apresenta limite térmico para germinacdo e
crescimento de 32 a 34°C (FARGUES et al., 1996; OUEDRAOGO et al., 1997).

A temperatura € um dos principais fatores limitantes para fungos
entomopatogénicos (ROBERTS; CAMPBELL, 1977), pois eles sdo incapazes de se
protegerem das variagdes de temperatura através de sistemas fisioldgicos (ALVES, 1982).
Além de atributos como a alta producéo, viruléncia e tolerancia a radiacdo UV, o bom
desempenho dos fungos no controle bioldgico depende também da termotoleréncia dos
conidios, principalmente em regifes mais quentes, tanto no armazenamento, aumentando a
vida de prateleira como no campo mantendo a viabilidade até entrar em contato com o

hospedeiro.

5.6 COMPATIBILIDADE QUIMICA ENTRE AZOXISTROBINA E BEAUVERIA BASSIANA

O fungicida azoxistrobina afetou a viabilidade dos conidios avaliados neste
estudo. A interacdo entre os sucessivos cultivos e os meios foi significativa, afetando o
numero de UFC e a germinacédo dos conidios dos isolados CG 152 e Unioeste 40 antes e ap0s
a exposicéo ao fungicida. Na avaliacdo da germinacdo, o isolado CG 152, cultivado em meio
BDA e que ndo foi exposto ao fungicida, obteve a menor porcentagem de germinacdo apés a
segunda passagem pelo hospedeiro em 1°(B). Os conidios originados nos cultivos 1°(A) e 20°
foram responsaveis pelos maiores valores, e ndo diferiram entre si. Para os conidios
originados em MPE, os sucessivos cultivos, sem exposi¢cdo ao fungicida, ndo afetaram a
germinacdo, e ainda foram superiores aos conidios originados em BDA (Figura 10);
(Apéndice G).
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Figura 10 — Germinacdo de Beauveria bassiana (CG 152) com conidios provenientes de
cultivos sucessivos em meio BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE (Meio para
Producdo de Esporos), ndo expostos e expostos ao fungicida azoxistrobina;
letras mindsculas comparam os cultivos em um mesmo meio, e as maiusculas
comparam 0s meios em um mesmo cultivo, (Tukey p<0,05); Ndo expostos ao
fungicida (CV= 4,16 %); Expostos ao fungicida (CV= 42,85 %); 1°(A)
primeiro cultivo em meio apds a passagem pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro
cultivo em meio, apds 20 passagens em meios e uma passagem pelo

hospedeiro.
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Os conidios do isolado CG 152, provenientes do meio BDA, expostos ao
fungicida, obtiveram, de um modo geral, viabilidade inferior a 5 % e nédo diferiram entre os
cultivos. J& em MPE, a passagem do fungo pelo hospedeiro favoreceu um aumento da
tolerancia ao fungicida nos cultivos 1°(A) e 1°(B). Na comparacao entre 0s meios, 0s conidios
originados em MPE obtiveram maior porcentagem de germinacdo no 1°(A) e 1°(B), e néo
diferiram de BDA no 10° e 20° cultivo. Assim, podemos inferir que o meio de cultivo pode
interferir na sensibilidade do fungo ao fungicida.

Para o isolado Unioeste 40, os conidios ndo expostos ao fungicida,
originados em meio BDA obtiveram as menores porcentagens de germinacdo nos cultivos
1°(A) e 10°, que ndo diferiram entre si. Ja 0 maior valor foi obtido ap6s a segunda passagem
do fungo pelo hospedeiro, em 1°(B). Para os conidios provenientes de MPE, a menor
germinacdo ocorreu para os conidios de 10° cultivo, ndo diferindo nos demais. Na

comparagao entre os meios, MPE foi superior ao BDA apenas no 1°(A) cultivo, originando
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conidios mais tolerantes. Nos demais cultivos ndo houve diferenca entre BDA e MPE (Figura
11) (Apéndice G).

