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RESUMO

Beauveria bassiana é um fungo promissor no controle biolégico de insetos-praga. As
crescentes despesas na producdo de conidios levantam a necessidade de averiguar a
eficiéncia de alguns substratos de baixo custo. O objetivo deste trabalho foi analisar o
potencial de utilizacdo de diferentes substratos brutos para a conidiogénese, visando a
reducdo nos custos de produgdo. A producgédo e viabilidade dos conidios foram realizadas
utilizando 30 g do substrato e 0,3 pL da suspens&o de conidios (1 x 10° conidios/mL). Apds
10 dias de incubac&o (umidade 70 + 10 % e temperatura T = 29 + 1 °C), o arroz (2.00 x 10°
conidios/g de substrato), algaroba (2.36 x 10° conidios/g), malte A (1.22 x 10° conidios/g) e
B (1.75 x 10° conidios/g), apresentaram maior producdo de conidios. Os conidios
produzidos mostraram atividade inseticida sobre o cupim do coqueiro acima de 80 % de
mortalidade. Estes novos substratos brutos podem representar uma alternativa viavel para
producdo de fungos entomopatogénicos, para uso no controle biolégico de varios insetos
praga.
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EVALUATION OF ALTERNATIVE GROSS SUBSTRATES FOR THE
PRODUCTION OF THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS BEAUVERIA
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Beauveria bassiana is a promising fungus for the biological control of insect pests. The
growing costs of conidia production have raised the need to ascertain the efficiency of some
low cost substrates. The aim of this study was to analyze the potential use of different raw
substrates for conidiogenesis in an effort to reduce production costs. The production and
viability of the conidia were evaluated using 30 g of substrate and 0.3 pL of a conidia
suspension (1 x 10° conidia/mL). After 10 days of incubation (70 + 10% humidity and
temperature (T) = 29 + 1 °C), rice (2.00 x 10° conidia/g substrate), algaroba (2.36 x 10°
conidia/g), malt A (1.22 x 10° conidia/g) and malt B (1.75 x 10° conidia/g) showed higher
levels of conidia production. The resulting conidia showed greater than 80% insecticidal
activity on coconut termites. These new raw substrates may represent viable alternatives for
the production of entomopathogenic fungi for use in the biological control of various insect
pests.

Keywords: Biological control; Natural substrates; Filamentous fungus.

INTRODUCAO

O controle de pragas em sua maioria tem sido realizado por meio de agrotéxicos,
gerando problemas de intoxicagdo humana e da fauna silvestre, residuos nos alimentos, na
agua e no solo, aparecimento de novas pragas e de populacdes resistentes a esses
produtos (6).

Em busca de técnicas e solu¢cbes ecologicamente corretas, devido em grande parte, a
conscientizacdo em relagdo ao mau uso de agrotdxicos, o controle biolégico de pragas por
intermédio de agentes microbianos é considerado muito promissor e dentre os agentes de
controle microbiano de pragas de importancia econdmica, destacam-se os fungos, devido a
abundéancia de géneros e espécies (2, 3, 9, 49).

Dentre os fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana (Bals) Vuillemin se destaca
como um importante agente no controle biologico de pragas. E comumente encontrado
parasitando insetos e possui especificidade em mais de 200 espécies de insetos-praga (4).
As estruturas produzidas e comercializadas das diferentes espécies de fungos
entomopatogénicos sédo os conidios e 0 meio padrao utilizado é arroz branco, devido a sua
capacidade de conservar a umidade e ser rico em carboidratos (5, 47).

Porém, dependendo do objetivo, da escala de producdo sobre meio de cultura sélido e
do tempo de conservagdo até a utilizacdo dos mesmos, torna-se caro e inviavel. Um dos
principais fatores para o sucesso do controle bioldgico utilizando B. bassiana é a producéo
de grande quantidade de conidios por um pre¢o competitivo. Assim, 0 processo de producéo

deve ser barato e ao mesmo tempo produzir conidios viaveis e virulentos (34).
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Visando a reducdo dos custos e obtencdo de grandes quantidades de propagulos
viaveis, substratos naturais, tais como painco, quirela de milho, trigo em gréo (14), farinha
de tapioca, batata doce, extratos de abdbora e maméo (17), mistura de farelo e casca de
arroz, cevada (12, 19, 29), entre outros, vém sendo utilizados, apresentando resultados
promissores para producdo de B. bassiana. Tendo em vista esses aspectos, estudos
basicos de avaliacdo e selecdo de novos substratos como fibra da algaroba, residuo de
malte, acerola (sementes e fibras) e bagaco da cana-de-agUcar, além de propriedades
nutricionais importantes para o crescimento do fungo, possuem grande disponibilidade e
baixo custo.

