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RESUMO

Lecanicillium lecanii é um fungo promissor no controle biolégico de pragas e para sua utilizagao
em campo é necessdria a producdo de conidios em grande quantidade. Este trabalho objetivou selecionar
meios de cultura liquidos feitos com residuos ou subprodutos agroindustriais e meios sélidos pela mistura
de graos e derivados, visando a produgdo dos isolados JAB 02 e JAB 45 do fungo. Como substratos liquidos
utilizaram-se, em diferentes concentra¢des, dgua do cozimento do arroz e da prensa da mandioca, soro
de queijo, milhocina®, melago, vinhaga e leite de levedura da industria da cana, avaliando-se a esporulacédo
e biomassa. Como substratos sélidos, combinaram-se, em diferentes proporgdes, trigo grosso, farelos
de trigo e de soja com quirela de milho, lentilha e sorgo para JAB 02, e com paingo, trigo em gréo e
lentilha para JAB 45, avaliando-se a produgao e viabilidade de conidios. O meio contendo 4% de milhocina®
favoreceu a producdo de ambos os isolados. Para JAB 02, proporcionaram melhores resultados os meios
com 85% de dgua da prensa da mandioca, 5,5% de melago e 100% de soro de queijo, além de misturas
entre trigo grosso e farelo de trigo com lentilha (70:30%) e trigo grosso e farelo de trigo com sorgo
(85:15%). Os meios com 100% da agua da prensa da mandioca e 85% de soro de queijo, e as misturas
entre farelo de trigo e paingo (85:15%), trigo grosso e lentilha (55:45%) e farelo de trigo com trigo em
grdo e com lentilha (70:30%) favoreceram a produgao de JAB 45.
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ABSTRACT

GRAINS AND AGROINDUSTRIAL RESIDUES AND BY-PRODUCTS AS SUBSTRATES FOR
PRODUCTION OF THE LECANICILLIUM LECANII ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS

Lecanicillium lecanii is a fungus that shows much promise as a biological control agent against plague.
To explore this possibility in field conditions conidia would have to be produced in large scale. With
this dim, the present study selected substrates that could be used as media for cultivating isolates JAB 02
and JAB 45 from this fungus. Liquid media prepared with agro industrial by-products and residue, and
solid media using mixtures of grain and derivates were tested. For liquid media different concentrations
of water obtained from cooking rice and from squeezing dry cassava root, besides cheese whey ,
milhocina®, sugar cane molasses, vinasse and cream yeast from sugar cane milling, were assessed regarding
spore production and biomass. Considering solid media, ground wheat, wheat and soy brans with broken
corn, lentil seed and sorghum were all combined in different proportions for JAB 02, and with millet
seed, wheat grain and lentil seed for JAB 45. These were assessed regarding conidia productivity and
viability. The medium containing 4% milhocina® promoted good productivity from both isolates.
Regarding JAB 02, the substrates containing 85% water from the squeezed cassava, 5,5% of molasses and
100% cheese whey, besides the mixtures of ground wheat and wheat bran with lentil seed (70:30%) and
ground wheat and wheat bran with sorghum (85:15%) produced the best results. The media containing
100% water from the squeezed cassava with 85% cheese whey; and the mixtures of wheat bran plus millet
seed (85:15%); ground wheat and lentil seed (55:45%); and wheat bran with wheat grain plus with lentil
seed (70:30%) favored productivity in the JAB 45 isolate.

Key words: biological control, mass production, liquid substrates, solid substrates.

1. INTRODUCAO

O controle microbiano de insetos vem
ganhando cada vez mais importancia por tratar da
utilizag¢do racional dos patdégenos visando a
manutencdo da populacdo de pragas em niveis ndo
econdmicos de danos (ArLves, 1998). Além disso,
torna-se cada vez mais oportuno sua adog¢do, uma vez
que o uso indiscriminado de inseticidas quimicos gera
como consequéncias a resisténcia de insetos, a
ressurgéncia e o ataque de pragas antes tidas como
secundarias, desequilibrios bioldgicos e efeitos
prejudiciais ao homem, insetos tteis e outros
organismos, além de residuos nos alimentos, dgua e
solo (PARrra et al., 2002).

Neste contexto, os fungos entomopatogénicos
tém progressivamente despertado a aten¢do, como no
caso da espécie Lecanicillium lecanii considerada uma
das mais promissoras no controle biolégico de pragas
na agricultura (LEcuoNna e Risa, 1991), por possuir
ampla gama de hospedeiros, que incluem insetos,
acaros e fungos fitopatogénicos (Hatrr, 1981). No
entanto, para serem utilizados como bioinseticidas, os
fungos precisam estar disponiveis em grandes
quantidades (ALVESs e PEREIRA, 1998; OLIVEIRA, 2000).