Figura 11 — Germinacdo de Beauveria bassiana (Unioeste 40) com conidios provenientes de
cultivos sucessivos em meio BDA (Batata, Dextrose, Agar) e MPE (Meio para
Producéo de Esporos), ndo expostos e expostos ao fungicida azoxistrobina; letras
mindsculas comparam o0s cultivos em um mesmo meio, e as maiusculas
comparam 0s meios em um mesmo cultivo, (Tukey, p<0,05); N&o expostos ao
fungicida (CV= 4,44 %); Expostos ao fungicida (CV= 25,17 %); 1°(A) primeiro
cultivo em meio apds a passagem pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em
meio, apos 20 passagens em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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Os conidios do isolado Unioeste 40, expostos ao fungicida, originados de
cultivos em BDA, foram mais tolerantes no 10° e 20°. Para os conidios provenientes de MPE,
ndo houve germinacdo no 10° cultivo. Em 1°(A) e 20° a viabilidade foi superior a do 10°
cultivo, e ndo diferiram entre si. Apds a segunda passagem pelo hospedeiro, em 1°(B), houve
um aumento da tolerdncia dos conidios ao fungicida, com aproximadamente 55 % dos
conidios viaveis. Na comparagdo entre 0s meios, a porcentagem de germinagdo foi maior para
os conidios originados em MPE em todos os cultivos, exceto no 10°, onde o cultivo em meio
BDA foi superior.

A maior tolerancia ao fungicida, para CG 152 e Unioeste 40, na maioria dos
cultivos foi observada para os conidios obtidos em MPE, o que indica que esse meio pode ter

fornecido melhores condigBes nutricionais aos conidios, beneficiando-os de alguma forma,
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que possibilitou sua germinacdo. Como exemplo, esse favorecimento pode ter ocorrido pelo
acumulo de nutrientes ou pela existéncia de alguma substancia ou elemento essencial no
processo de desintoxicacdo do fungo metabolizando o fungicida e aumentando a velocidade
de germinagéo. Fato semelhante foi verificado por Francisco et al., (2006), que observaram a
influéncia da composicdo do meio de cultivo na germinacdo de conidios de B. bassiana, a
qual foi favorecida por meios nutricionalmente mais ricos.

Alguns produtos podem influenciar os fungos entomopatogénicos, afetando
ndo s6 a viabilidade, mas também o crescimento vegetativo e a esporulacdo, ou até mesmo a
composicdo genética, alterando a sua viruléncia (ALVES et al., 1998a). Entretanto, o efeito de
alguns fungicidas sobre os fungos pode variar em funcdo da espécie ou linhagem utilizada.
Shapiro-llan et al., (2002) testaram a resisténcia de sete isolados de B. bassiana a
fenbuconazole, e observaram que um dos isolados foi fortemente inibido pelo produto. No
presente trabalho, os isolados se comportaram de maneira diferente, sendo que o cultivo em
meio mais nutritivo e também a passagem do fungo pelo hospedeiro foram capazes de elevar
a tolerancia ao fungicida. Esse fato nunca foi avaliado antes em outros trabalhos, e é de
extrema importancia, pois manter e/ou aumentar a compatibilidade entre eles possibilita sua
aplicacdo em conjunto ou sequencial, disponibilizando mais ferramentas para 0 manejo das
populacdes de pragas.

Os resultados obtidos mostram que azoxistrobina ndo foi compativel com os
isolados CG 152 e Unioeste 40, pois afetou fortemente a germinacdo dos conidios. Esse
parametro é o aspecto mais importante para avaliar a compatibilidade entre os produtos
quimicos e fungos entomopatogénicos (NEVES et al., 2001; HIROSE et al., 2001), visto que
0 inicio da infeccdo esta relacionado a capacidade de germinacdo do fungo e sua penetracdo
no hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2003). Para Boucias et al., (1988) o contato dos conidios
com produtos quimicos pode neutralizar a carga eletrostatica da superficie, e/ou remover a
camada mucosa que cobre os conidios, afetando o processo de reconhecimento do substrato e
a transducdo do sinal que inicia a germinacdo. St. Leger et al., (1991) também demonstraram
os efeitos da remocdo dessa mucosa na transdugé@o do sinal que desencadeia a formagédo do
tubo germinativo em M. anisopliae.