A algaroba é uma leguminosa ndo oleagionosa, pertencente ao género Prosopis L. O
fruto da algaroba é do tipo legume e apresenta em sua composi¢cdo elevados teores de
proteinas e carboidratos. Essa espécie € utilizada para a producdo de madeira, carvao
vegetal, alcool, melago e na alimentacdo animal e humana. A algaroba é encontrada em
abundancia no Nordeste, 0 que permite a sua utilizacéo para diversos fins (23, 25).

O residuo umido da producdo de cerveja, também chamado de bagago de malte, é
oriundo do processo de mosturagdo. Pode ser descrito com uma massa resultante da
aglutinagdo da casca com residuos do processo de mosturagdo. O residuo de malte possui
altos indices de proteinas e acUcares resultantes das reac¢des de hidrélise do conteudo
amilaceo do cereal, esses sdo 0s maiores atrativos para o seu reaproveitamento (10).

A acerola ou cereja-das-Antilhas, Malpighia punicifolia L., pertence a familia
Malpighiaceae e género Malpighia L. (31, 32). E amplamente cultivada nas regides Nordeste
e Sudeste do Brasil. A grande utilizagdo desse fruto na industria de polpas e sucos vem
gerando o descarte inadequado dos residuos (cascas e sementes). Durante o
processamento de acerola para producdo de suco ou de polpa congelada, a prensagem das
frutas produz um residuo altamente fibroso. Este residuo é muitas vezes descartado,
gerando um enorme volume de lixo organico durante a safra da acerola. Uma maior
guantidade do mesmo, no meio ambiente, gera uma poluicdo que poderia ser minimizada
com a sua utilizacdo para o desenvolvimento de fungos entomopatogénicos (8, 26).

A cana-de-acUcar, Saccharum officinarum L., € uma planta semi-perene, de clima
tropical e subtropical e pertence a familia Poaceae. E considerada uma das principais
culturas produzidas no Brasil. Para cada tonelada de cana-de-acucar processada, estima-se

gue sao gerados cerca de 250 kg de bagaco. Este montante aponta o bagaco da cana-de-
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acucar como o residuo agroindustrial, de natureza lignocelulésica, mais abundante no Brasil
(21, 44).

Nos dltimos anos, tem se dado uma atencdo especial para minimizar ou reaproveitar
residuos sélidos gerados nos diferentes processos industriais. Os residuos originarios da
industria de alimentos envolvem quantidades significativas de casca, caro¢o e outros. Esses
residuos, além de fonte de matéria organica, servem como fonte de carbono, energia e
proteinas, passiveis de recuperacdo e aproveitamento. Também servem como substrato de
baixo custo para a producdo de enzimas de origem microbiologicas pelo processo de
fermentacdo em estado solido (11). Além disso, sua utilizacdo permite a diminuicdo do
volume de residuos descartado no ambiente, gerando assim produtos com relevantes
aplicag6es na industria e na biotecnologia (33, 46).

A utilizacdo de substratos brutos nao convencionais e residuos agroindustriais sem
adicdo de suplemento nutricional para o crescimento fungico, podera trazer novas
perspectivas para o estudo da producdo de B. bassiana, promovendo avancos em direcao
aos estudos do controle biologico de pragas, avaliagdo do crescimento, viabilidade dos
conidios e patogenicidade. Neste contexto, o presente trabalho teve como obijetivo analisar
o potencial de utilizacdo de diferentes substratos para conidiogénese a partir do fungo

entomopatogénico B. bassiana.

MATERIAL E METODOS

Linhagem fuangica: foi utilizada uma linhagem de B. bassiana cedida pela Micoteca
URM da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE (Tabela 1).

Tabela 1. Origem da linhagem de Beauveria bassiana.

Beauveria bassiana (Bals) Vuillemin

NuUmero de acesso *URM 2915
Substrato Nezara viridula
Origem geogréfica *CENARGEN/PR
Ano de registro 1987

*URM - University Recife Mycologia; *CENARGEN - Centro Nacional Agropecuério de
Recursos Genéticos. Fonte: Autor.
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Origem dos insetos: os cupins (Heterotermes sp.) foram coletados do cultivo de
coco, no municipio de Alhandra/PB.