Novas metodologias de produgdo, sele¢do de
substratos abundantes de simples composigdo e baixo
custo, além do conhecimento das condi¢des adequadas
de cultivo, como temperatura, pH, luminosidade entre
outros, sdo fatores que devem ser em considerados
para a utilizacdo de fungos, em larga escala, no
controle de pragas.
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Visando a reducao de custos e obtencdo de
grandes quantidades de propagulos viaveis,
substratos naturais, tais como paingo, quirela de
milho, trigo em grao (EL pamir, 2006), farinha de
tapioca, batata doce, extratos de abobora e mamao
(IeraHIM e Low, 1993), mistura de farelo e casca de
arroz, cevada (Dorrta et al., 1990; NELSON, et al., 1996),
entre outros, vém apresentando resultados
promissores para producao de Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae.

Para produgdo de L. lecanii, meios de cultura
compostos de arroz e farelo de arroz (FENG et al., 2002),
além de farelo de trigo, polpa de beterraba e a mistura
de ambos como suplementac¢do ao meio de Sabouraud,
foram utilizados na expectativa de incrementar a
esporulacdo (GraJek, 1994). WENZEL et al (2006)
avaliaram diversos substratos liquidos e sélidos
obtidos de graos, verificando que farelo de soja, farelo
de trigo, trigo moido e lentilha, como substratos
sélidos e extratos liquidos de feijdo-carioca, feijao-
branco, trigo e soja, proporcionaram, entre os
substratos avaliados, as maiores producodes de
conidios.

Estudos sobre a produgdo de L. lecanii ainda
sdo escassos no Brasil, justificando-se novas
investigacbes para estabelecer os meios e métodos
adequados visando a produg¢do do fungo nas
condig¢des locais. Entre os métodos de producgao
destaca-se o cultivo bifdsico, que combina o beneficio
da alta produgdo de biomassa em meio liquido com a
posterior producdo de conidios em meios sélidos
(JeNkiNs e GOETTEL, 1997).
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Este trabalho teve como objetivos testar
diversos substratos liquidos elaborados com residuos
ou subprodutos da agroindtistria, avaliar diferentes
misturas entre substratos sélidos obtidos de graos,
buscando otimizar o crescimento do fungo com
adequada produgdo e viabilidade de conidios, e ainda,
selecionar meios para a produgdo bifasica do fungo.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os isolados JAB 02 e JAB 45
de Lecanicillium lecanii pertencentes a cole¢do do
Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Producao Vegetal da FCAV /UNESP, Jaboticabal (SP)
e, originalmente, obtidos da cochonilha verde Coccus
viridis Green (Hemiptera: Coccidae) coletados em
pomares de laranja nos municipios de Ubirajara e Sdo
Carlos (SP) respectivamente (BArRBOSA et al., 2002).

Os isolados permaneceram armazenados em
tubos de ensaio contendo meio de batata, dextrose e
agar (BDA) e acondicionados a 4 °C em geladeira. Para
utilizagdo nos ensaios foram cultivados em placas de
Petri contendo meio BDA, incubados em estufa a 25
+ 0,5 °C, durante 15 dias, com auséncia de iluminacao.

Utilizaram-se substratos considerados
residuos ou subprodutos da agroindiistria em
diferentes concentrag¢des (%), obtidas pela diluicdo
destes em dgua destilada, como segue: dgua do
cozimento do arroz (55%; 70%; 85%; 100%), melago
de cana-de-agucar (1%; 2,5%; 4%; 5,5%), vinhaca de
cana-de-agtcar (55%; 70%; 85%; 100%), leite de
levedura da indtstria da cana-de-agucar (10%; 25%;
40%; 55%), agua de prensa da mandioca (55%; 70%;
85%; 100%), soro obtido na fabricagdo de queijo fresco
(55%; 70%; 85%; 100%), milhocina® (0,5%; 1%; 2,5%;
4%). A agua do cozimento do arroz foi considerada
um residuo produzido por biofdbricas destinadas a
producdo massal de M. anisopliae e B. bassiana no
Brasil. Como padrdo de comparagédo, utilizaram-se os
meios obtidos de soja em grdo e farelo de trigo,
conforme WENZEL et al. (2006).

Os meios preparados com arroz e farelo de
trigo foram cozidos em fogdo, na quantidade de 100
g de arroz e 50 g de farelo de trigo em 1.000 mL de
dgua destilada fervente, por 5 e 20 minutos
respectivamente. O meio obtido da soja em grao foi
preparado cozinhando-se, em autoclave a 121 °C,
100 g do grdo em 1.000 mL de dgua destilada, por
20 minutos, segundo metodologia proposta por
WENZEL et al. (2006). Apds o cozimento, a soja foi
triturada em liquidificador e assim como para os
outros substratos descritos anteriormente, foram
filtrados em panos de algoddo para a retirada das
partes grosseiras.

Aos meios preparados com &4gua de
cozimento do arroz, vinhaca e leite de levedura
adicionou-se 0,5% de dextrose; aos de milhocina®
e soja, 1% de dextrose e ao meio feito a partir de
farelo de trigo, 1% de sacarose. Todos os meios
foram acrescidos de 250 mg L' de cloranfenicol
para evitar recontaminacdo bacteriana durante o
periodo de incubagéo.

