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RESUMO

Lecanicillium lecanii ¢ um entomopatdgeno capaz de controlar varias pragas como afideos,
coccideos e aleirodideos. Na Europa é utilizado em culturas como pepino, tomate, ornamentais
entre outras. Para que seja eficientemente utilizado no Brasil h4 necessidade de adapté-lo as
condig¢es brasileiras de cultivo assim como produzi-lo em grandes quantidades. Assim, este
trabalho objetivou avaliar diferentes concentragdes de dextrose (D) e extrato de levedura (E.L.)em
g/L,60gD-60gEL,60gD-40gEL,60gD-20gEL,609D-10gEL,40g9D-40gEL,40gD
—209EL,40gD-10gEL,20gD-60gEL,20gD-40gEL, sendo adextrose afonte de C e o extrato
de levedura a fonte de N, na producdo de massa seca e esporulacdo deste fungo. O fungo foi
cultivado até o décimo dia, com avaliacdo a cada 2 dias. Verificou-se que combinagdes mais
proximas de D-EL foram mais eficientes em relacéo & massa seca micelial e 8 dias de cultivo séo
suficientes para a producdo maxima de conidios. Este fungo é exigente em carbono ja que as
combinagdes com maior dosagemde C (60gD-60gEL,60gD-40gEL,60gD-20gEL, 609
D -10gEL, 40 g D -40 g EL) ndo diferiram estatisticamente.

PALAVRAS-CHAVE: Lecanicillium lecanii, fermentagao liquida, controle bioldgico.

ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF DEXTROSE AND YEAST EXTRACT ON THE
DEVELOPMENT OF THEENTOMOPATHOGENIC FUNGUS LECANICILLIUMLECANII ONLIQUID
FERMENTATION. Thestrain JAB 02 of the entomopathogenic fungus Lecanicilliumlecanii was cultivated
in liguid media with different concentrations of dextrose (D) and yeast extract (YE) sources (60g D —60
gYE,60gD-40gYE,609D-20gYE,609gD-10gYE,40gD-409g YE,40gD-20g YE,40gD-10
g YE,20gD-609g YE, 20 g D —40g YE). The dextrose was used as carbon source and the yeast extract
asanitrogensource. Theobjective of thisresearchwastoevaluate the drybiomassandthe sporulation
ofthisstrain. Thefunguswascultivated for ten daysafterinoculation, with evaluationseach 2days. The
combinations of dextrose and yeast extract tending to wand equals parts of each element were more
efficientinregardtodrybiomass. Forsporulation, 8 daysof growthare sufficientforgreatest production
of conidia. This strain is demands in carbon since the combinations 60 gD -60g YE,60g D-40g YE,
60gD-209g YE, 609 D-10g YE, 40 g D-40g YE did not differ statistically.

KEY WORDS: Lecanicillium lecanii, liquid fermentation, biological control.

Lecanicillium lecanii é umfungo entomopatogénico
com amplo potencial de utilizagéo por ser patégeno
de vaérias espécies de hospedeiros como afideos,
coccideos e aleirodideos KHALL & TABoRrsky, 1982;
Grakk, 1994). Este entomopatdgeno ja é bastante
utilizado em casas de vegetacdo em varios paises da
Europa, onde ja existe o produto formulado para
mosca-branca e pulgdes (Rovesti et al., 1997). Entre-
tanto, noBrasil este fungoaindanédo é utilizado. Para
gue suautilizacao seja possivel sdo necessarios estu-
dos sobre produ¢do em meios de cultura para que
possa ser produzido em grande quantidade.

A producdo del. lecanii pode ser feita,em graos de
sorgoesterilizadosefechadosem sacosde polietileno,
incubados em estufas durante trés semanas, como é
feita na India (Sounpararaan et al., 1984).
Complementac8es de meios de cultura também po-
dem ser feitas como, por exemplo, farelo de trigo,
polpade beterrabaeamisturade ambos adicionados
ao meio de Sabouraud (Graik, 1994).

A busca de meios alternativos é interessante no
gue diz respeito ao fator viabilidade econémica. Pai-
sesdo Mediterraneo utilizam mesocarpo de améndo-
as e residuos de folhas de palmeiras e sementes da

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.72, n.1, p.127-131, jan./mar., 2005


IdeaPad
Caixa de texto
DOI: 10.1590/1808-1657v72p1272005


128

I.W. Wenzel et al.

planta Phoenix dactylifera (LorezLLorcA & CARBONEL,
1998; LorezLLorca et al., 1999). Ainda, os meios de
cultura liquidos paral. lecanii podem ser preparados
comsubstratos naturaiscomoarroz, batata, farelos de
arroz, de soja, de trigo, feijao branco, feijao carioca,
feijdo guandu, fuba de milho, lentilha, grdos de soja,
de sorgo e de trigo.