Origens dos substratos: foram utilizados cinco substratos especificados na Tabela 2.

Tabela 2. Origens dos substratos.

Substrato Origem

Arroz polido (substrato
padréo) Produto comercializado

Laboratério de Quimica Orgéanica Aplicada CBiotec -
Residuos de malte Ae B UFPB (Jodo Pessoa - PB)

Bagaco da cana-de-acUcar | Barraca de caldo-de-cana (Jodo Pessoa - PB)
Acerola - fibras e sementes | Indlstria Polpas de Frutas Ideal (Jodo Pessoa - PB)
Algaroba — fibras Regido do Semiarido (Japi - RN)

Fonte: Autor.Dentre os substratos citados na Tabela 2, destacam-se os residuos de malte

cervejeiro e a fibra de algaroba, pelo ineditismo da utilizacdo desses substratos na producdo
de conidios. Os residuos de malte cervejeiro foram coletados ao final da etapa de
clarificacéo e lavagem do mosto do processo artesanal da producéo cervejeira. O malte B foi
coletado quando o mosto originario da etapa de lavagem atingiu a densidade especifica de
1,010, enquanto que o malte A foi coletado quando a densidade especifica do mosto
alcancou 1,005. A densidade do mosto reflete a concentracdo de solidos soluveis,
principalmente de agucares (fermentesciveis e dextrinas). JA para o substrato algaroba,
utilizaram-se as suas fibras apés um processo de prensagem das vagens. O fruto da
algaroba foi prensado em prensa hidraulica manual a uma presséo de 50 kgf/cm?, conforme
metodologia proposta por Silva et al. (38). O residuo fibroso resultante da prensagem (fibra
da algaroba) foi utilizado como substrato para crescimento e avaliacdo da esporulacdo de B.

bassiana.

Prensagem da algaroba: os legumes da algaroba foram devidamente selecionados e
descartados os atacados por fungos e insetos. Pesados em uma balanca eletrénica (Gural -
modelo Esse - 15), carga maxima de 15 kg e minima de 0,005 Kg. Em seguida, foram
sanitizadas imergindo-as em uma solugéo de hipoclorito de sédio a 3 % durante 5 minutos.
A remocao dos residuos sanitizantes foi promovida pelo enxague em agua corrente. Apds
esse procedimento, foram hidratadas em agua destilada aquecida a 65 + 2 °C, na proporcao
de 1:1 m/v (1 kg de vagem para 1 L de 4gua) durante 3 horas. Ao final desse processo, 0s
legumes hidratados foram submetidas a prensagem em prensa hidraulica manual a uma
pressdo de 50 Kgf/cm? (37).
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Meio de manutencdo da linhagem flngica: Agar-Sabouraud-dextrose: 10 g de
peptona de carne, 40 g dextrose, 15 g de agar e 1000 mL de &gua destilada. pH 5.6. As
amostras foram repicadas em tubos de ensaio contendo meio agar-Sabouraud-dextrose,
onde a cultura foi mantida a temperatura ambiente durante 15 dias e em seguida, sob

refrigeracéo a 4 °C.

Producéo de conidios: o fungo foi inoculado em meio de cultura para conidiogénese
(esporulagéo) (Meio Completo - MC) (5). Em seguida, as placas foram incubadas a 25 °C
por um periodo de 7 a 10 dias para crescimento e conidiogénese do fungo. ApOs esse
periodo, os conidios foram coletados, raspando-se a superficie do meio de cultura e
transferidos para tubos de ensaio fechados com filme PVC e armazenados sob refrigeragéo
a 4 °C por um periodo ndo superior a 10 dias. Para o preparo da suspensdo, foram
adicionados aos conidios agua destilada + “tween” 80 a 0,01 %. Em seguida, foi estimada a
concentracdo dos conidios em camaras de Neubauer e as suspensdes foram padronizadas

para 1 x 10° conidios/mL.

