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Producao de esporos de Beauveria bassiana (Bals). Vuill. num processo

bifasico utilizando diferentes meios liquidos

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. spores production in biphasic process

utilizing different liquid media

Patricia Helena Santoro'; Pedro Manuel de Oliveira Janeiro Neves?';
Roberta Zani da Silva®; Silvia Akimi*; Janaina Zorzetti®

Resumo

Técnicas de producdo de fungos entomopatogénicos sdo desenvolvidas buscando aumentar a
produtividade desses patégenos e reduzir custos do processo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
producdo de biomassa de Beauveria bassiana em meios liquidos ¢ a conidiogénese no processo bifasico.
Os meios liquidos testados foram: FC (farinha de crisalida), BD (batata+dextrose) e FCBD (farinha de
crisalida+batata+dextrose). Os periodos de avalia¢ao da produgdo de biomassa foram: 24, 48, 72, 96, 120
e 144 hs. Para a produgédo pelo processo bifasico, diferentes quantidades dos meios liquidos (5, 10, 15 ¢
20 mL) com diferentes periodos de incubagio (24, 48 ¢ 72 hs), foram adicionadas sobre arroz pré-cozido
(200 g), avaliando-se a produgdo de conidios apos 10 dias. Na producao de biomassa, o meio FCBD foi
o mais produtivo durante todos os periodos avaliados. No processo bifasico, as maiores produgdes de
conidios foram atingidas quando utilizou-se como inoculo do arroz, biomassa fingica produzida nos
meios FC e FCBD (2,7 x 10" ¢ 2,8 x 10" conidios/g de arroz). As quantidades de 5, 15 € 20 mL de meio
liquido, inoculadas sobre arroz, ndo diferiram estatisticamente. Os tempos de incubacao de 24 ¢ 48 hs, do
fungo em meio liquido, proporcionaram maior conidiogénese do que em 72 hs. Os dados mostram a
necessidade de fontes de carbono e nitrogénio na produgdo de biomassa em meio liquido e na
conidiogénese em meio s6lido. Também, € possivel otimizar o processo bifasico, adicionando sobre o
arroz (200 g) S mL do meio liquido FCBD com 24 hs de incubagao.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel, produ¢@o organica, biotecnologia

Abstract

Entomopathogenic production techniques are developed with the objective of increasing productivity
and reducing costs of the process. The objective of this study was to evaluate Beauveria bassiana
biomass production in liquid media and conidiogenesis in a biphasic process. The liquid media were: CF
(crysalid flour), PD (potato dextrose) and CFPD (crysalid flour+potato+dextrose). The evaluation periods
for biomass production were: 24, 48, 72, 96, 120 and 144 hours. For production by biphasic process
different quantities of liquid media (5, 10, 15 and 20 mL) with different incubation periods (24, 48 and 72
hours), were added on the pre-cooked rice (200 g) with conidia production evaluation after 10 days.
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CFPD media was the most productive biomass in all evaluated periods. In the biphasic process, bigger
conidia production were attained when it was utilized fungi biomass produced in CF and CFPD (2.7 x 10'?
and 2.8 x 10" conidia/g of rice) for rice inoculation. The quantities of 5, 15, 20 mL of liquid media,
inoculated on the rice were not statistically different. The incubation periods of 24 and 48 hours of the
fungus in the liquid media, gave bigger cionidiogenesis then 72 hours. The data show the necessity of
carbon and nitrogen for biomass production in the liquid media and for conidiogenesis in the solid
media. Also with these informations it was possible to optimize the biphasic process, adding 5 mL of the
liquid media CFPD on the rice (200 g) with 24 hours of incubation.

Key words: Sustainable agriculture, organic production, biotechnology

Introducao

Com a selecdo de insetos resistentes, ressurgéncia
de pragas e problemas de contaminac¢ao ambiental e
humana, novos estudos sdo desenvolvidos visando
formas alternativas ao controle quimico dos insetos.
Entre elas, destaca-se o controle biologico através
da utilizag¢ao de inimigos naturais como predadores,
parasitoides ou entomopatogenos.