O pH de cada meio foi ajustado para 6,5
utilizando solu¢des de NaOH (3N) ou HCI (IN). Os
meios, em quantidades de 100 mL, foram distribuidos
em 6 frascos erlenmeyers com capacidade de 250 mL,
vedados com tampao de algodao e papel aluminio e,
posteriormente, autoclavados a 121 °C e 1 kgf cm™ por
20 minutos.

A escolha dos substratos foi baseada nos
resultados observados por WENZEL et al. (2006), com
os mesmos isolados do fungo. Utilizaram-se os
substratos que proporcionaram os melhores
resultados de esporulagdo para ambos os isolados,
ou seja, trigo grosso (moido), farelo de trigo e farelo
de soja, e aqueles que favoreceram a viabilidade, os
quais foram, para JAB 02, sorgo em gréo, quirela de
milho e lentilha, e para JAB 45, trigo em grao, paingo
e lentilha. Os substratos que promoveram melhor
esporulacdo e melhor viabilidade de conidios de
cada isolado, foram misturados nas proporgdes de
85%:15%, 70%:30% e 55%:45%, usando-se o
substrato que favoreceu a esporulagdo sempre em
maior propor¢do. As misturas entre os substratos,
nas diferentes proporgdes, assim como cada
substrato isoladamente (100%:0% e 0%:100%)
(controles) constituiram os tratamentos do ensaio.

Os  substratos foram  preparados
separadamente segundo metodologia proposta por
PENARIOL et al. (2008). Assim, trigo grosso, farelo de
trigo, farelo de soja e quirela de milho foram
embebidos em dgua destilada na proporc¢édo de 3:1 (v
p), durante 15 minutos. Os graos de sorgo, lentilha,
paingo e trigo foram cozidos em agua destilada
fervente (3:1, v p!) por 5 minutos em fogo brando. Em
seguida, todos os substratos foram coados para
remocdo do excesso de dgua e preparadas as devidas
misturas, em peso timido (g g7).

Os meios foram colocados em frascos
erlenmeyers com capacidade para 250 mL, vedados
com tampdo de algoddo e recobertos com papel
aluminio. O volume do frasco ocupado pelas
misturas foi arbitrariamente padronizado em 60%,
em fungado da natureza e caracteristicas dos
substratos utilizados, sendo, posteriormente,
vedados e autoclavados a 121 °C e 1 kgf cm™ por
40 minutos.
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A inoculagdo foi realizada transferindo-se,
com auxilio de agulha de niquel-cromo, 3 e 4 discos
de 8 mm de didmetro retirados de colénias do fungo
crescidas em BDA por 15 dias, para os meios liquidos
e s6lidos respectivamente. Os frascos foram mantidos
em estufa a 25 °C + 0,5 °C por 20 dias no ensaio com
meios liquidos e 15 dias no ensaio com meios sélidos,
na auséncia de iluminacgéo.

Em ambos os ensaios, avaliaram-se a
produgao de conidios, além da biomassa micelial nos
meios liquidos e a viabilidade de conidios nos sélidos.

Para determinar a produgdo de conidios, a
massa micelial formada nos meios liquidos foi
triturada em mixer vertical SB 40, marca Black &
Decker®, por 3 segundos, para desagregagio do
micélio. Em seguida, o meio foi vigorosamente
agitado por 3 minutos utilizando-se 20 g de pérolas
de vidro para remocgao dos conidios. O material foi
entdo coado em peneira com malha de 1 mme 1 mL
do meio liquido foi transferido para tubo contendo
9 mL de uma mistura, na proporgao 1:1, de solugédo
salina (NaCl a 0,89% p v!) e solugdo Tween 80®
(0,1% v v'h.

No ensaio com meios sélidos, foram coletadas
nos erlenmeyers 10 amostras do substrato com o fungo
crescido de modo que totalizasse 1 g. Este material foi
suspenso em 9 mL de solugdo salina + Tween (1:1) e
vigorosamente agitado em agitador elétrico de tubos
para remogdo dos conidios, sendo em seguida coado
em tecido voil para remogdo da parte sélida. As
suspensdes preparadas, em ambos os ensaios, foram
agitadas vigorosamente e o ntimero de conidios
determinado com auxilio de caAmara de Neubauer. Tais
suspensdes foram também usadas para avaliagdo da
viabilidade dos conidios, no ensaio com meios
s6lidos, conforme MARQUES et al. (2004).

Para determinagdo da biomassa fungica
formada nos meios liquidos, a massa micelial foi
filtrada em funil de Biichner sob vacuo e em seguida
mantida em estufa a 60 °C, até massa constante e entdo
pesada em balanca analitica para avalia¢do da massa
seca do micélio.