Apesar da grande importancia em se avaliar a germinacao dos conidios em
ensaios de compatibilidade, é necessario também estimar o nimero de UFC, pois os produtos
quimicos podem causar apenas um atraso na germinacdo dos conidios sobreviventes, sem
afetar a viabilidade, o que pode ser avaliado pela quantificagdo das UFC (SILVA; NEVES,
2005).
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Para esta variavel (UFC), a interacdo entre 0s meios e 0s sucessivos cultivos
foi significativa para os conidios expostos e ndo expostos ao fungicida. A reducdo do nimero
de UFC para os conidios expostos ao fungicida foi menos acentuada que a reducdo da
germinacao, o que mostra que nem todos os conidios que ndo germinaram estavam inviaveis e
que pode ter ocorrido apenas um atraso da germinacao.

Para o isolado CG 152, proveniente do meio BDA, e que néo foi exposto ao
fungicida, a quantidade de UFC decresceu na medida em que aumentaram 0S SUCESSIVOS
cultivos, ndo havendo aumento apds a segunda passagem do fungo pelo hospedeiro no cultivo
1°(B), que apresentou uma redugdo de 46 % em relacdo ao 1°(A) cultivo. Os conidios
originados em MPE mantiveram o nimero de UFC em todos os cultivos, diminuindo apenas
no 1°(B) (Figura 12); (Apéndice H).

Figura 12 — Unidades formadoras de colonias (UFC) de Beauveria bassiana (CG 152) com
conidios provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (Batata, Dextrose,
Agar) e MPE (Meio para Producdo de Esporos), no expostos e expostos ao
fungicida azoxistrobina; letras mindsculas comparam os cultivos em um mesmo
meio, e as maiusculas comparam os meios em um mesmo cultivo, (Tukey,
p<0,05); N&do expostos ao fungicida (CV= 11,35 %); Expostos ao fungicida
(CVv= 16,35 %); 1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a passagem pelo
hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, ap6s 20 passagens em meios e uma
passagem pelo hospedeiro.
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Ap0s o contato com o fungicida, a maior tolerancia observada nos conidios
de CG 152, originados em BDA ocorreu no cultivo 1°(A), ja os mais sensiveis foram os do
10° cultivo. Em meio MPE, houve manutencdo na quantidade de UFC em todos os cultivos,
exceto para os de 10° onde a reducdo chegou a aproximadamente 50 %. Na comparacéo entre
0s meios, 0s conidios originados em MPE foram menos afetados pelo fungicida em todos os
cultivos.

Observando o numero de UFC obtido dos conidios expostos e ndo expostos
ao fungicida, foi possivel notar a sensibilidade do isolado CG 152 ao produto quimico em
todos os cultivos, especialmente no 10° onde os conidios originados tanto em meio BDA,
como em MPE foram os mais sensiveis ao fungicida. Esse fato, que tambeém ocorreu na
geminacdo, pode estar relacionado com as sucessivas passagens do fungo pelo meio de
cultivo, entretanto, apds um maior nimero de passagens, o fungo pode ter se adaptado as
condigdes nutricionais, refletindo em maior toleréncia a efeitos danosos.

Para o isolado Unioeste 40, produzido em meio BDA e ndo expostos ao
fungicida houve diferenca no nimero de UFC em todos os cultivos, sendo que o maior
ocorreu no 10° e o menor no 1°(B). O contrario ocorreu para os conidios originados em MPE,
onde a viabilidade foi maior em 1°(B), e menor no 10° cultivo. Na comparagao entre 0s meios,
0s conidios cultivados em MPE foram superiores a BDA em 1°(A) e 1°(B), e 0 inverso