Para os meios sintéticos, outros fatores de cresci-
mento também podem ser estudados como adic¢édo de
fontes de fésforo (P), equilibrios das relagdes C:P e
C:N:P, além da adi¢do de vitaminas e extrato de
levedura (WenzeL, 2002).

A selecdo de um meio para o cultivo de uma
linhagem ou isolado é uma importante consideragao
no que diz respeito a produgdo massal e no conheci-
mento das condi¢Bes adequadas de cultivo que
possibilitem a obten¢do de bom crescimento com alta
esporulacdo (KHaLL et al., 1985).

Os meios de cultura incluem, basicamente, uma
fontedecarbonoeoutrade nitrogénio, saisinorganicos
ou substéncias organicas contendo macro e micro
nutrientes além de vitaminas. A relacao entre carbono
e nitrogénio é considerada de grande importancia no
balan¢o do meio de cultura (Sorer & Warp, 1981). Os
meios de culturaricos em carbono e nitrogénio podem
proporcionar um maior crescimento vegetativo de fun-
gos, enquanto que, aqueles deficientes em nitrogénio
podem aumentar aconidiogénese (RowveacH etal., 1988).

Os fungos cultivados em meio liquido podem
produzir diversasestruturas: conidios submersos que
sdo gerados de conididforos ligados ao micélio ou
diretamenteaoblastosporo; blastosporo quesdocélulas
leveduriforme produzidas por brotamento, septacao
ou fragmentacao da hifae ainda micélio que sdo estru-
turas ramificadasgeradasa partir dotubo germinativo,
blastosporo ou corpo hifal. A producéo de conidios
submersos é geralmente estimulada pelo aumento da
proporcdoC:N. Assim, muitosfungossaoinicialmente
produzidos na forma de blastosporos e micélio e, em
seguida, 0 meio é substituido por outro mais rico em
carbono e deficiente em N (Lere et. al., 2003).

Grande parte dos meios de cultura constituem-se
de uma mistura simples de proteina hidrolizada,
geralmente, extrato de levedura, como fonte de nitro-
génio e um acucar, como fonte de carbono {Van
Roermunb et al., 1984; McGuire etal., 1987; ALves, 1986;
Barros et al., 1988 citados por OuiveRra, 2000).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as quan-
tidades adequadas de dextrose e extrato de levedura
que proporcionem melhor producdo de conidios e
maior peso seco da massa micelial deste isolado.

O experimento foi realizado no Laboratério de
Controle Bioldgico - do Centro Experimental Central
do Instituto Biol6gicoem Campinas, SP. Foi utilizado
oisolado JAB 02 de L. lecanii proveniente do Labora-
toério de Ecologia de Microrganismos da FCAV/

UNESP de Jaboticabal, SP, isolado da cochonilha
verde Coccus viridis (Green) (Hemiptera: Coccidae)
coletadaem pomares de laranja (Citrus sinensis Osbeck)
no Municipio de Ubirajara, SP.

Foram testadas diferentes concentracdes de
dextrose (D) e extrato de levedura (EL), combinados
nas quantidades de 60 g de D com 60, 40, 20e 10 g de
EL/L;40gdeDcom40,20e10gdeEL/L;20gdeC
com 60, 40 g de EL/L totalizando 9 tratamentos.

Os meios de cultura, preparados em quantidades
de120mL,foramacondicionadosem frascosdevidro
com tampade borracha para posterior autoclavagem
a 120° C durante 20 min. Cada frasco recebeu 30 mL
de meio, totalizando 4 frascos, que sao as repeti¢des
do experimento.

Em camara asséptica, cada frasco recebeu 2 dis-
cos,com0,5cmdedidmetro, recortados atravésde um
furador de metal, das placas de Petricomocrescimen-
to fungico. Osfrascosinoculados foram levados para
a agitacdo em Shaker orbital, onde permaneceram
durante 10 dias. A cada 2 dias, num total de 5 avali-
acdes, 1 mL de meio de culturafoi retirado e colocado
em tubo de ensaio com 9 mL de dgua destilada mais
espalhante adesivo (Tween 80°) para o preparo da
suspensdo utilizadanaavaliacdo daesporulacédo. Os
tubos foram agitados em agitador elétrico de tubos, e
1 mL dasuspensdo foi retirada para a contagem dos
conidios em cdmara de Neubauer.

