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Virulence ofBeauveria bassiangBals.) Vuill. toDiatraea saccharaligF.)
(Lepidoptera: Crambidae) After Conidia Storage at Low Temperature

Abstract - The viability (germination capability) and virulence of the fungus
Beauveria bassiangBals.) Vuill strain 447 was assessed after long term stor-
age at a low temperature.. The experiments were initiated at the Laboratory of
Insect Pathology of the Department of Entomology, Phytopathology and Zool-
ogy, ESALQ-USP (Piracicaba, SP) and concluded at the Laboratory of Insect
Pathology, Department of Agronomy UFRPE (Recife, PE) conducted from May
1992 to January 1999. The fungus was produced on rice, and pure conidia with
15. 5 % RH was stored in a freezer at17C. The conidial viability and
virulence toward®iatraea saccharalidarvae after 0, 5, 8, 50, 75 and 80
months of storage were evaluated. The stored fungus maintained 100% vi-
ability in all tratments and freezing was proven a good procedure for storing
pure conidia oB. bassiandor at least 80 months. L Jand mortality rate were

3.02 days and 92%, 3.86 and 96%, 3.97 and 92%, 4.05 and 94% and 3.97 and
96%, 4.10 days and 94%, respectively.
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RESUMO - Verificou-se a viabilidade e viruléncia de conidios puros de
Beauveria bassianéBals.) Vuill. isolado 447armazenado por longos periodos

em baixa temperatura. O experimento iniciou-se no Laboratério de Patologia
de Insetos do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola
da ESALQ-USP (Piracicaba, SP) e teve seqtiéncia no Laboratério de Patologia
de Insetos do Departamento de Agronomia da UFRPE (Recife, PE), durante o
periodo de abril de 1992 a janeiro de 1999. O fungo foi produzido em arroz
pré-cozido e os conidios puros, com umidade de 15,5% foram armazenados
em freezer, a temperatura de -7°€.1Ap6s O, 5, 8, 50, 75 e 80 meses de
armazenamento, a viabilidade dos conidios foi avaliada em meio BDA e a
viruléncia foi testada sobre larvadilatraea saccharaligF.). O fungo manteve
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viabilidade de 100% em todos os tratamentos, com elevada viruléncia sobre
larvas déD. saccharalisOs resultados de Tle porcentagens de mortalidade
foram de 3,0 dias e 92,0%; 3,86 e 96,0%; 3,97 € 92,0% ; 4,05e 94,0% e 4,0
e 96,0 %; 4,1 dias e 94,0% , respectivamente. O armazenamento em freezer &,
portanto, uma forma adequada de conservagédo de conidios pBramdsiana

por pelo menos 80 meses.

PALAVRAS-CHAVE: Inseto, fungo entomopatogénico, armazenamento,
broca da cana-de-acucar.

A viabilidade e atividade bioldgica de (Diptera: Culicidae). As diferengcas na
fungos entomopatogénicos sédo altamenteiabilidade dos conidios nao foram
influenciadas pela temperatura, umidaderelacionadas com a viruléncia. Esses
substrato, radiacao ultra violeta e outrosesultados demonstram a necessidade da
fatores. A maioria dos trabalhos efetuadosealiza¢édo de bioensaios com as formulacdes
com os fungodMetarhizium anisopliae para verificacdo da atividade biol6gica, antes
(Metsch.) Sorok. éBeauveria bassiana da aplicagdo do produto no campo. No
(Bals.) Vuill. demonstra que com o aumentaentanto, trabalhos efetuados com formulacées
da temperatura e tempo de armazenameni®conidios puros d8. bassianasolado 447,
ocorre uma reducdo na viabilidade dosonstataram correlacdo positiva entre a
conidios, sendo em freezer (*CP a melhor viabilidade de conidios e mortalidade de lar-
condicdo para preservacdo (Abedual. vas deDiatraea saccharaligF.) (Marques
1983, Batista Filho & Cardelli 1986, Alves 1993, Alveset al 1996).
et al 1987). Daoust & Roberts (1983a, b) estudando

Roberts & Campbell (1977) discutiram atrés linhagens d&l. anisopliaeem quatro
estabilidade de fungos entomopatogénicostemperaturas e seis umidades relativas,
mencionaram experimento efetuado conmencionaram que as melhores condi¢cdes para
conidios puros d#l. anisopliae Quando armazenamento e manutencao de viabilidade
colocados em tubos com ar, COnitrogénio e viruléncia de conidios foram Ma 97%

e armazenados nas temperaturas 426, UR e 4C a 0% UR, quando permaneceram
25°C, verificou-se elevada viabilidade apdsvirulentos por 18 meses para larvasQle
64 semanas em todos os gases &:200 ar pipienspipiens(Liston) 12 meses parsno-

e nitrogénio a 4C , enquanto que nos demaispheles stephenfiiston) (Diptera: Culicidae).
tratamentos a perda da viabilidade ocorreu Marques & Alves (1996) trabalharam
com 16 semanas. com armazenamento dé. anisopliaee B.