O controle biologico, com entomopatogenos, €
denominado controle microbiano, e inclui como
agentes os virus, os fungos, as bactérias, os
nematoides e os protozodarios. O impacto de
epizootias naturais, causadas em particular por
patogenos fungicos e virais sobre a populacdo de
pragas, demonstra o potencial do controle microbiano
(CHARNLEY, 1997). Das doengas que ocorrem em
insetos, aproximadamente 80% tem como agentes
etiologicos os fungos. A ocorréncia desses patdogenos,
em condi¢des naturais, tanto enzodtica como
epizooticamente, tem sido um fator importante na
reducdo das populagdes de pragas (ALVES, 1998a).

Em um programa de manejo integrado de pragas,
os fungos entomopatogénicos podem se tornar um
importante componente da estratégia de controle
(BARRERA etal., 1990). Para serem utilizados como
inseticidas biologicos, precisam estar disponiveis em
grandes quantidades, pois os insetos normalmente
necessitam de um elevado potencial de inoculo para
serem colonizados por esses patogenos (ALVES,
1998b). Com isso torna-se necessaria a producao de
fungos em larga escala, através de processos “in
vitro”, que sdo basicamente trés: meios solidos,
liquidos e bifasico (liquidos-solidos).

Para se obter sucesso na produgdo comercial e
no uso de fungos para o controle de pragas, alguns
aspectos devem ser levados em consideracdo, como:
selecdo de um isolado que apresente rapido
crescimento, abundante esporulacao e elevada
patogenicidade para a praga alvo; desenvolvimento
de um meio de simples composi¢ao, com baixo custo
e viavel em larga escala. Além disto, os componentes
do meio devem ser minimamente processados e de
facil e rapida procedéncia (SAMSINAKOVA et al.,
1981).

Os meios liquidos tém sido cada vez mais
utilizados, pois permitem melhor controle das
condigdes fisicas e nutricionais exigidas pelo
organismo (JACKSON, 1997). Ja a produgdo de
fungos no processo bifasico, combina o beneficio da
alta produg¢dao de biomassa obtida pelo cultivo
submerso em meio liquido, com a producdo de
conidios estaveis e hidrofébicos em meio solido em
menor espaco de tempo, utilizando-se em larga
escala, produtos naturais de baixo custo,
principalmente o arroz (LEITE et al., 2003).

A espécie Beauveria bassiana, por ser
patogénica a varias espécies de insetos e de facil
producao in vitro, ¢ um dos fungos mais utilizados
para controlar pragas na agricultura. Este trabalho
teve como objetivos avaliar o desenvolvimento de B.
bassiana em diferentes meios liquidos, utilizando
como fontes nutricionais produtos de baixo custo e
facil aquisicdo e avaliar a produ¢do de conidios em
arroz através de um processo bifasico.
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Material e Métodos
Reativacao do isolado e obtencdo do inoculo

O isolado de B. bassiana utilizado foi 0 CG432,
armazenado no banco de entomopatogenos do
Laboratério de Controle Microbiano da Universidade
Estadual de Londrina, Londrina PR. Adultos da
broca-do-café, Hypothenemus hampei FERRARI
(COLEOPTERA: SCOLYLIDAE), criados em
laboratorio, foram inoculados com B. bassiana para
reativar as caracteristicas originas. Apos a
esporulagdo sobre os cadaveres dos insetos, o fungo
foi isolado em meio BDA (batata-dextrose-agar) para
obtencdo dos conidios e posterior utilizagdo como
fonte de indculo para os meios liquidos.

Substrato utilizado

Na preparagao dos meios liquidos utilizou-se como
fonte de nitrogénio a farinha de crisalida do bicho-
da-seda (Bombyx mori), que é um subproduto da
industria de seda, e como fonte de carbono utilizou-
se batata e dextrose. Segundo Neves (1991), o teor
de proteina bruta encontrado em farinha de crisalida
¢ de 55,47 % e Mestres et al. (1996), verificaram
que a porcentagem de amilose em batata ¢ de 18 a
20%. Os meios testados foram: FC (Farinha de
crisalida 200g), BD (Batata 200g e Dextrose 20g) e
FCBD (Farinha de crisalida 100g, Batata 100g e
Dextrose 10g).

1° Bioensaio: Meios Liquidos

Para o meio FC a farinha de crisalida foi fervida
em llitro de 4gua destilada por 5 minutos. No meio
BD a batata descascada e fatiada foi fervida em 1
litro de agua destilada até cozimento, separando-se
em seguida o caldo, ao qual adicionou-se a dextrose.
O meio FCBD foi obtido através da mistura dos meios
FC e BD em proporg¢des iguais.