Teste preliminar para ajustar a umidade dos meios de cultura para 70 %: o teste
foi realizado para medir o volume de agua destilada em 30 g de cada substrato, contidos em
erlenmeyer de 250 mL. Os erlenmeyers foram autoclavados e, apés resfriamento, foram
feitas as pesagens. Em seguida, os erlenmeyers foram levados a estufa (80 °C) para
secagem dos materiais até o peso constante. Posteriormente, foi realizada uma nova
pesagem e, apoOs a subtracdo da massa seca, foi calculado o volume de agua adicionado a
cada substrato de forma a resultar numa umidade em torno de 70 % apds a autoclavagem.

O volume de liquido adicionado ao meio foi baseado na equacao especificada abaixo:

ms(x) — xy)
Mo = B
—x

Sabendo que: mg = massa de substrato; x; = umidade inicial do substrato e x, =
umidade desejada.

Avaliacdo da producdo de Beauveria bassiana em diferentes substratos: foram
utilizados cinco diferentes substratos ricos em carboidratos (Tabela 2). O experimento foi
realizado em erlernmeyer de 250 mL, contendo 30 g do substrato com umidade em torno de

70 %. Foram preparados trés frascos para cada substrato. Foram inoculados 1x10°
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conidios/mL e em seguida os frascos foram incubados (T= 29 + 1 °C) e analisados durante
10 dias. Ap6s esse periodo, foi adicionado 0,9 de agua destilada + “tween” 80 a 0,01 % para
se obter uma diluicdo final de 1:10 e coletado uma aliquota de 0.1 mL para realizacdo da
contagem dos conidios em cAmara de Neubauer ao microscépio 6ptico (36).

Avaliacdo da viabilidade dos conidios: amostras dos conidios produzidos nos
diferentes substratos foram tomadas e submetidas a diluicbes seriadas, até se obter uma
concentracdo de 1x10° conidios/mL. Desta suspensdo, inoculou-se, em triplicata, 100 mL
em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Agar-Dextrose), que em seguida foram
incubadas por 18 horas (T = 29 + 1 °C). Apés esse periodo, foram realizadas as contagens
em cada placa, de 200 a 300 conidios viaveis ou néo, sob microscopio de luz (aumento de
400%) (36).

Bioensaio - avaliacdo da atividade inseticida: foram utilizados 45 cupins. Foi
realizado um experimento com trés repeticdbes de 15 cupins para cada tratamento. Os
cupins foram imersos por 10 segundos em agua destilada autoclavada + “tween” (0,01 %)
contendo uma suspensdo de conidios (1x10° conidios/mL™). Posteriormente, os cupins
foram transferidos individualmente para placa de Petri contendo uma dieta artificial (folha
seca e pedacos do caule do coqueiro). As placas foram mantidas em temperatura ambiente
e avaliadas a cada 24 horas durante 10 dias. O controle negativo foi realizado imergindo os
insetos em agua destilada autoclavada + “tween” (0,01 %) e mantendo-os nas mesmas
condi¢Bes citadas anteriormente (5).

Andlise estatistica: os experimentos foram realizados segundo o delineamento
experimental inteiramente casualizado, sendo os dados obtidos analisados estatisticamente
guanto a variancia (teste F) e as médias comparadas entre si (Teste de Tukey), ambos ao

nivel de 5,0 % de probabilidade, utilizando-se o programa computacional Sisvar (15).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo do crescimento de Beauveria bassiana

O crescimento micelial de B. bassiana foi avaliado durante 10 dias no arroz polido
(substrato padrao), fibra da algaroba, residuo de malte (malte A e malte B), semente de
acerola, fibra de acerola e bagaco de cana-de-acucar. O crescimento de B. bassiana exibiu

variacao quanto ao crescimento e esporulacao.
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O arroz polido foi utilizado como padrao porque atualmente é o substrato mais
empregado na producdo para comercializacdo de conidios, devido a uma combinacdo de
fatores como: caracteristicas nutricionais, conservacdo da umidade, preco, ampla
disponibilidade mundial e caracteristicas fisicas como tamanho e forma do grao (20).

Ap6s 10 dias de incubacdo os substratos arroz polido (2,00 x 10° conidios/g de
substrato), malte A (1,22 x 10° conidios/g de substrato), malte B (1,75 x 10° conidios/g de
substrato) e fibra da algaroba (2,36 x 10° conidios/g de substrato), proporcionaram maior
producdo de conidios. Os substratos bagaco da cana-de-agucar (0,85 x 10° conidios/g de
substrato), semente de acerola (0,56 x 10° conidios/g de substrato) e fibra de acerola (0,54 x
10° conidios/g de substrato) proporcionaram uma conidiogénese menor (Tabela 3).