Ambos os ensaios foram realizados no
delineamento inteiramente casualisado com quatro
repeti¢des. Os dados foram submetidos a anélise de
varidncia pelo teste F, a 1% de probabilidade, e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Na anélise de variadncia dos dados
obtidos no ensaio com meios liquidos, analisou-se o
efeito de dois fatores: meio de cultura e concentragédo
dentro dos meios. Para o ensaio com meios sélidos os
dados foram analisados no esquema fatorial composto
por trés substratos usados em maior proporgao, trés
usados em menor propor¢ao e cinco proporgdes.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Produgao de L. lecanii em meios liquidos

Para JAB 02, ndo houve diferenca estatistica
(p<0,05) na producdo de conidios, quando se
comparou o conjunto dos meios liquidos com o
controle (meio preparado a partir de soja em grao),
embora, individualmente em alguns meios tenha se
notado média com maior valor numérico. Entre estes,
a maior produgdo de conidios foi obtida utilizando-
se dgua da prensa da mandioca, ndo havendo
diferenga significativa entre as concentracdes testadas
deste substrato. Nos meios preparados com melago de
cana-de-acticar e milhocina®, a producdo foi, em
média, menor que a obtida com o substrato anterior,
mas o meio preparado a base de 5,5% de melago foi
aquele com maior valor (2,87 x 10° con. mL?) referente
a producdo de conidios pelo isolado JAB 02, ndo
diferindo estatisticamente do obtido na concentragéo
de 4,0%. O meio preparado com 4,0% de milhocina®
também proporcionou resultado promissor para este
parametro (Tabela 1).

A biomassa formada por este mesmo isolado,
no conjunto dos meios testados, foi maior (P>0,01) que
a obtida no controle, destacando-se os meios
preparados com dgua da prensa da mandioca e soro
de queijo, nos quais a biomassa produzida foi 5 e 4,7
vezes maior que a obtida no controle respectivamente.
A maior producao de biomassa foi obtida no meio
preparado com 85% de dgua da prensa da mandioca
(2,13 g 100 mL de meio'l), nao diferindo da
concentracio de 100% (1,66 g 100 mL de meio™). Entre
as concentragdes testadas de soro de queijo, as que
proporcionaram maior produgdo de biomassa foram
de 70, 85 e 100% (Tabela 1).

Pelo resultado das andlises referentes ao
isolado JAB 45 (Tabela 1), verificou-se que a
producdo de conidios obtida no controle (meio
preparado a partir de farelo de trigo) foi 6,85 vezes
maior do que a média obtida nos meios liquidos em
conjunto. No entanto, comparando-se o controle com
a média individual obtida nos meios preparados
com 4gua da prensa da mandioca e milhocina®,
principalmente em algumas concentragdes testadas,
observa-se que a diferenca na produgéo de conidios
foi menor, sendo de apenas 1,58 e 1,02 vezes para
os meios contendo 100% de agua da prensa da
mandioca e 4,0% de milhocina® respectivamente.
Entre as concentragdes testadas de 4gua da prensa
da mandioca, ndo houve diferencga significativa
quanto a producdo de conidios, e entre os meios a
base de milhocina® apenas na concentragio de
0,5%, observou-se resultado menor.
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Tabela 1. Producdo de conidios e biomassa micelial formada pelos isolados JAB 02 e JAB 45 de Lecanicillium lecanii em
meios liquidos preparados a partir de residuos e subprodutos agroindustriais usados em diversas concentragdes,
ap6s 20 dias de cultivo a 25 °C e auséncia de iluminagao

JAB 02 JAB 45
Tratamentos ) B 1 ]
N.° de conidios Biomassa N. ° de conidios Biomassa
x 10° con. mL™* g 100 mL™" x 10° con. mL™! g 100 mL™"
Controle (~ 2) 3,60 a 0,31b 116,66 a 0,81 a
Meios liquidos 5,84 a 0,58 a 17,03 b 0,86 a
Teste F 1,24 NS 33,06** 58,65** 0,26 NS
Meios liquidos
Agua do cozimento do arroz 0,00 d 0,18 d 0,91d 0,23 ¢
Vinhaca 0,00 d 0,29 d 2,00 cd 0,57 be
Leite de levedura 1,00 ¢ 0,30 d 7,33 b 0,70 b
Soro de queijo 2,00 ¢ 1,46 b 4,33 bc 1,55 a
Agua da prensa da mandioca 18,08 a 1,55 a 41,16 a 1,49 a
Melago de cana-de-agticar 11,77 b 0,64 ¢ 4,58 bed 0,83b
Milhocina® 8,07 b 0,56 ¢ 55,90 a 0,67 b
Teste F 83,84** 146,43** 42,47** 90,09**
Concentragdo dentro de meio
55% 0,00 a 0,10 a 0,33 a 0,18 a
Agua do cozimento do arroz 70% 0,00 a 0,10 a 0,00 a 0,26 a
85% 0,00 a 0,18 a 0,66 a 0,26 a
100% 0,00 a 0,32 a 2,66 a 0,20 a
55% 0,00 a 0,47 a 1,33 a 0,46 a
Vinhaga 70% 0,00 a 0,25 a 0,33 a 0,48 a
85% 0,00 a 0,30 a 2,66 a 0,58 a
100% 0,00 a 0,14 a 3,66 a 0,74 a
10% 1,00 a 0,15 a 1,33 a 0,34 b
Leite de levedura 25% 1,33 a 0,27 a 5,33 a 0,51 b
40% 1,00 a 0,29 a 9,33 a 0,76 ab
55% 0,66 a 0,51 a 13,33 a 1,20 a
55% 2,00 a 1,08 b 3,33 a 122 a
Soro de queijo 70% 1,00 a 1,69 a 3,00 a 1,62 a
85% 2,33 a 1,54 ab 5,33 a 1,75 a
100% 2,66 a 1,54 ab 5,66 a 1,59 a
55% 13,83 a 1,04 ¢ 26,33 a 1,00 b
Agua da prensa da mandioca 70% 17,66 a 1,40 bc 42,00 a 1,26 b
85% 21,00 a 2,13 a 34,66 a 1,62 ab
100% 19,83 a 1,66 ab 73,66 a 2,08 a
1,0% 2,72 ¢ 047 a 0,23 a 0,35 b
Melago de cana-de-agticar 2,5% 4,80 bc 0,59 a 2,63 a 0,71 ab
4,0% 10,87 ab 0,65 a 4,13 a 0,93 ab
5,5% 28,73 a 0,84 a 11,33 a 1,35 a
0,5% 0,90 ¢ 0,35 a 3,10 b 0,51 a
Milhocina® 1,0% 2,83 be 042 a 35,23 ab 0,53 a
2,0% 7,44ab 0,67 a 70,96 a 0,75 a
4,0% 21,13 a 0,82 a 114,33 a 0,91 a
Teste F - 5,97** 6,58%* 4,13** 8,74**
CV (%) - 34,41 22,05 35,55 20,50