Os meios foram filtrados a vicuo em funil de
Biichner e papel filtro, dividindo o conteudo liquido
em garrafas de vidro (320 mL), contendo 100 mL de

meio cada, autoclavado-se por 30 minutos, a 120°C
sob pressdo de 1 atm. Apds resfriamento, as garrafas
foram inoculadas com ImL da suspensao de
conidios de B. bassiana, que foram padronizadas
em 1x10%conidios/ml, fechadas com papel toalha
e colocadas em incubadora refrigerada (Tecnal
TE-421) com agitacdo a 110 rpm e temperatura
de 254+2°C, sem luminosidade.

Para avaliacdo da producdo de biomassa, nos
periodos de 24,48, 72,96, 120, 144 ¢ 168 horas, foram
retiradas da incubadora 5 repeti¢des (garrafas) de
cada um dos diferentes meios. As amostras foram
filtradas a vacuo em funil de Biichner e papel de
filtro, separando-se a biomassa produzida do
contetdo liquido. Os papéis de filtro, onde ficou retida
a biomassa, foram colocados em placas de Petri e
levados a estufa (60°C) para secagem até atingir peso
constante. As amostras foram pesadas em balanga
analitica para determinag@o de biomassa produzida,
subtraindo-se o peso do papel. A variagdo de peso
seco de biomassa foi obtida através da diferenca da
média do peso do periodo atual de avaliagao com a
média do peso do periodo anterior, determinando-se
a da taxa de crescimento.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos dispostos em
esquema fatorial 3 x 7 (meios x tempos). Os dados
foram submetidos 4 analise de variancia
complementada pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

2° Bioensaio: Meio Sé6lido

Na segunda fase do experimento avaliou-se a
producdo de conidios no processo bifasico, onde cada
meio liquido (FC, BD e FCBD), em diferentes
quantidades (5, 10, 15 ¢ 20 mL) e diferentes tempos
de incubagdo (24, 48 e 72 horas) foram inoculados
sobre 200g de arroz pré-cozido e autoclavado em
sacos de polipropileno. Apds a inoculagdo, os sacos
de arroz foram fechados e mantidos em sala
climatizada a temperatura 25+2°C e fotofase de 12
horas. Apé6s 3 dias os sacos foram abertos e
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permaneceram na sala por mais 7 dias para completa
conidiogénese, quando entdo foi retirado de cada saco
uma amostra de 1g de arroz com conidios, para
quantificagdo, em camara de Neubauer. Cada
tratamento foi constituido de 4 repetigdes (sacos). O
delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos dispostos em
esquema fatorial 3 x 3 x 4 (meios x quantidades de
in6culo x tempos). Os dados foram submetidos a
analise de variancia complementada pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

A biomassa produzida pelo fungo B. bassiana no
meio FCBD foi superior aos demais meios ¢
crescente durante todo o periodo de avaliagado
(Tabela 1). Esses dados confirmam a necessidade
de fontes de carbono e nitrogénio em um meio de

cultura para que ocorra o bom desenvolvimento do
fungo, como descrito por Soper e Ward (1981). Smith
e Grula (1981), observaram que fontes de carbono
podem iniciar a germinagdo de B. bassiana, porém
fontes de nitrogénio sdo necessarias para o
crescimento micelial. Bidochka, Pfeifer e
Kahachatourians (1987) verificaram que a reserva
de nitrogénio presente no interior do conidio ¢é
insuficiente para favorecer o crescimento micelial.

A producao maxima de biomassa para o meio FC
foi verificada em 72 hs de incubagdo, com 3,3 g/L de
peso seco de biomassa. Para o meio BD, a produgdo
maxima ocorreu com 96 hs de incubagdo com 3,2 g/
L. O meio FCBD, teve producao crescente durante
todo periodo de avaliacdo, com produgdo maxima
em 168 hs, com 5,6 g/L, no entanto, ap6s 72 hs de
incubagdo, sua produgdo (3,7 g/L) foi superior as
maximas obtidas pelos demais meios (Tabela 1).