Tabela 3. Producdo média e viabilidade dos conidios (conidios/g) em diferentes substratos
de Beauveria bassiana (T =29 + 1 °C).

Umidade Producéo de
(Volume de conidios (x 1082
Substratos agua destilada)’ (xEP)? Viabilidade (%)* (+EP)*
Arroz polido (meio
padréo) 30 mL 2,00 £0,27 a 99,96 + 0,16 a
Malte A 30 mL 1,22 + 0,20 ab 90,04+ 0,23 a
Malte B 30 mL 1,75+ 0,28 ab 93,17+0,25 a
Fibra de algaroba 30 mL 236+0,31a 98,21+ 0,27 a
Bagaco da cana-de-
acucar 60 mL 0,85+0,08 b 55,10+ 2,83 b
Semente de acerola 30 mL 0,56 +0,04 b 68,29+ 2,03 b
Fibra de acerola 20 mL 0,54+ 0,02 b 71,11+ 1,09b
CV%* 21,68 7,48

%olume de agua destilada necessaria para se obter 70 + 10 % de umidade em 30 g de
substrato bruto; *Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si ao nivel
de 5 % de significancia pelo Teste de Tukey; “Dados transformados porix + 0,5; *Erro
padrdo da média; “coeficiente de variacdo. Fonte: Autor.

Esses diferentes resultados podem ser justificados pela textura e suporte nutrional de
cada substrato. A fibra da algaroba apresentou consideravel crescimento e producédo de

conidios por ser uma leguminosa rica em nutrientes, apresentando composi¢cdo quimica
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varidvel, favorecendo o crescimento microbiano e producdo de conidios (39). O malte B
durante o processo de producdo da cerveja foi submetido a poucas lavagens, por isso
obteve maior producdo de conidios que o malte A (mais lavagens), devido a presenca de
maior teor de acUcares fermentesciveis. A densidade especifica do mosto ao final da etapa
de recirculacdo/lavagem do malte B foi de 1,010 e do malte A foi de 1,005. Essa condicdo
de coleta do malte justifica 0 melhor crescimento de B. bassiana no malte B.

O bagaco de cana-de-agUcar apesar de ser um substrato rico em polissacarideos, e
apresentar caracteristica fibrosa que favorece a aeracdo e crescimento durante o cultivo,
teve uma perda de umidade ao longo dos 10 dias de incubacdo. A perda de umidade levou
a baixa disponibilidade de nutrientes, afetando o crescimento do fungo e esporulacdo
(Tabela 4).

Tabela 4. Variacdo da umidade nos diferentes substratos utilizados para o cultivo de
Beauveria bassiana apés 10 dias de incubacéo (T = 29 + 1 °C).

Substratos Umidade inicial (%) Umidade final (%)

Arroz polido (meio padrao) 71,50 67,56
Malte A 76,67 68,99
Malte B 74,49 66,28
Fibra de algaroba 76,98 69,03
Bagaco da cana-de-agucar 66,87 55,98
Semente de acerola 71,78 61,17
Fibra de acerola 72,25 63,61
CV% 6,89 5,63

Fonte: Autor.

As sementes e as fibras da acerola também apresentaram baixa conidiogénese em
relacdo aos outros substratos utilizados (arroz, fibra da algaroba, malte A e B). Isso pode ter
sido ocasionado também, devido as diferentes concentracdes de lignina presentes na

composicao das espécies vegetais.

Devido a grande rigidez e impermeabilidade conferida pela lignina, a maioria dos
fungos ndo conseguem quebrar esse composto quimico. Lousada Junior et al. (24)
encontrou em subprodutos da acerola, em média 18,4 % de lignina. Essa concentracdo é
consideravelmente alta e pode esta relacionada a diminuicdo da germinacdo e do

crescimento de B. bassiana nestes substratos. As espécies vegetais apresentam
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concentracdes variaveis de lignina. Dessa forma, a presenca da lignina na parede celular

dificulta a hidrélise enzimatica dos carboidratos.

No presente trabalho foram utilizados substratos brutos sem pré-tratamento ou
suplementacdo para o desenvolvimento do fungo, e essa condi¢do pode justificar o baixo

crescimento do fungo nesses substratos.

