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NOVOS TESTES DE CULTIVO DE FUNGOS UTILIZADOS EM CONTROLE
BIOLOGICO USANDO MEIOS DE CULTURA NATURAIS LIQUIDOS

AnaR. M. Alvarenga*, B. P. Bastos Cruz* *, D. A. Oliveira***,
A. P Silveira**** E. A. Bulisanj*****

RESUMO

O estudo foi realizado com o objetivo de comparar o desenvolvimento e a esporulagdo dos fungos

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin), Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Hansfordia pulvinata
(Berk & Curt.) Hughes, em meios de cultura obtidos por maceracdo de sementes de trés variedades
de feijdo de mesa (Carioca, Carioca 80 e Jalo) e de feijdo Guandu, soja e grio de bico. Os substratos
foram obtidos usando S0 g de matéria prima para 500ml de dgua destilada. A esterilizagdo foi feita
em autoclave por 30 minutos.

Foi constatado que os fungos M. anisopliae e B. bassiana alcangaram maiores indices de esporu-
lagdo que H. pulvinata em Guandi e grao de bico. Carioca 80 ofereceu boa produtividade de conidios
para os trés fungos. Jalo teve destaque somente para H. pulvinata.

PALAVRAS-CHAVE — Metarhizium anisopliae; Beauveria bassiana; Hansfordia pulvinata; meios
de cultura; feijdo; feijao guandi; soja; grao de bico.

SUMMARY

New tests of production of fungi used in biological control
through of natural liquids culture media

The study was done in order to compare the development and spores production of the fungi
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Hansfordia pulvina-
ta ((Berk. & Curt.) Hughes), in culture media obtained by macerated grains of 3 kinds of table bean
(Carioca, Carioca 80, Jalo), Guandi bean, soybean and chick-pea. The substrates were obtained through
the use of 50g of grains for 500ml of destilated water. The sterilization was done in autoclave by
30 minutes.

It was evidenced that the fungus M. anisopliae and B. bassiana reached higher index of sporula-
tion than H. pulvingta in Guandd bean and chick-pea. Carioca 80 also offered excelent spore pro-
ductivity for the 3 fungus. Jalo had eminence only for H. pulvinata.

KEY-WORDS — Metarhizium anisopliae; Beauveria bassiana; Hansfordia pulvinata; culture media;

bean, guandi bean; soybean; chik-pea.

INTRODUGAO — O uso de fungos entomo
e micopatogénicos, no controle biolégico de pra-
gas e doengas das plantas econOmicas, vém au-
mentando significativamente nos ultimos anos
(1,4,5,8,11,12), face aos problemas inerentes ao
uso de defensivos quimicos, principalmente sob
o ponto de vista de residuos e de desiquilibrio
biolégico.

No entanto, para que tais agentes possam
ser utilizados, em larga escala, é necessdrio
que se tenha alta produc¢do desses microrganis-
mos. Em virtude desse fato, justifica-se o inte-
resse pelos estudos que buscam encontrar meios

de cultura que viabilizem esse objetivo. Tais
meios de cultura, para serem adequados, devem
ser de baixo custo, de fécil preparo e eficientes
quanto ao desenvolvimento e esporulagdo de
microrganismos de interesse objetivo. Além
disso, procuram-se também, tipos de formula-
¢Oes que tornem mais prdtica a utilizagdo des-
ses inseticidas/fungicidas bioldgicos no campo.

Diversos pesquisadores tem desenvolvido es-
tudos relativos ao preparo dos mais variados me-
ios de cultura, sendo bastante enfatizados, ulti-
mamente, aqueles que tem caracteristicas natu-
rais e que possam ser obtidos com facilidade e a
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precos reduzidos. Nesses estudos, duas linhas
bésicas tem sido adotadas com sucesso, quais se-
jam, usando meios de culturas sdlidos (2, 3, 7,
10, 11) ou meios de cultura liquidos, obtidos
por maceragdo de grdos (6,9, 10).