ocorreu para os de 10° e 20° (Figura 13); (Apéndice H).
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Figura 13— Unidades formadoras de colénias (UFC) de Beauveria bassiana (Unioeste 40)
com conidios provenientes de cultivos sucessivos em meio BDA (Batata,
Dextrose, Agar) e MPE (Meio para Producdo de Esporos), no expostos e
expostos ao fungicida azoxistrobina; letras mintsculas comparam os cultivos
em um mesmo meio, e as mailsculas comparam 0s meios em um mesmo
cultivo, (Tukey, p<0,05); Ndo expostos ao fungicida (CV= 14,90 %); Expostos
ao fungicida (CV= 10,15 %); 1°(A) primeiro cultivo em meio apds a passagem
pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, ap6s 20 passagens em meios
e uma passagem pelo hospedeiro.
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Apds a exposicdo ao fungicida, os conidios oriundos de BDA também
sofreram alteracdo no numero de UFC com os sucessivos cultivos. Semelhante ao que ocorreu
com os conidios ndo expostos ao fungicida, os de 10° cultivo foram responsaveis pelo maior
numero de UFC, e os de 1°(B) e 1°(A), obtiveram os menores valores. Para os conidios
originados em MPE, os de 1°(B), seguidos dos de 1°(A) cultivo, foram os mais tolerantes, ja
para os de 10°, observou-se 0 menor nimero de UFC. Na comparagdo entre os meios, MPE
proporcionou maior tolerancia em 1°(A) e 1°(B), e BDA melhor tolerancia para os conidios de
10° e 20°.

Existe variabilidade entre as respostas de diferentes isolados pertencentes a
uma mesma espécie de fungo entomopatogénico em relagdo a diversos parametros biologicos,
inclusive para a sensibilidade a produtos quimicos sintéticos (OLMERT; KENNETH, 1974;
PACCOLA-MEIRELES; AZEVEDO, 1990; LIU et al., 1993), o que pode estar ligado a
diversidade genética existente entre eles. Neste trabalho observou-se que, além da

variabilidade genética, as condi¢des de cultivo, 0 nimero de vezes em que o fungo é cultivado
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in vitro e a passagem pelo hospedeiro sdo fatores que influenciam a sensibilidade do fungo ao
fungicida.

Para os dois isolados avaliados nesse estudo houve grande reducdo na
germinacdo dos conidios apos o contato com o fungicida, entretanto o nimero de UFC foi
menos afetado. Essas diferencas podem ser devido a redugdo do efeito dos produtos aos
conidios ao longo do tempo, pois a germinacéo foi avaliada com 20 horas, enquanto as UFC
foram avaliadas apds quatro dias. Da mesma maneira, Griffin (1994) também observou que os
efeitos de muitos inseticidas sobre o crescimento do fungo podem diminuir gradualmente ao
longo do tempo. Esse fato pode explicar o atraso na germinagdo dos conidios ocorrido nesse
trabalho, os quais podem ter levado um tempo maior para formar o tubo germinativo ap6s o
contado com o produto.

Alguns trabalhos afirmam que a germinagdo dos conidios é mais
severamente afetada do que o crescimento vegetativo na presenca de pesticidas (HALL, 1981,
ER; GOKCE, 2004). Resultados semelhantes ocorreram com a utilizagdo do fungicida
azoxistrobina, que também influenciou fortemente a germinacdo de Lecanicillium
longisporum (Petch) Zare & Gams, mas néo afetou o crescimento micelial quando aplicado na
dose de recomenda (KIM et al., 2001).

A incompatibilidade entre o fungo e alguns pesticidas, pode ocorrer quando
tanto a germinacdo, quanto o nimero de UFC sdo afetados apds o contato com o fungicida.
Esse fato foi observado para Unioeste 40 no 10° cultivo em meio MPE e nos cultivos 1°(A) e
1°(B) em BDA, e para o isolado CG 152 no 10° em BDA. Os conidios originados nesses
cultivos obtiveram os menores valores de germinacdo e UFC, sugerindo ndo ser apenas um
atraso na germinacao, e sim a total inativacdo dos conidios pelo fungicida.

Os pesticidas utilizados em lavouras podem ter efeitos antagbnicos, nulos ou
sinérgicos sobre a atividade inseticida/acaricida dos entomopatégenos presentes no
agroecossistema (BENZ, 1987). A seletividade de produtos quimicos sobre as diversas fases
de desenvolvimento dos fungos entomopatogénicos, assim como manter a compatibilidade
entre eles apo6s sucessivos cultivos in vitro do fungo, é essencial em programas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP), principalmente quando os fungos produzidos em larga escala, sdo
aplicados a campo de modo inundativo, associado ou ndo a produtos fitossanitarios
(ANDERSON; ROBERTS, 1983; NEVES et al., 2001).