(') Meio liquido preparado a partir de soja em grao, para JAB 02. () Meio preparado a partir de farelo de trigo, para JAB 45. Médias originais,
mas andlise de varidncia realizada com dados transformados em log (x+1). Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na
coluna, nédo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05)

NS= néo significativo; ** significativo a 1% de probabilidade.
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Para a producgdo de biomassa micelial,
verificou-se que apesar de ndo ter havido diferenca
significativa entre a média do controle e dos meios
liquidos em conjunto, os meios preparados com soro
de queijo e 4gua da prensa da mandioca destacaram-
se, individualmente, com valores em média de 1,9 e
1,8 vezes maiores que o controle respectivamente.
Entre as concentragdes testadas do meio feito com soro
de queijo, ndo se observou diferenga significativa
quanto a produgdo de biomassa, mas a concentragdo
de 85% pode ser destacada como a mais promissora,
fato que também pode ser considerado para o meio
preparado com 100% de dgua da prensa da mandioca.

Para sele¢do dos substratos e respectivas
concentragdes adequadas a produgdo do fungo em um
sistema bifasico, foi levado em consideracédo a analise
conjunta dos dois paradmetros avaliados: produgdo de
conidios e biomassa. Quando a analise estatistica ndo
identificou diferenga significativa entre os tratamentos,
considerou-se o maior valor numérico das médias.

Assim, para o isolado JAB 02, optou-se por
escolher os meios liquidos & base de 85% de 4gua da
prensa da mandioca, 5,5% de melago de cana-de-agtcar
e 4% de milhocina®. Em relagao ao meio preparado com
soro de queijo, as concentragdes de 70% e 100% foram as
que proporcionaram maiores valores de producao,
respectivamente, de biomassa e de conidios. Contudo,
observa-se que no meio contendo 70% de soro de queijo,
a producdo de biomassa foi 1,1 vez maior que no meio
contendo 100% deste, mas a produgédo de conidios foi 2,6
vezes menor, o que motivou a escolha da concentragao
de 100% como a mais adequada. Para JAB 45, os meios a
base de 85% de soro de queijo, 100% de dgua da prensa
da mandioca e 4,0% de milhocina®, foram escolhidos
para a produgdo do isolado (Tabela 1).

Os resultados observados neste trabalho
referente a produgao dos isolados JAB 02 e JAB 45 de
L. lecanii, obtidos em cultura liquida estacionéria,
utilizando residuos ou subprodutos agroindustriais,
estdo de acordo com as afirmagdes de ROBERTS e
HuMmBER (1981) e ALVEs e PEREIRA (1998), quando
relatam o fato que a maioria dos hifomicetos
entomopatogénicos ndo esporulam rapidamente em
cultura liquida, obtendo-se grande massa micelial.