No presente trabalho, procurou-se dar
continuidade a linha de pesquisa estabelecida
na Se¢do de Controle Biologico das Pragas—
SCBP, com vistas ao estudo de meios de cultura
naturais liquidos, que favoregcam a esporulagdo
dos fungos entomopatogénicos: Metarhizium ani-
sopliae [(Metsch.) Sorokin] e Beauveria bassiana
[(Bals.) Vuill]. Complementarmente, foi também
verificada a eficdcia desses mesmos meios para
o desenvolvimento e produgao de esporos do fun-

go micopatogénico Hansfordia pulvinata [(Berk.

e Curt.) Hughes].

MATERIAL E METODOS — O estudo foi
realizado observando-se o desenvolvimento e a
esporulagdo dos fungos em seis meios de cultura
liquidos (macerados de grdos), obtidos a partir
de sementes de trés variedades de feijdo de mesa
(Carioca, Carioca 80 e Jalo) e feijao Guandi
(Kaqui), soja (IAC-8) e grao de bico (Comercial).
Os meios de cultura foram obtidos a partir do
cozimento de 50 gramas das sementes em 500ml
de dgua destilada, sob pressdo, por 20 minutos.
Apbs o cozimento, as sementes foram amassadas
¢ passadas em peneira comum de cozinha,
recolhendo-se o residuo. Esse residuo foi junta-
do a 4gua de fervura, sendo o volume completado
para 500ml pela adi¢do de dgua destilada. Os cal-
dos foram distribuidos em frascos de vidro,
com volume de 50ml; tamponados com al-
goddo. Cada frasco continha 10ml de macerado.
Os frascos foram entdo autoclavados por 40
minutos, a 120°C.

Nos meios de cultura assim preparados fo-
ram estudados os seguintes fungos:

I — Metarhizium anisopliae: cultura n.© 24 da
micoteca da SCBP, isolada de “bicudo do algo-
doeiro” (Anthonomus grandis Boheman 1843),
recebida do Departamento de Entomologia da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Que-
ros” (ESALQ/USP) — referéncia SPL—358;

Il — Beauveria bassiana: cultura n® 23 da
micoteca da SCBP, isolada de ‘“bicudo do algo-
doeiro”;

Il — Hansfordia pulvinata: cultura n® 65 da
micoteca da SCBP, isolada de frutifica¢Bes de
Mecrocyclus ulei (P. Henn.) v. Arx, recebida

do Centro Nacional de Pesquisa da Seringueira e
Dendé )EMBRAPA).

A execugdo do estudo foi feita em 3 etapas,
ou seja, com um fungo por vez. Cada etapa
foi precedida pelo preparo das matrizes fornece-
doras de indculo e que eram constituidas por cul-
turas em meio de arroz Umido autoclavado. A
idade das matrizes esteve sempre ao redor de 15
dias. A operagdo de repicagem dos fungos foi
uniformizada e consistia na introdu¢do de um
grdo de arroz recoberto de esporos e micélio, no
meio de cultura de cada frasco. Foram consi-
derados 7 frascos (repeti¢des) por meio de cultu-
ra, para cada microrganismo. Apés as inocula-
¢oes, os frascos eram levados a uma sala de in-
cubagdo e crescimento, cuja temperatura am-
biente permanecia ao redor de 28°C, com umi-
dade relativa do ar proxima de 65% e lumino-
sidade de 8 horas continuas/dia. Decorrido o
tempo necessirio para que os fungos coloni-
zassem o meio de cultura e evidenciassem apa-
rente paralizagdo do processo de esporulagdo,
os frascos eram colocados em geladeira a 3°C, no
aguardo da leitura para avaliar os totais de co-
nidios formados. A concentragdo de esporos foi
calculada utilizando-se uma Camara de New-
bauer, observando-se ao microscopio com au-
mento de 400x. Para o preparo das suspensdes,
submetidas & contagem do mimero de esporos,
foram procedidas dilui¢des de acordo com o
seguinte critério: aos frascos originais de cultura
foram adicionados 10ml de dgua destilada esté-
ril, fazendo-se, a seguir, uma agitagdo intensa por
2-minutos, seguindo-se sua coloca¢gdo em um agi-
tador orbital durante o periodo de 2 horas. De
cada frasco entdo foram retiradas 5 amostras de
Iml, ds quais foram incorporados Sml de dgua
destilada. Essas 5 dilui¢Ges eram agitadas manual-
mente por 1 minuto e a seguir passadas para a
Camara de Newbauer.