O sucesso dos fungos no controle de pragas depende da viabilidade dos
conidios (BATISTA FILHO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2004). Nesse estudo foi verificada

elevada porcentagem de reducédo na viabilidade dos conidios ap0s a exposi¢do ao fungicida.
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No entanto, os resultados podem diferir em campo, pois os testes in vitro expdem os conidios
ao produto de uma forma que ndo ocorre a campo. Além disso, os fungos podem nao ser
afetados depois que os produtos ja foram degradados nas folhas. Portanto, se o produto
mostrou-se seletivo no laboratoério, também deve ser em condi¢des de campo. Por outro lado,
alta toxicidade in vitro nem sempre se repete a campo (BUTT; BROWNBRIDGE, 1997).
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6 CONCLUSAO

Os cultivos sucessivos de B. bassiana in vitro e as condi¢des nutricionais do
meio afetam o crescimento vegetativo e producdo de conidios, a viruléncia, tolerancia a
temperatura e a radiacdo UV e a sensibilidade ao fungicida azoxistrobina, com respostas
diferentes entre os isolados.

Pode ocorrer reducdo do crescimento vegetativo e da producdo de conidios
em meio de cultivo apés sucessivos cultivos, porém, esta caracteristica é dependente do
isolado e do meio onde o fungo é cultivado. Conidios de B. bassiana cultivados em MPE
apresentam maior crescimento vegetativo e sdo mais produtivos, tanto em arroz, como em
meio de cultivo. O isolado CG 152 é mais estavel do que o Unioeste 40 apds 0S sucessivos
cultivos e também garante maior produtividade em arroz.

A tolerancia a radiacdo UV e a temperatura elevada (30 °C) foi afetada apds
0s sucessivos cultivos. Os maiores niveis de tolerancia apos as condicdes de estresse foram
obtidos pelo isolado CG 152, cultivado em MPE, e Unioeste 40, em BDA, mostrando a
variabilidade entre os isolados e a influéncia dos meios.

A viruléncia pode ser atenuada ap6s 0s cultivos sucessivos, entretanto isso
varia entre isolados.

O fungicida azoxistrobina reduz a geminacdo dos conidios de ambos
isolados, entretanto o numero de UFC é menos afetado, sugerindo apenas um atraso na
germinagdo. A tolerancia de B. bassiana a azoxistrobina é reduzida apds sucessivos cultivos
em ambos 0s meios, e pode ser parcialmente restaurada apos a passagem dos conidios pelo
hospedeiro.

As caracteristicas de crescimento vegetativo, producdo de conidios,
tolerdncia a temperatura e a radiacdo UV, que sdo atenuadas pelos cultivos sucessivos, podem
ser restauradas apos a passagem do fungo pelo hospedeiro, entretanto, isso depende do

isolado e do meio onde ocorreram os cultivos.
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APENDICE A
Figura 1

Multiplicacao do in6culo de B. Bassiana e cultivos sucessivos in vitro
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Tabela 1 - Crescimento vegetativo (cm?) e producdo de conidios (x10° conidios coldnia™) in vitro de
Beauveria bassiana, proveniente de sucessivos cultivos em meio BDA (batata, dextrose, &gar) e MPE (meio

para producéo de esporos), apos 10 dias de incubacédo (25°C+2, fotofase de 12 horas).

Isolado Cultivo !Crescimento Vegetativo (cm?) L Producéo (conidios colbnia ) X10°7
BDA MPE BDA MPE

CG152 1°(A) 21.57+1.93 Aa 25.17+0.66 Aa 144,60+33,80 Bab 304,30+74,59 Aa
10° 15.77+0.41 Ba 24.36+1.46 Aa 49,20+10,75 Bb 383,00£71,32 Aa
20° 16.7442.19 Aa 17.2242.38 Ab 258,10+38,82 Aa 236,00+40,74 Aa
1°B) 14.92+2.15 Ba 27.14+2.18 Aa 170,98+39,81 Aab 212,10+28,30 Aa