Tabela 1: Produgdo de biomassa (g/L) de Beauveria bassiana em diferentes meios liquidos e diferentes periodos de
incubagdo. FC (farinha de crisalida), BD (batata+dextrose) e FCBD (farinha de crisalida+batata+dextrose).

PERIODOS DE INCUBACAO (hs)

MEIOS 24 48 72 96 120 144 168
FC 0,16+0,10 Ad  2,12+0,16 Bc  3,30+0,14 Ba 3,10+0,18 Ba 2,54+0,20 Bb 2,28+0,09 B¢  2,16+0,10 Bc
BD 0,20+0,00 Ae 1,40+0,12 Cd 2,80+0,14 Cb 3,16+0,17 Ba 2,16+0,13 Cc  2,12+0,13 B¢  2,08+0,15 Bc
FCBD 0,30+0,00 Ag  2,66+0,10 Af 3,73+0,13 Ae 4,44+0,17 Ad 5,00+0,22 Ac 5,38+0,04 Ab 5,64+0,05 Aa

Meédias (=EP), seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mesma letra minuscula na linha, nao diferem entre si,

pelo teste de Tukey (< 0,05).

Rombach (1988) verificou que meios constituidos
de maltose (4%), de sacarose (3,5%) e de extrato
de levedura (2,5%), todos acrescentados de diversos
sais basicos (KH,PO, MgSO,.7H,0, CaCl,,
H.BO,, MnSO,.4H,0, Na,MoO,.2H 0,
CuSO,.5H,0, ZnSO,.7H,0, FeCl,.6H,0O,
CoCl,.6H,0) obtiveram rendimento de peso seco de
biomassa variando entre 9 a 12,3 g/L. Apesar de
apresentar uma produ¢@o de biomassa superior aos
meios FC, BD e FCBD os meios utilizados por
Rombach (1988) sdo economicamente inviaveis em
produgdes em larga escala, as quais, segundo

Samsinokova et al. (1981) devem utilizar na
composi¢do de meios, produtos minimamente
processados.

Nahas e Arai (1987), buscando obter melhores
condicdes de crescimento de B. bassiana, testaram
meios semi-sintéticos de Sabouraud, Tedders,
Czaperk e Pontecorvo e meios naturais constituidos
por farelo de soja, farelo de trigo, farelo de arroz e
farinha de crisalida. O meio Pontecorvo propiciou o
mais rapido crescimento. Porém, os meios naturais
(exceto o de farelo de soja) superaram o crescimento
apresentado pelos demais meios semi-sintéticos.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 26, n. 3, p. 313-320, jul./set. 2005
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A maior taxa de crescimento para os meios FC e
FCBD ocorreu entre 24-48 hs de incubagao, que foi
59,4% e 41,8% respectivamente. Para o meio BD a
maior taxa foi de 44,3% entre 48-72 hs. A taxa de
crescimento tornou-se negativa para os meios FC
apos o intervalo de 72-96 hs, e para o meio BD apo6s
96-120 hs (Figura 1). Através destes dados € possivel

estabelecer um tempo ideal de incubacdo para
produgdo de biomassa nos meios liquidos testados,
que ¢ entre 72 ¢ 96 hs apds a inoculagdo. Acima
deste periodo o processo pode se tornar
economicamente inviavel, aumentando os custos de
produgdo com os gastos de energia elétrica, espago,
mao-de-obra e maior risco de contaminacao.

OFcC

OBD EFCBD

80

59

60

Taxa de crescimento (%)

144-168

Intervalo de incubacio (h)

Figura 1. Taxa de crescimento (%) de Beauveria bassiana em diferentes meios liquidos nos diferentes intervalos de
incubagdo. FC (farinha de crisalida), BD (batata+dextrose) e FCBD (farinha de crisalida+batata+dextrose).

Dentro do processo bifasico, foi possivel verificar
que as maiores produgdes de conidios foram atingidas
quando se adicionou ao arroz micélio produzido nos
meios FC e FCBD com 2,8 x 102 ¢ 2,7 x 10*? conidios/
g (Tabela 2). Através desses resultados, € possivel
afirmar que a fonte nutricional utilizada na preparagdo
do meio liquido influencia a produ¢ao de conidios no
processo bifasico, e que meios contendo fontes de
nitrogénio proporcionam maior produtividade de
conidios quando inoculados sobre o arroz, o qual ¢
basicamente fonte de carboidrato.