As datas das operagOes realizadas no estudo dos
trés fungos foram as seguintes:

> . N . Final do Leitura da
PRREREE ' ¥ Crescimento Esporulagdo
M. anisopliae 30/10/86 14/11/86 17 a 20/11/86
B. bassiana 02/12/86 17/12/86 17 a 21/12/86
H. pulvinata 20/03/87 21/04/87 21 a 23/04/87

Para efeito da andlise da varidncia conjunta,
os dados referentes ao nimero de conidios foram
transformados em Vx, aplicandose o teste
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de Tukey para os contrastes de médias, adotan-
do-se o nivel de significancia de 5% de probabili-
dade. O valor de x foi obtido por média de 60
observagdes, compostas por 5 liminas observa-
das em dois niveis e em cinco campos por nivel.

RESULTADOS — A andlise estatistica con-
junta dos trés ensaios acusou coeficiente de va-
riagdo de 13,3%, o que demonstra boa precisgo
técnica na condugdo dos experimentos.

TABELA 1 — Resumo da andlise de varidncia
conjunta realizada com vistas ao
estudo da esporulagdo dos fungos
M. anisopliae, B. bassiana e H.
pulvinata, em 6 meios de cultura
naturais liquidos.

F.V. G.L. F

Total 125
Tratamentos 17 67,18*
Meios de cultura S 4,03*
Fungos 2 0,30 n.s.
Meios de cultura

x Fungos 10 37,11*
residuo 108
X=4,5 s=0,6 C.V.13,3%

Verificou-se através da significincia da inte-
ragdo dos meios de cultura/fungos, a necessidade
de se avaliar o comportamento de cada fungo
dentro de cada variedade de feijdo e vice-versa.

Esta avaliagdo € apresentada na tabela 2, sen-
do que os contrastes de médias, pelo teste de
Tukey, basearam-se nas seguintes diferengas mi-
nimas significativas: fungos dentro dos meios:
0,3; meios dentro de fungos: 0,5.

DISCUSSAO - Seri examinado, inicial-
mente, o comportamento dos fungos entomo-
patogénicos. A andlise estatistica mostrou, para
M. anisopliae, que o meio de cultura de macerado
de guandi foi melhor que os de grao de bico e de
carioca 80. Estes, por sua vez, apresentaram res-
postas semelhantes e superiores aos dos 3 demais,
os piores, que ndo se diferenciaram entre si. Em
relagdio a B. bassiana, a andlise acusou maiores
variages, sendo o meio guandud superior, estatis-
ticamente, ao de grdo de bico e, este, ao de Ca-
rioca 80. Carioca, Jalo e Soja continuaram for-
mando um grupo homogéneo e inferior. Para H.
pulvinata, a anilise estatistica acusou a presenga
de trés grupos de reagdo, quais sejam: Carioca
80, Jalo e Guandu, os melhores, seguindo-se, em
posi¢do intermedidria e isolado o Carioca, e fican-
do por tltimo, grdo de bico e soja.

TABELA 2 — Nimero médio de comidios dos fungos M. anisopliae, B. bassiana e H. pulvinata nos
meios de cultura liquidos naturais & base de feijdo de mesa (Carioca, carioca 80 e jalo),

soja, grdo de bico e guandu.