Unioeste 40 1°(A) 21.42+0.79 Aa 17.16+1.39 Bb 51,9045,84 Bc 126,60+17,56 Aab
10° 22.58+0.77 Aa 24.09+0.21 Aa 230,10+31,57 Ab 196,80+24,78 Aa
20° 17.51+0.68 Ab 18.73+0.81 Ab 40,90+6,90 Bc 102,40+18,89 Ab
1°B) 20.67+1.47 Bab 23.40+0.21 Aa 317,30+25,00 Aa 184,60+26,20 Ba

! Médias (+ EP) seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, para uma mesma variavel, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); [CG 152 (CV=19,85%) e (CV=47,40%); Unioeste 40 (CV=9,70%) e
(CV=30,55%), para crescimento vegetativo e producdo respectivamente]; 1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a
passagem por A. diaperinus; 1°(B) primeiro cultivo em meio ap6s 20 passagens em meios e uma passagem pelo

hospedeiro.
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APENDICE C
Tabela 2

Tabela 2 - Producdo de conidios de Beauveria bassiana (x10’ conidios g™) em arroz
cozido, inoculado com conidios provenientes de sucessivos cultivos em meio BDA (meio
de batata, dextrose, agar) e MPE (meio para producdo de esporos), ap6s 15 dias de
incubacdo (25+1°C e fotofase de 12 horas).

Cultivo 'CG 152 ! Unioeste 40
BDA MPE BDA MPE
1°(A) 35,88+7,96 Bab 59,83+0,78 Ab 1,83%0,29 Ba 9,61+0,80 Ab
10° 26,57+297 Bbc 63,95+7,16 Ab 3,08+0,78 Ba 14,71+2,38 Ab
20° 11,33+£3,37 Bc 9251+1048 Aa 458+098 Ba 44,50%6,68 Aa
1°(B) 57,06 +1,98 Ba 8854+6,31 Aa 7,56+£0,26 Ba 30,42+7,38 Aa

! Médias (+ erro padrdo) seguidas de mesma letra, minGscula na coluna e maidscula na linha, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); [CG 152 (CV=22,07 %), Unioeste 40 (CV= 50,34
%)]; 1°(A) primeiro cultivo em meio apés a passagem por A. diaperinus; 1°(B) primeiro cultivo em
meio apos 20 passagens em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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Tabela 3 - Mortalidade de Alphitobius diaperinus por conidios de Beauveria bassiana, provenientes de
sucessivos cultivos em meio BDA (batata, dextrose, agar) e MPE (meio para producao de esporos), ao

décimo dia ap06s a aplicacéo.

Isolado Cultivo ! Mortalidade Total (%) ! Mortalidade Confirmada (%)
BDA ME BDA ME

CG152 1°(A) 35,33+7,09 Aa 29,33+3,33 Aa 33,00+6,69 Aa 28,00+2,87 Aa
10° 24,00+4,98 Ba 37,33t4,15 Aa 21,674510 Ba 36,67+3,78 Aa
20° 30,00£3,61 Aa 33,67+535 Aa 27,67+3,88 Aa 32,67+543 Aa
1°(B) 31,67+250 Aa 31,33+3,45 Aa 26,00£3,97 Aa 30,00+3,72 Aa
Testemunha 4,00+0,89* 0,00+0,00*

Unioeste 40 1°(A) 33,00+2,05 Ab 34,67+2,51 Aa 27,33+4,78 Ab 32,33+2,89 Aa
10° 32,33+4,48 Ab  38,33+4,99 Aa 28,33t4,11 Ab 38,00+5,86 Aa
20° 48,33+2,15 Aa 46,67+5,36 Aa 46,00+2,13 Aa 39,00+5,10 Aa
1°(B) 43,67+3,07 Aab 36,00#¢5,01 Aa 38,0045,77 Aab 33,67+510 Aa
Testemunha 4.00+0.89* 0.00+0.00*