Alguns fatores ambientais como temperatura e umidade podem influenciar o
crescimento e o desenvolvimento do fungo. A variagdo da umidade nos diferentes
substratos utilizados para o cultivo de B. bassiana apés 10 dias de incubacdo em

temperatura ambiente (T = 29 + 1 °C) esta descrita na Tabela 4.

A umidade nos diferentes substratos utilizados variou ao longo dos 10 dias de cultivo.
O malte A, malte B e a fibra de algaroba proporcionaram maior producdo de conidios e
foram os substratos que ao decorrer dos 10 dias tiveram as menores perdas de umidade,
apresentando umidade final de 68,99 %; 66,28 % e 69,03 %, respectivamente.

Apesar da umidade final dos substratos utilizados ter variado de 55,98 % a 69,03 % e
diferir da umidade relativa de 93 %, descrita por Webster e Gunnel (48) onde o
desenvolvimento do micélio é favorecido, todos os substratos testados apresentaram

crescimento e esporulacao do fungo.

Vale ressaltar que a umidade do meio de cultivo € um dos principais parametros que
influéncia a producéo dos conidios. O substrato com a umidade adequada apresenta
condicbes para que haja transferéncia de nutrientes e oxigénio. No entanto, 0os espacos
entre as particulas devem permanecer livres para permitir a difusdo e dissipacao de
oxigénio. Portanto, o controle da umidade é essencial para a otimizacdo dos processos de
cultivo em estado sélido. Quantidades excessivas de liquido na matriz sélida resultam na
diminuicdo da porosidade, na baixa difusdo de oxigénio e na reducédo de trocas gasosas,
que prejudicam a respiragdo microbiana (35). Entretanto, o baixo nivel de umidade leva a
inibicdo do crescimento fangico e, consequentemente, influenciard no produto final de

interesse que sdo a producgédo e a viabilidade dos conidios (18).

Producdo e viabilidade dos conidios
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A producdo média e a viabilidade dos conidios (conidios/g) em diferentes substratos
de B. bassiana esta apresentada na Tabela 3.

B. bassiana foi mais produtiva nos substratos arroz, malte A, malte B e fibra de
algaroba, nédo diferindo estatisticamente entre si, com rendimentos de 2,00 x 10°% 1,22 x 10°%
1,75 x 10° e 2,36 x 10° conidios/grama, respectivamente. A esporulacdo variou
estatisticamente nos substratos bagaco da cana-de-agucar, sementes e fibras da acerola
(0,85 x 10°%; 0,56 x 10° e 0,54 x 10°, respectivamente).

A viabilidade dos conidios produzidos nos substratos arroz, malte A, malte B e fibra de
algaroba, ap6s 72 horas da inoculagdo em temperatura ambiente, ndo diferiram
estatisticamente entre si, com porcentagem de germinacgédo de 99,96; 90,04; 93,17 e 98,21,
respectivamente. O bagaco da cana-de-aglcar, a semente e a fibra da acerola diferiram
estatisticamente, pois apresentaram menor capacidade de germinacao (55,10 %; 68,29 % e
71,11 %, respectivamente) (Tabela 3).

As diferencas estatisticamente comprovadas na esporulacdo e na viabilidade dos
conidios sugerem a caréncia de algum fator nutricional importante, associado & manutencao
da umidade durante o processo de cultivo para a conidiogénese nos substratos bagaco da
cana-de-agucar, sementes e fibras da acerola. Essa deficiéncia pode ter sido ocasionada
pela reducdo na diferenciacdo morfoldgica da parte vegetativa do fungo, em estruturas
reprodutivas, com consequente redugdo da produgcdo de conidios e germinacdo dos
mesmos.

B. bassiana é considerado um fungo eucarpico (1). As estruturas reprodutivas surgem
apenas em uma parte das estruturas somaticas, sendo a parte restante, a forma vegetativa.
O comportamento (crescimento e esporulacdo) é uma resposta a composicdo e ao
enriqguecimento do meio de cultivo. No entanto, a variagdo na concentracdo de nutrientes
como fonte de carbono e a reducdo da umidade, pode justificar as diferentes respostas no
desenvolvimento vegetativo in vitro do fungo, nos diferentes substratos.

Em estudo de selecao de isolados de B. bassiana para o controle da broca do café,
obtiveram producdes de conidios/mL em torno de 2,5 x 10° em cadaveres dos insetos da
broca do café, mostrando semelhanca com os resultados alcancados no presente estudo
(30).