Fungos
Meios de cultura
M. anisopliae B. bassiana H. pulvinata

Grao de Bico 6,8b 52¢ 30a

(8 B A
Carioca 2,7a 32a 40b

A B C
Jalo 2,7a 3,1a 53¢

A B C
Carioca 80 6,3b 44b S54c

C A B
Guandua 7,8 ¢ 8,1d 52¢c

B B A
Soja 30a 30a 2,7a

A A A

* As letras mailsculas referem-se a contrastes de fungos dentro de meios; as letras mintsculas ao contraste de meios
dentro de fungos. Letras iguais, dentro de fungos ou de meios, significam médias semelhantes.
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TABELA 3 — Valores da esporulagdo média por ml obtida para os fungos M. anisopliae, B. bassiana e
H. pulvinata, em testes de crescimento em meios de cultura liquidos a'base de feijoes de
mesa (Carioca 80, carioca e jalo), soja, guandu e grao de bico.

Meios de Cultura

Microrganismos
Carioca 80 Carioca
M. anisoplige 0,7x10° 0,2x10°
B. bassiana 0,5x109 0,2x109
H. pulvinata 0,7x109 0,4x109

Jalo Soja Guandi Grido de Bico
0,1x109 0,2x109 1,5x109 1,1x109
0,2x10° 0,2x109 1,8x10% 0,7x109
0,7x10° 0,2x109 0,7x10° 0,3x109

De outra parte, quando se examinam os efei-
tos considerando cada tipo de substrato em rela-
¢d0 aos microrganismos, chama a ateng¢@o o fato
de que para os dois fungos entomopatogénicos,
os substratos de grdo de bico e de Guandu, fo-
ram os mais destacados, principalmente o de
Guandu. Carioca 80 teve também bom compor-
tamento. Para H. pubvinata, onde o grao de bico
foi mal e o Guandd muito bem, houve bom com-
portamento para Carioca 80 e Jalo. Frize-se que
este ultimo, mostrou-se fraco com vistas aos dois
entomopatogenos.

No que se refere & producdo de conidios,
deve ser lembrado que ela esteve sempre na or-
dem de 109 esporos/ml. As maiores produgdes
estiveram com B. bassidna em Guandu (1,8x109)
e M. anisoplize em Guandu (1,5x109) e gro de
bico (1,1x109). Para H. pubvinata a esporulagio
méxima chegou a 0,7x109, inferior, portanto,
aos melhores indices dos dois entomopatdgenos.

Deve ser, finalmente, ressaltado, que no pre-
sente estudo, foram constatados, respectivamen-
te, para M. anisopliae cultivado em macerado de
feijo Carioca 80 e de Carioca: 0,7x109 e 0,2x
107 esporos/ml. Tais resultados, a despeito de
elevados, sdo inferiores ao observado em pesquisa
anterior realizada na Se¢@o de Controle Biologico
das Pragas (10), quando foi conseguido 12,5x1010
esporos/ml, na produ¢do massal do microrganis-
mo em garrafas de 500ml. Em outra ocasido (9),
o valor obtido chegou a 6,85x108. Em ambos os
casos o feijdo utilizado foi Carioca proveniente
do comércio local.

Quanto ao fungo B. bassiana, cultivado em
Carioca 80 e Carioca, que produziu, respectiva-
mente: 0,5x109 e 0,2x109 esporos/ml, tais valo-
res superaram ao constatado em frabalho ante-
rior (6), quando a esporulagdo em macerado de

feijas Carioca comercial ultrapassou 5x108
conidios/ml.

CONCLUSOES — As principais conclusSes
obtidas no estudo foram:

1) A esporulagdo dos fungos M. anisopliae,
B. bassiana e H. pulvinata nos 6 tipos diferentes
de macerado ofereceu considerdveis variagGes;

2) O meio de cultura a base de feijdo Guan-
du foi o dnico que favoreceu esporulagdo méxi-
ma para os 3 fungos. O feijdo Carioca 80 tam-
bém apresentou bons niveis de produ¢@o de coni-
dios para todos os microrganismos;

3) Grao de bico caracterizou-se por estimu-
lar os 2 agentes entomopatogénicos, enquanto
que feijado Jalo s6 beneficiou o micopatdgeno.
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