! Médias (+ EP) seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, para cada mortalidade, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); CG152 (CV=35,04%) e (CV=38,04%); Unioeste 40 (CV=24,59%) e
(CV=32,19%) para mortalidade total e confirmada, respectivamente]; * difere dos demais tratamentos, para cada
tipo de mortalidade, pelo teste de Dunnett (p<0,05); 1°(A) primeiro cultivo em meio ap0s a passagem por A.

diaperinus; 1°(B) primeiro cultivo em meio apds 20 passagens em meio e uma passagem pelo hospedeiro.
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APENDICE E
Tabela 4

Tabela 4 Unidades formadoras de coldnias de Beauveria bassiana, com conidios provenientes de
sucessivos cultivos em meio BDA (batata, dextrose, agar) e MPE (meio para producdo de esporos),
ndo expostos e expostos a radiacdo ultravioleta por 1 minuto.

Isolado  Cultivo ' N&o expostos a UV ' Expostos a UV
BDA MPE BDA MPE
CG 152 1°(A)  45.50+2.10 Bb 56.67+1.97 Ab 16.83+2.19 Aa 23.00+3.58 Aa
10° 27.83+3.70 Bc 60.50+5.64 Ab 7.83+2.05 Bb 15.50+2.90 Aa
200 45.50+2.92 Ab 52.83+3.11 Ab 7.83+0.95 Bb 17.33+2.54 Aa
1°(B) 81.17+3.91 Aa 7850+2.94 Aa 10.33£1.99 Aab 16.33+1.50 Aa
Unioeste 40 1°(A) 26.50+3.32 Bab 65.33+351 Aa 14.67£3.17 Aa 10.17+4.32 Ab
10° 22.67+1.03 Bb 36.17+3.71 Ab 6.50£0.93 Aa 7.67£2.85 Ab
200 37.33+1.65 Aa 40.50+3.42 Ab 9.83t1.67 Aa 6.17£2.41 Ab
1°(B) 34.00£2.55 Ba 66.17+3.20 Aa 7.67+1.75 Ba 26.17+2.66 Aa
! Médias (+ erro padréo) seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05); [CG 152 (CV=15,07%) e (CV=39,69%); Unioeste 40 (CV=17,49%) e
(CV=58,34%), para ndo expostos a UV e expostos a UV respectivamente]; 1°(A) primeiro cultivo em meio apds
a passagem por A. diaperinus; 1°(B) primeiro cultivo em meio apds 20 passagens em meios € uma passagem
pelo hospedeiro.
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APENDICE F
Tabela 5

Tabela 5 - Unidades formadoras de coldnias de Beauveria bassiana, com conidios provenientes
de sucessivos cultivos em meio BDA (batata, dextrose, agar) e ME (meio de Alphitobius
diaperinus), apds armazenagem a 30°C por 15 dias.

Isolado Cultivo N3o expostos a 30°C* Expostos a 30°C™
BDA MPE BDA MPE
CG 1°(A) 24,60+2,05 Bc 123,00+1,65 Ab 28,20+0,86 Ab 7,40+0.25 Bc
152 10° 50,40+7,41 Bb 116,00#3,59 Ab 18,00+2.13 Bc 35,40+1,97 Ab
20° 48,00+2,71 Bb 119,2043,85 Ab 21,60+0,68 Bbc 63,20+3,45 Aa
1°(B) 236,20+4,20 Aa 181,20%5,77 Ba 77,60+3,81 Aa 65,25+3,00 Ba
UNI 19(A) 109,25+2,86 Ab 91,60+4,84 Bb 10,20+0,92 Abc 3,60+1,29 Ba
40 10° 47,80+3,38 Ac 18,00+t0,63 Bd 12,60+0,68 Ab 1,40+0,25 Ba
200 39,00+3,12 Ac 49,404#3,15 Ac 19,00+1,59 Aa 1,40+0,25 Ba
19(B) 128,00+8,48 Aa 115,00+4,75 Ba 19,00+0,71 Aa 1,80+0,20 Ba
! Médias (+ EP) seguidas de mesma letra, minGscula na coluna e maiGscula na linha, para um mesmo
tempo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); [CG 152 (CV=8,53%) e (CV=13,38%); Unioeste
40 (CV=13,23%) e (CV=26,52%), para ndo expostos a 30°C e expostos a 30°C respectivamente] ; 1°(B)
primeiro cultivo em meio apds a passagem por A. diaperinus; 1°(B) primeiro cultivo em meio apos 20
passagens em meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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APENDICE G
Tabela 6

Tabela 6- Germinacédo (%) de Beauveria bassiana, com conidios provenientes de sucessivos cultivos
em meio BDA (batata, dextrose, 4gar) e MPE (meio para producdo de esporos), ndo expostos e
expostos ao fungicida azoxistrobina.