Tabela 2. Produ¢ao de conidios (x10'?) de Beauveria
bassiana no processo bifasico utilizando diferentes meios
liquidos: FC (farinha de crisalida), BD (batata+dextrose) e
FCBD (farinha de crisalida+batata+dextrose).

Meios Conidios/g

FC 2,8+0,14 A
BD 2,3+0,11 B
FCBD 2,7+0,12 A

Me¢dias (£EP), seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (< 0,05).
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O fator quantidade de meio liquido, inoculada no
arroz ndo influenciou a produg¢ao de conidios que foi
de 2,6 x 102, 2,7 x 10" ¢ 2,8 x 10" conidios/g de
arroz respectivamente para 5, 15 e 20 mL de meio
liquido (Tabela 3). Este dado mostra que a quantidade
de micélio existente me 5 mL é suficientes para a
inoculacdo de 200 g, sendo desnecessario a utilizacao
de uma quantidade maior, a qual podera estar sendo
utilizada na inoculacdo de mais arroz. Quanto a
influéncia dos tempos de incubagao dos meios liquidos,
na producdo de conidios em arroz, observa-se que
24 e 48 horas proporcionaram maior produtividade,
a qual foi de 2,8 x 10" de conidios/g, ja em 72 horas
a producao foi de 2,3 x 10'? de conidios/g (Tabela 4).
Com os resultados obtidos ¢ possivel otimizar o
processo bifasico adicionando sobre o arroz (200 g)
5 mL do meio liquido FCBD, com 24 horas de
incubagdo, assim ocorrera diminui¢ao dos custos e
do tempo de produgao.

Tabela 3. Producdo de conidios (x10'?) de Beauveria
bassiana no processo bifasico inoculando-se o meio
solido (arroz) com diferentes quantidades de meio liquido.

Quantidade Conidios/g
5mL 2,59+ 0,16 A
10mL 2,32+0,16 B
15 mL 2,72 +0,13 A
20 mL 2,79 £ 0,13 A

Meédias (£EP), seguidas pela mesma letra nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey (< 0,05).

Tabela 4. Produgio de conidios (x10'%) de Beauveria bassiana
no processo bifasico inoculando-se o meio sélido (arroz)
com meio liquido incubado por diferentes tempos.

Tempo Conidios/g
24 hs 2,77+0,13 A
48 hs 2,76 £0,13 A
72 hs 2,27+0,11 B

Meédias (£EP), seguidas pela mesma letra nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey (< 0,05).

Alguns trabalhos, onde a produgao ¢ feita apenas
em meio solido, a produtividade de conidios de B.
bassiana em arroz tem atingido valores menores,
com maior tempo de incubacdo. LONDONO et al.
(1992) obteve uma produ¢do média de 7,7 x 10° de
conidios/g de arroz em 20 dias e Vilas Boas et al.
(1996), observou produ¢do maxima de 2,7 x 10'° de
conidios/g de arroz em 30 dias. Comparando-se esses
resultados com a produtividade obtida no processo
bifasico utilizando os meios liquidos FC, BD e FCBD
(2,3a2,8x 10" de conidios/g de arroz entre 11 e 13
dias) ¢é possivel afirmar que, esses meios liquidos,
quando adicionados sobre o arroz, aceleram o tempo
de produgio e aumentam a produtividade entre 100
e 1000 vezes.

Os resultados aqui observados permitem concluir
que, a producdo de conidios pelo processo bifasico
utilizando o meio liquido FCBD tem um elevado
potencial em processos de produgdo massal de B.
bassiana . Também, observou-se que o menor tempo
de incubacio (24 hs) e a menor quantidade de meio
liquido (5ml) adicionado ao meio sélido propiciaram
boas produgdes de conidios otimizando o processo e
diminuindo os custo pela maior produtividade. Além
dos aspetos relativos a produgdo, outros como a
qualidade dos propéagulos e sua viruléncia em relacao
ao hospedeiro podem estar diretamente relacionados
aos nutrientes fornecidos ao patéogeno durante sua
produgdo (LEITE et al., 2003). Desta forma, num
programa especifico de producdo é importante
considerar este aspecto através de bioensaios com o
inseto hospedeiro.
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