Em estudo realizado por Sene et al. (36), a porcentagem de germinacdo de conidios
do fungo M. anisopliae (Metchnikoff) Sorokin produzidos no arroz e na mistura de arroz +

residuo de cervejaria, apresentaram viabilidade média em torno de 85 %, bem proxima aos
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valores encontrados no malte A (90,04 %) e B (93,17 %) e fibra da algaroba (98,21 %).
Resultados similares também foram achados por Oliveira et al. (32) que verificaram que a
viabilidade dos fungos B. bassiana e M. anisopliae cultivados em meio Batata-Dextrose-
Agar + antibidtico sulfato de estreptomicina e 6leo Nujol esteve acima de 95 % e que
apresentaram atividade patogénica sobre os insetos nos diferentes parametros avaliados

sobre caracteristicas bioldgicas de Diatraea saccharalis Fabr., 1794.

Avaliacdo da patogenicidade de Beauveria bassiana sobre o cupim do coqueiro

Os conidios de B. bassiana produzidos no arroz polido, malte A, malte B, fibra da
algaroba, bagaco da cana-de-agucar, sementes e fibras da acerola mostraram efeito letal na
concentracdo testada (10° conidios/mL™). Os resultados obtidos evidenciaram mortalidade
dos cupins as 72 horas apos a infec¢gdo com conidios produzidos em todos os substratos.
Apds 96 horas da infeccéo, foram observadas hifas escassas projetando-se da superficie da
cuticula dos cupins. A partir das 120 horas de infeccao, foi observado a mumificacdo e o
rompimento da cuticula do inseto, com excecao do grupo controle (Figura 1).

Figura 1. Infeccdo do cupim com Beauveria bassiana. Bioensaio realizado em agua
destilada autoclavada. Mumificacdo do inseto apds 120 horas de infecgdo. A. Conidios
produzidos na fibra de algaroba; B. Malte A; C. Malte B; D. Semente de acerola; E. Bagaco
da cana-de acucar; F. Controle negativo — ap6s 120 horas. Fonte: Autor.
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Verificou-se que nos estagios iniciais, a infec¢do causou alteracdes fisioldgicas como a
diminuicdo dos movimentos, seguidos de paralisia. Esses dados confirmam os resultados
obtidos por Vey et al. (45), onde os hospedeiros infectados [carrapato Ixodes ricinus L.
(Linnaeus, 1758)] exibiam os primeiros sinais de colonizac¢do: inquietacdo, perda de
coordenacdo motora, parada de ingestédo de alimentos e morte.

Os disturbios fisiologicos gerados nos hospedeiros, provavelmente foram provocados
pela producdo de micotoxinas. As dextruxinas, metabdlitos secundarios produzidos pelos
fungos, sé@o as principais toxinas que afetam os canais de transportes de ions, envolvidos
nas respostas musculares e na integridade das membranas celulares. Portanto, estes
fatores apontam que as micotoxinas estdo envolvidas na sintomatologia exibida nos
primeiros estagios de infecc¢ao (40).

A acdo das micotoxinas produzidas por B. bassiana sob o cupim do coqueiro foi
considerada aguda, devido a eliminagdo por completo e rapidamente do controle nervoso
sobre as func¢des do corpo do inseto. Resultados semelhantes foram observados em salvas
(Atta sp.) e moscas domésticas infectadas com B. bassiana, onde foi observado diminuicdo
momentanea dos movimentos (4).

A taxa de mortalidade dos cupins apés infeccdo com os conidios produzidos nos
diferentes substratos nao diferiram estatisticamente superando 80 % de mortalidade (Tabela
5), com excecdo do grupo controle. A viruléncia de B. bassiana néo foi afetada devido ao
seu crescimento nos diferentes substratos brutos apés 10 dias de cultivo, sem nenhum
suplemento nutricional. A capacidade de infecg&o, ocasionada inicialmente pela germinagéo
dos conidios na cuticula do inseto, pode estd associada a fatores como patogenicidade
(dimensBes dos conidios, taxa de crescimento e atividades enzimaticas), viruléncia,

especificidade e tolerancia ao hospedeiro (43).

Tabela 5. Atividade patogénica de Beauveria bassiana sobre o cupim adulto do coqueiro em
condicBes de laboratério na concentragéo de 10° conidios/mL™. Periodo de incubagéo - 10
dias.