Isolado  Cultivo ' N&o exposto ao fungicida ! Exposto ao fungicida
BDA ME BDA ME
CG 1°(A) 86,75+1,88 Ba 93,73x1,44 Aa 5,01+1,76 Ba 24,40+3,05 Ab
152 100 75,09£1,32 Bb 99,12+0,34 Aa 0,72+0,46 Aa 0,00+0,00 Ac
200 87,46x2,86 Ba 97,71+0,73 Aa 467+158 Aa 1,17x045 Ac

1°(B) 57,72+2,99 Bc 95,46x0,97 Aa 0,00+0,00 Ba 35,20+3,66 Aa
UNI 40 1°(A) 73,01£1,71 Bc 93,08+2,32 Aa 0,44+0,26 Bb 16,92+1,60 Ab
10° 80,00+0,89 Ac 80,13+3,52 Ab 7,77£2,74 Aa 0,00+0,00 Bc
20° 88,08+0,53 Ab 93,56+2,79 Aa 9,72+#0,70 Ba 17,63£1,63 Ab
1°(B) 99,02+0,36 Aa 95,10+0,84 Aa 0,00£0,00 Bb 55,38+3,12 Aa
! Médias (+ erro padréo) seguidas de mesma letra, minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05); [CG 152 (CV=15,07%) e (CV=39,69%); Unioeste 40 (CV=4,44%) e
(CV=25,17%), para ndo expostos ao fungicida e expostos ao fungicida respectivamente]; 1°(A) primeiro
cultivo em meio ap6s a passagem pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, apds 20 passagens em
meios e uma passagem pelo hospedeiro.
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APENDICE H
Tabela 7

Tabela 7- Unidades formadoras de col6nias de Beauveria bassiana, com conidios provenientes de
sucessivos cultivos em meio BDA (batata, dextrose, agar) e MPE (meio para producdo de esporos), ndo
expostos e expostos ao fungicida azoxistrobina.

Isolado Cultivo ' N&o exposto ao fungicida ! Exposto ao fungicida
BDA ME BDA ME
CG 152 1°(A) 96,25+6,22 Ba 133,2+4,33 Aa  62,60+3,98 Ba 84,60+4,28 Aa
10° 86,2+5,22 Bab 148,4+4,58 Aa 10,4+1,21 Bc 41,6£5,15 Ab
20° 70,00+6,94 Bbc 129,00+1,62 Aa  34,80+2,44 Bb 79,80+6,52 Aa

1°(B) 51,80+5,76 Bc 104,00+5,24 Ab  30,40+3,18 Bb 79,20+6,52 Aa
Unioeste 40 1°(A) 44,60+£5,08 Bc 100,80+8,66 Ab  29,20+2,21 Bc 54,80%£3,32 Ab
10° 127,00+3,64 Aa 35,00+£3,40 Bd 112,00+1,14 Aa 3,00+0,90 Bd
20° 84,60+2,47 Ab 65,80+3,74 Bc 79,00+£3,42 Ab  36,50+2,91 Bc
19(B) 24,00+1,77 Bd 127,40+6,91 Aa 23,40+151 Bc 82,00+2,29 Aa
! Médias (+ erro padrdo) seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05); [CG 152 (CV=11,35%) e (CV=16,35%); Unioeste 40 (CV=14,40%) e (CV=10,15%),
para ndo expostos ao fungicida e expostos ao fungicida respectivamente]; 1°(A) primeiro cultivo em meio ap6s a
passagem pelo hospedeiro; 1°(B) primeiro cultivo em meio, ap6s 20 passagens em meios e uma passagem pelo
hospedeiro.