Paraaavaliacdo do peso micelial, foram retirados
2 mL de meio de cultura para passagem em papel
filtro, previamente seco e pesado, colocado em Funil
de Buckman e acoplado a bomba de vacuo. Estes
papéis foram levados para estufa a 30° C por aproxi-
madamente 16h, tempo suficiente paraadquirir peso
constante.

Foi utilizado o delineamento experimental intei-
ramente casualizado e aandlise foi realizada atraves
do programa ESTAT - Sistema para Anélises Estatis-
ticas-versdo2.0desenvolvido pelaFCAV/UNESP de
Jaboticabal, SP. As médias da massa seca e
esporulacdo dos tratamentos foram submetidas a
andlisede varianciacomteste Fal%de probabilidade
e teste de Tukey a 5% de significancia.

As produgdes méaximas de massa seca variaram
em fun¢do do tempo de cultivo. Pode ser observado
gue alguns tratamentos atingiram o maximo de peso
seco ja no 2@ dia de cultivo enquanto outros necessi-
taram de 8 dias de cultivo para atingir este peso
(Tabela 1).

A exigéncia do isolado por dextrose foi ficando
mais nitida do 62ao décimo dia. Nestes dias os trata-
mentos com as maiores concentraces de dextrose
néo diferiram estatisticamente entre si. Os meios li-
quidos com as maiores concentracOes de dextrose
foram aqueles que obtiveram maior massa micelial
(Tabela 1).
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Tabela 1-Valores do peso micelial (g), de JAB 02, secos em estufa a 30° C durante 16h, obtidos nos diferentes meios de
cultura e tempos de avaliagéo*

Tempo de Avaliagdo (Dias)

Tratamentos 2 4 6 8 10
60g D-60gEL 0,12a 0,11a 0,13 ab 0,14a 0,09 a
60gD-40gEL 0,08 b 0,08 abc 0,15a 0,12 ab 0,07 a
60gD-20gEL 0,06 b 0,06 bc 0,11 abc 0,11 abc 0,06 ab
60g D-10g EL 0,06 b 0,06 bc 0,10 bc 0,10 bc 0,05 abc
40gD-40gEL 0,12a 0,11a 006 d 0,11 abc 0,06 abc
40gD-20gEL 0,07 b 0,08 abc 005 d 0,09 bc 0,03 bcd
40gD-10g EL 0,08 ab 0,09 ab 0,08 cd 0,08 001 d
20gD-60gEL 0,08 ab 0,09 ab 0,08 cd 0,08 001 d
20gD-40gEL 0,06 b 0,05 c 004 d 001 d 002 cd

!Dados néo transformados (D - Dextrose; EL - Extrato de levedura).

Médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula em comum, na coluna nédo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade.

C.V.=21,46%

Tabela2-Valores daesporulagdo (nede conidios x 10/mL), de JAB 02, obtidos nos diferentes meios de culturae tempos
de avaliacao?

Tempo de Avaliagdo (Dias)

Tratamentos 2 4 6 8 10

60 g D-60gEL 2,74 b 3,40 bcd 4,08 a 4,99 abc 4,90 a

60 g D-40g EL 2,77 b 4,05 ab 4,86 a 6,15 a 511la

60 g D-20g EL 3,32 ab 520 a 4,80 a 5,28 ab 4,76 a

60 g D-10g EL 4,05a 4,35ab 3,85a 3,99 cde 4,16 ab
40gD-40gEL 230 b 3,64 bc 4,55 a 4,66 bc 3,92 abc
40gD-20gEL 230 b 3,49 bcd 3,79 ab 4,29 bced 3,52 bcd
40gD-10gEL 230 b 387 b 3,75ab 3,43  def 281 cd
20g D-60g EL 240 b 2,45 cd 2,64 bc 2,91 ef 259 d
20gD-40gEL 238 b 231 d 237 ¢ 2,32 f 237 d

!Dados transformados em log x + 10.

Médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a

5% de probabilidade.
C.V.=14,68%.

Ostratamentos que tememsuacomposicao baixas
guantidades de extrato de levedura sdo mais vantajo-
S0s por serem mais baratos, diminuindo os custos de
producdo ja que as fontes de carbono costumam ter
um custo menor.

Avaliando diferentes concentragfes de C e N na
producdo de Sporothrix insectorum, BaTista FiLHoet al.
(2003) testou o acido casamino como fonte de N e a
glicose comofonte de C. Foiobservado queacombina-
¢do 60 g/L de acido casamino e 20 g/L de glicose
permitiu maior nimero de corpos hifais e que ndo
houve diferenca entre as combinagdes 60-60, 60-40,
40-60e 20-60 g/L quanto a producdo de biomassano
8¢ dia de cultivo.