Substratos Taxa de mortalidade3
confirmada (%) (zEP)
Arroz 91,6 £ 23,60
Malte A 83,4+11,02
Malte B 87,9+ 13,50
Fibra de algaroba 89,9+ 10,98
Bagaco da cana-de-acucar 93,02 + 12,90
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Semente de acerola 90,04 + 9,56
Controle 1,22 +0,10
CV% 11,8

Fonte: Autor.

Os cupins infectados foram colocados em placa de Petri contendo papel toalha
umedecido com agua destilada autoclavada e mantidos em temperatura ambiente (T = 29 +
1 °C). Diante dos dados obtidos, notou-se que B. bassiana ndo depende de um meio
externo bastante nutritivo para dar inicio ao processo de infecgao, visto que o tratamento
contendo papel toalha umedecido, mesmo sendo ausente em nutrientes, garantiu a
germinacdo dos conidios e crescimento na cuticula do cupim. A maioria dos fungos
entomopatogénicos requer, pelo menos, 95 % de umidade relativa na superficie do
hospedeiro para iniciar o processo de germinagéo, extensdo do tubo germinativo e infeccéo.
A alta umidade relativa e a temperatura adequada sao condi¢cdes favoraveis para o
crescimento do fungo e a ocorréncia da doenca, sendo que temperaturas altas e baixas
retardam o crescimento e, consequentemente, o desenvolvimento da doenca (16).

A patogenicidade de B. bassiana nao esta relacionada ao meio onde o conidio foi
produzido, mas sim na concentracdo da suspensdo de conidios, especificidade com o
hospedeiro e fatores abibéticos.

Os conidios de B. bassiana sdo envolvidos por uma substancia transparente,
mucilaginosa e aparentemente viscosa que, além de proteger contra a dessecacdao, facilita a
adesdao desses conidios a superficie do inseto. O muco que envolve os conidios possui altos
niveis de aminopeptidases, que podem criar condicdes favoraveis para a atuacdo das
enzimas extracelulares e garantir o processo de germinagéo e colonizac&o do fungo sob a
cuticula do inseto (1). Podemos destacar a acdo de enzimas envolvidas na patogenicidade
do fungo B. bassiana. As proteases extracelulares produzidas por B. bassiana
desempenham um papel crucial na hidrélise da cuticula para penetracdo do fungo através
do exoesqueleto (7). Uma vez na hemocele, o fungo podera produzir metabolitos toxicos
capazes de causar paralisias (13), atuar nos hemacitos (28), destruir o balanco fisiol6gico
normal do sistema hospedeiro (41, 42) até leva-lo a morte.

Considerando o elevado preco do arroz para producdo de propagulos viaveis, e os
custos e despesas que tem acarretado aos produtores de conidios, tem se dado uma

atencdo especial para o reaproveitamento de residuos sélidos gerados nos diferentes
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processos industriais, com o intuito de baratear esse método de controle e minimizar os
custos da producdo em grande escala dos conidios (27). Os substratos alternativos e
residuos agroindustriais além de serem fontes de nutrientes, possuem grande potencial e
tem sido utilizado para o cultivo desse fungo.

Esses substratos podem conter muitas substancias de alto valor nutritivo. Se for
empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser convertido em produtos
comerciais ou matérias-prima para processos secundarios (22), podendo fornecer uma
reducdo de aproximadamente 50 % nos custos de producdo de conidios de fungos
entomopatogénicos utilizados no controle biol6gico de varios insetos-praga.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a utilizacdo de residuos de malte,
bagaco da cana-de-agucar, fibra da algaroba, sementes e fibra da acerola na composicao
de meios de cultura sélidos para a producdo de B. bassiana foi eficiente por concentrar
umidade e garantir a esporulacdo; Os conidios produzidos a partir dos substratos n&o
convencionais foram viaveis e apresentaram efeito letal na concentracdo testada; B.
bassiana foi considerado patogénico para o cupim do coqueiro devido a especificidade ao
hospedeiro, sugerindo que este isolado tem potencial para uso no controle biol6gico; A taxa
de mortalidade dos cupins ap0s infecgdo com os conidios produzidos nos diferentes
substratos superaram 80 % de mortalidade. B. bassiana apresentou bom desenvolvimento e
resposta aos experimentos realizados in vitro, apontando este isolado fingico como um
possivel agente entomopatogénico a ser explorado para minimizar os danos ecotoxicos na

producado animal e vegetal.
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