Entretanto, a producdo de conidios pode ser
incrementada, usando substratos sintéticos e agitagao
constante. Utilizando meio liquido composto por
maltose, extrato de levedura e peptona, FenG et al. (2002)
verificaram que o isolado F091 de Verticillium lecanii (=
L. lecanii) produziu 1,2 x 10'° conidios mL™ em cultura
agitada a 150 rpm por sete dias. Em outro trabalho, esses
autores avaliaram o efeito da aeragao superficial,
verificando que nesta condigdo o isolado cresceu
abundantemente, mas ressalvaram que o efeito deste
processo no crescimento é bastante complexo (FENG et
al, 2000). A esporulacdo do fungo M. anisopliae em meios

Bragantia, Campinas, v.68, n.3, p.703-714, 2009

liquidos de arroz parboilizado, extrato de levedura e
extrato do percevejo da soja, suplementados com
diferentes concentraces de agticar, somente ocorreu
quando a biomassa foi submetida a aeragdo direta,
atingindo 107 conidios por grama de substrato (PEREIRA
e Era, 1999). Formas mais facilmente assimildaveis de
nutrientes e disponibilidade de oxigénio podem explicar
a maior produgdo de conidios obtida nesses trabalhos.

WENZEL et al. (2006) avaliaram a esporulagdo
de L. lecanii em meios liquidos feitos a partir de graos.
Os melhores resultados foram obtidos nos meios
preparados com feijao-branco, feijao-carioca e soja,
para o isolado JAB 02 e lentilha, feijao-carioca e farelo
de trigo, para JAB 45. Comparando-se com os
resultados deste trabalho, verifica-se que a producéo
de conidios pelos isolados JAB 45 e JAB 02 no meio
preparado com 4% de milhocina® foi, respectivamente,
em média, 2,3 e 1,5 vezes maior que os melhores
resultados observados por estes tiltimos autores.

Os meios liquidos compostos por vinhaga e
dgua do cozimento do arroz foram os que
proporcionaram os piores resultados para a produgdo
de conidios e biomassa pelos isolados JAB 02 e JAB 45
(Tabela 1), resultado semelhante ao obtido para
Bipolaris euphorbiae em meio liquido preparado a base
de vinhaga (PENARIOL et al., 2008) e para os mesmos
isolados de L. lecanii cultivados em meios liquidos
obtidos de farelo de arroz e arroz agulhinha (WeNzEL
et al., 2006). PENARIOL et al. (2008) testaram a dgua da
prensa da mandioca para produgdo de B. euphorbiae,
mas, diferentemente do ocorrido para L. lecanii neste
trabalho, ndo obtiveram bom resultado. Contudo, os
autores optaram por manter o pH original do meio, sem
ajuste, o que pode ter contribuido para tal resultado.

WENZEL et al. (2005) verificaram que o isolado
JAB 02 de L. lecanii produziu maior biomassa micelial
em meio liquido contendo 60 g de dextrose e 40 g de
extrato de levedura, atingindo valor de 0,15 g 30 mL
de meio™ em 6 dias (média de 0,03 g dia!), enquanto
neste trabalho o mesmo isolado cultivado por 20 dias
no meio contendo 85% de dgua da prensa da mandioca
produziu 2,13 g 100 mL™ (média de 0,11 g dia™).

Producao de L. lecanii em meios sélidos
combinados

Examinando-se os dados contidos na tabela 2,
verificou-se que farelo de trigo e lentilha, usados,
respectivamente, em maior e menor proporgao, foram os
substratos que mais favoreceram a produgéo de conidios
para ambos os isolados, além de trigo grosso (usado em
maior propor¢ao) e sorgo (usado em menor proporgao)
para JAB 02. Observou-se ainda, que o tipo de substrato
ndo influenciou a viabilidade dos conidios produzidos
pelos isolados, exceto farelo de trigo para JAB 45.
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Determinar as misturas mais eficientes entre
os substratos e suas respectivas propor¢des foram os
objetivos deste experimento. O desdobramento da
interagao substratos usados em maior proporgao (A)
versus substratos usados em menor proporc¢do (B)
significativa para a produgao de conidios de ambos
os isolados de L. lecanii, esta apresentada na tabela
3. Para JAB 02, as misturas de substratos que mais
promoveram a esporulacdo foram as seguintes: entre
trigo grosso e sorgo, trigo grosso e lentilha, farelo de
trigo e sorgo e farelo de trigo e lentilha; para JAB 45
foram: entre trigo grosso e lentilha, e farelo de trigo
misturado com todos os substratos utilizados em
menor proporgao. Definidas as misturas mais
eficientes, foi realizada uma anélise destinada a
determinar as proporg¢des mais adequadas para
promover a esporulagdo dos isolados (Tabelas 4 e 5).

Para JAB 02, apesar de nao ter havido
diferenca significativa na produgdo de conidios
obtida nas trés propor¢des (85:15%, 70:30% e 55:45%),
optou-se por escolher aquelas que tiveram maior valor
numérico. Assim, 85% de trigo grosso e 15% de sorgo,
70% de trigo grosso e 30% de lentilha, 85% de farelo
de trigo e 15% de sorgo e 70% de farelo de trigo e 30%
de lentilha, podem ser indicadas para a produgdo do
isolado JAB 02 (Tabela 4).