SaAno (2005) avaliando a producgéo de biomassa do
isolado IBCB 425 de Metarhiziumanisopliae verificouque

ao 10¢ dia de cultivo ndo houve diferenca entre as
qguantidadesde D-glicose e extrato de leveduratestados.

Verificou-se que houve diferenca significativa na
producao de conidios em relacdo as quantidades de
dextrose e extrato de levedura (Tabela 2). As maiores
producdes de conidios foram obtidas nos meios com
maiores quantidades de dextrose e a medida que foi
aumentando otempo de cultivoaexigénciaem carbo-
no foi aumentando também (Tabela 2).

A maioria dos tratamentos teve seu pico maximo
de esporulagéo no oitavo dia de cultivo e neste dia 0s
tratamentos com maiores quantidades de dextrose, 60
gD-60gEL,60gD-40gEL,60gC-20gEL, ndo
diferiram estatisticamente entre si.

Notou-se também que a partir do4°diadeavaliacdo
o0 numero de conidios submersos comegou a crescer
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significativamente namaioriadostratamentos. No 42
dia os tratamentos 60 g D- 10ELe40g D -10g EL
tiveram sua maior esporulagdo (Tabela 2).

A presenca da dextrose em maiores quantidades
foi favoravel a esporulagdo do isolado JAB 02, inde-
pendente dos dias de cultivo. Entretanto, foi possivel
verificar que até o 82 dia de cultivo ocorreu aumento
da esporulagdo, j& no 102 dia observou-se que a
esporulagdo comecou a decrescer em todos os trata-
mentos com excec¢do dos tratamentos60gD-10gEL,
20gD-40gELe40gD-10g EL (Tabela 2).

SANO (2005) verificou que a quantidade de extrato
de leveduraéinversamente proporcional a produgao
de blastosporos de M. anisopliae. Foi observado que
nostratamentos com menores quantidades do extrato
houve maior producéo de blastosporos.

CawmpeeLL et al. (1983) em ensaios com isolados de
Beauveriabassiana e Metarhizium anisopliae testaram 22
fontes de carbono paraavaliar a influéncia no cresci-
mento e esporulacdo. Os resultados mostram que B.
bassiana cresceu melhor em melezitose e esporulou
melhor em sacarose, glicose e trealose.

Segundo MonTero (1988) a glicose e a sacarose
foram as melhores fontes de carbono para o cresci-
mento e esporulacdo de Paecilomyces marquandiiden-
tre outras fontes testadas como amido e lactose.

Entretanto, varios trabalhos demonstram que
uma fonte de nitrogénio também € necesséria ao
desen-volvimento dos fungos, apesar de ndo tertido
tanta influéncia na esporulacdo. WenzeL (2002)
verificou que a suplementa¢do do meio de cultura
com extrato de levedura em baixas concentragdes
(1%), estimulou a esporulagdo do isolado JAB 02. O
mesmo foi verificado por Ouvera (2000) que obteve
aumento significativo do fungo S. insectorum ao
suplementar o meio de cultura com extrato de leve-
dura na concentracdo de 0,5%.

Bamista FiLHo et al. (2003), visando o aumento e
producdo deblastésporosecorposhifaisem meiosde
cultura alternativos, selecionou algumas fontes de C
eN. Melhor resultadofoi obtidoem meiocontendo 164
g (60g/L de N e40g/L de C) de levedo de cerveja/L
de dgua, mostrando assim que este fungo necessitade
maior quantidade de N do quede C. Melhor resultado
encontrado por RocHaet al. (2001) em diferentes meios
liquidosfoi verificado com levedo de cervejanamesma
quantidade para o fungoM. anisopliaee naquantidade
de 112 g/L de &gua (60 g N/L e 20 g C/L) para B.
bassiana.

O extrato de levedura é uma excelente fonte de
vitaminas do complexo B e outros fatores para o
crescimento e esporulacdo dos fungos (BArnes et al.,
1975), embora neste trabalho nédo tenha tido tanta
influéncia, j& que L. lecanii se mostrou mais exigente
em carbono, paraaproduc¢éo de conidios submersos.

O isolado JAB 02 do fungo entomopatogénico L.

lecanii é exigente em carbono para a produg¢do de
conidios e massa micelial.

Oito dias de cultivo sdo suficientes para a
esporulagéo e o peso seco maximo do isolado JAB 02.
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