Analisando a producao de conidios pelo
isolado JAB 45, verificou-se que, exceto na mistura

entre farelo de trigo e paingo, ndo houve diferenga
significativa entre as trés proporgodes testadas, e
entre estas e o tratamento contendo o substrato
usado em maior proporgao (100%-0) (Tabela 5).
Destacaram-se, portanto, as misturas compostas por
55% de trigo grosso e 45% de lentilha, 70% de
farelo de trigo e 30% de trigo em gréo, 85% de farelo
de trigo e 15% de paingo e 70% de farelo de trigo e
30% de lentilha.

Segundo ALVEs e PEREIRA (1998), 0 uso de meios
sélidos representa a forma mais comum de produgdo
de fungos entomopatogénicos, uma vez que nao
necessita de tecnologia aprimorada e permite a
producdo direta de unidades infectivas. EL DamIr
(2006) destacou que o tipo de substrato é importante
para a producdo massal de fungos, uma vez que esta
diretamente relacionado com os custos e a qualidade
dos propagulos produzidos.

Em trabalhos realizados para demonstrar a
producdo de conidios por isolados de L. lecanii em
meio sélido composto por arroz em grao, constataram-
se resultados divergentes, variando desde 6,8 x 10°
con. g'1 (RiveRra et al., 1998), a 2,10 e 0,80 x 107 con. g'1
(WENZEL et al., 2006), chegando a até 1,5 x 10° con. g-
! de substrato (FENG et al., 2002). Possivelmente, as
diferencas verificadas sejam em conseqiiéncia dos
isolados utilizados, das metodologias empregadas e
até mesmo da procedéncia dos substratos.

Tabela 3. Desdobramento da interacdo substratos usados em maior proporgdo versus substratos usados em menor
proporgdo para a produgdo de conidios dos isolados JAB 02 e JAB 45 de Lecanicillium lecanii em meios s6lidos

Substratos usados em menor proporgao

Susbtratos usados em maior proporgao Sorgo Quirela de milho Lentilha Teste F
n.° de conidios x 107 g™

JAB 02

Trigo Grosso 1,25 Aa 1,15 Ba 1,87 Aa 9,99”

Farelo deTrigo 1,71 Aa 1,27 Ba 1,12 ABa 5,97

Farelo de Soja 0,40 Ab 0,27 Bb 0,48 Ab 17,65

Teste F 34,50” 47,44" 24,18" -

Trigo em grao Paingo Lentilha Teste F

n.° de conidios x 107 g™

JAB 45

Trigo Grosso 2,74 Bb 2,69 Ba 3,78 Aa 10,25"

Farelo de Trigo 6,27 Aa 3,38 Aa 3,72 Aa 0,55N5

Farelo de Soja 0,39 Cc 1,03 Bb 1,45 Ab 31,16

Teste F 99,16™ 33,917 25,40"

Médias com valores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados em log (x)+7. Médias seguidas de mesma letra
maitscula na linha ou mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05). NS = néo significativo. ** significativo a 1% de

probabilidade

Bragantia, Campinas, v.68, n.3, p.703-714, 2009
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Tabela 4. Producdo de conidios pelo isolado JAB 02 de Lecanicillium lecanii em func¢ao das proporg¢des usadas nos
tratamentos mais eficientes, apds 15 dias de cultivo a 25°C e na auséncia de iluminagao

Substratos (misturas)

Proporgao Produgéo de conidios

n.° de conidios x 107g !

100% TG + 0% S 1,01 AB
85% TG + 15% S 2,03 A
Trigo Grosso (TG) e Sorgo (S) 70% TG + 30% S 1,30 A
55% TG + 30% S 1,55 A
0% TG + 100% S 0,39 B
Teste F - 8,26"
CV (%) - 2,84
100% TG + 0% L 1,01 B
85% TG + 15% L 1,67 AB
Trigo Grosso (TG) e Lentilha (L) 70% TG + 30% L 421 A
55% TG + 45% L 1,60 AB
0% TG + 100% L 0,85B
Teste F - 516"
CV (%) - 4,22
100% FT + 0% S 1,25 AB
85% FT + 15% S 2,62 A
Farelo de Trigo (FT) e Sorgo (S) 70% FT + 30% S 1,79 A
55% FT + 45% S 2,50 A
0% FT + 100% S 0,39 B
Teste F - 9,70™
CV (%) - 3,14
100% FT + 0% L 1,25 A
85% FT + 15% L 1,27 A
Farelo de Trigo (FT) e Lentilha (L) 70% FT + 30% L 1,42 A
55% FT + 45% L 0,82 A
0% FT + 100% L 0,82 A
Teste F - 0,90 NS
CV (%) - 4,76

Médias com valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em log (x). Médias seguidas por pelo menos uma

letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05).

** significativo a 1% de probabilidade. NS = ndo significativo.

Apesar de o arroz ainda ser o substrato mais
utilizado na producéo de fungos, outros gréos e seus
derivados vém sendo testados, na expectativa de
otimizar o processo. Avaliando a produgdo de M.
anisopliae, DORTA et al. (1990) verificaram que em meio
contendo uma mistura de farelo e casca de arroz, o
fungo produziu de 5 a 15 vezes mais conidios do que
em meio contendo apenas arroz. Puzari et al. (1997),
obtiveram o rendimento de 39,3 x 107 conidios mL™
de dgua usada para avaliar a produgao de B. bassiana
em meio contendo uma mistura de casca de arroz,
serragem e arroz, na razao de 75:21:100. E possivel

que em meios preparados a partir da mistura de
diferentes substratos, possa haver wuma
complementagdo de nutrientes exigidos pelos fungos.

PenaRIOL et al. (2008) avaliaram diferentes
substratos sélidos para produgdo de B. euphorbiae,
obtendo melhores resultados em meios contendo
casca de soja e sorgo em grdo. Para os fungos B.
bassiana e M. anisopliae, substratos como quirela de
milho, trigo em gréo e painco, em diferentes volumes
de dgua, proporcionaram, de modo geral, grande
producdo de conidios (EL DaMIR, 2006).

Bragantia, Campinas, v.68, n.3, p.703-714, 2009
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Tabela 5. Produgdo de conidios pelo isolado JAB 45 de

Lecanicillium lecanii em funcao das propor¢des usadas nos

tratamentos mais eficientes, apds 15 dias de cultivo a 25°C e na auséncia de iluminagao

Substratos (misturas)

Proporgao Produgéo de conidios

n.° de conidios x 107g !

100% TG + 0% L 3,28 A
85% TG + 15% L 3,70 A
Trigo Grosso (TG) e Lentilha (L) 70% TG + 30% L 495 A
55% TG + 45% L 5,07 A
0% TG + 100% L 191 A
Teste F - 3,21
CV (%) - 2,65
100% FT + 0% Tg 3,66 A
85% FT + 15% Tg 9,08 A
Farelo de Trigo (FT) e Trigo em gréo (Tg) 70% FT + 30% Tg 10,52 A
55% FT + 45% Tg 7,70 A
0% FT + 100% Tg 0,21 B
Teste F - 24,45"
CV (%) - 3,75
100% FT + 0% P 3,66 AB
85% FT + 15% P 5,62 A
Farelo de Trigo (FT) e Paingo (P) 70% FT + 30% P 4,13 AB
55% FT + 45% P 2,65B
0% FT + 100% P 0,82 C
Teste F - 24,25"
CV (%) - 1,76
100% FT + 0% L 3,66 A
85% FT + 15% L 3,50 A
Farelo de Trigo (FT) e Lentilha (L) 70% FT + 30% L 547 A
55% FT + 45% L 4,81 A
0% FT + 100% L 191 A
Teste F - 1,66M°
CV (%) - 3,04

Médias com valores originais, mas analise estatistica realizada com

dados transformados em log (x). Médias seguidas por pelo menos uma

letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05).
** * = significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente. NS: ndo significativo.

Avaliando a influéncia de substratos naturais
sélidos na esporulagdo de isolados de B. bassiana e
P. fumosoroseus, IsBraHIM e Low (1993) observaram que
a esporulagao foi maior em meios contendo arroz,
farinha de tapioca e batata doce, do que em meios
contendo coco ralado e mamaéo papaia.

Na busca de substratos alternativos, WENZEL et
al. (2006) obtiveram resultados promissores para
producdo de conidios de L. lecanii utilizando trigo
moido e farelos de trigo e de soja. No presente trabalho,
a mistura destes substratos com lentilha, sorgo, trigo

Bragantia, Campinas, v.68, n.3, p.703-714, 2009

em grdo e paingo ndo proporcionou aumento
significativo na producdo de conidios. Entretanto,
observou-se que a viabilidade dos conidios dos isolados
JAB 45 e JAB 02, cultivados nos substratos combinados,
atingiu, respectivamente, aumento médio de 21,94% e
23,30%, quando comparada com a viabilidade obtida
no trabalho de WENzeL et al. (2006), utilizando os
substratos isoladamente.

Do ponto de vista da produgdo comercial para
utilizagdo no controle biolégico, a esporulagao
abundante e a viabilidade dos conidios sdo aspectos
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importantes a serem considerados na selegdo dos
meios. Possivelmente, tais misturas entre substratos
proporcionaram uma composi¢cdo de nutrientes
qualitativa e quantitativamente melhor equilibrada
para permitir a conidiogénese.

4. CONCLUSOES

1. Entre os meios liquidos, a d4gua da prensa
da mandioca, o soro de queijo, o melago de cana-de-
acticar e a milhocina® sido os substratos que
proporcionam maior produgédo de conidios e biomassa
por L. lecanii.

2. A concentragdo dos substratos usada para
elaborar os meios liquidos influencia a produgao de
conidios e biomassa pelo fungo.

3. Os meios sélidos sdo mais eficientes do que
os meios liquidos para a producédo de conidios pelos
isolados JAB 02 e JAB 45 de L. lecanii.

4. A mistura de substratos, em diferentes
proporgdes, para a elaboragdo dos meios sélidos ndo
influencia a produgdo de conidios por L. lecanii, mas
promove incremento na viabilidade dos conidios.
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