Formulacbes em pé e granuladadassianae verificaram que conidios puros
estudadas por Daouwgtal (1982) reduziram deB. bassiananantidos a 2@ durante 180
a viruléncia deM. anisopliaeem relacdo a dias praticamente nao mostraram reducéo na
conidios nao formulados, quandoviabilidade, enquanto qukl. anisopliae
armazenadas a 4 e°@0durante oito e 12 manteve apenas 63% de viabilidade naquele
meses. Os componentes mais prejudiciageriodo. Estudando a preservacao de
foram sabugo de milho, diatomacea e doiformulacdes d8. bassianaurante sete anos,
outros provenientes de caulim, tendo o#lves et al. (1996) concluiram que nas
valores de T| aumentado de 2,5 para maigemperaturas de -10 &c/7foram mantidas
de seis dias quando o fungo foi aplicado era viabilidade e viruléncia do fungo solide
larvas deCulex pipiens pipiengListon) saccharalis
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Neste trabalho, procurou-se verificar qBatata + Dextrose + Agar) mais antibiético,
efeito do armazenamento prolongado ere incubadas em camara climatizada tipo BOD
freezer sobre a viabilidade e viruléncia de 26 +2C e 12 horas de fotofase . As leituras
conidios puros d8. bassian&om baixo teor foram efetuadas contando-se 100 conidios por
de umidade, sobre lagartasRiesaccharalis. placa, 24 horas apés o plagueamento,

totalizando 300 conidios em cada avaliagédo.
Material e Métodos A viruléncia foi avaliada utilizando-se 50
lagartas de terceiro estadiol@esaccharalis

O experimento foi iniciado em abril de provenientes de criacdo artifical em dieta
1992 no Laboratério de Patologia de Insetosodificada de Hensley & Hammond (1968).
do Departamento de Entomologia FitopaOs insetos foram pulverizados com uma
tologia, e Zoologia Agricola da ESALQ-USP suspensédo d&. bassianaa concentracéo de
( Piracicaba, SP) e concluido em janeiro d&®® conidios/ml, com o auxilio de um
1999 no Laboratério de Patologia de Insetoatomizador manual modelo” De Vilbiss” e a
do Departamento de Agronomia da UFRPE {estemunha pulverizada com agua estéril e
Recife, PE). espalhante adesivo (0,01% de Tween 80).

O fungo B. bassianaisolado 447, Posteriormente as lagartas foram indi-
registrado no Banco de Patogenos da ESALQIdualizadas em pedacos de colmo de milho
USP, foi obtido inicialmente d8olenopsis empregados para alimentagcdo. Apos 10 dias
invicta (Buren) (Hymenoptera: Formicidae). de avaliacdo a mortalidade foi corrigida pela
Sua producéo foi efetuada em meio semférmula de Abbott e acumulada para
solido, utilizando-se 300g de arroz pré-cozidefetivacdo da analise de Probit e obtencao
e autoclavado em saco de polipropilenodos tempos letais (TJ) dos diferentes
ApOs a inoculagdo no meio de cultura, osratamentos.
sacos foram colocados em camara climatizada
a 26C durante tres dias e em seguida 0 meio Resultados e Discussao
foi transferido para bandejas plasticas, onde
permaneceu durante 15 dias, para crescimento O fungo armazenado em freezer durante
e secagem do fungo, conforme metodologi80 meses manteve 100% de viabilidade e
proposta por Alves & Pereira (1989).elevada viruléncia, uma vez que causou 94,0%
Posteriormente o meio de cultura foide mortalidade em lagartasl@esaccharalis
peneirado manualmente em peneira com 1(Jdabela 1). O tempo de armazenamento ndo
mm de malha, obtendo-se conidios puroafetou significativamente o TI(F = 2,30;
com umidade de 15,5%. Vale salientar, qu@€= 0, 203;%= 0,36), embora tenha ocorrido
os conidios correspondem a aproximadamentem prolongamento desse tempo em
3% do peso total do meio de cultura utilizadoaproximadamente 30%. Estes resultados estéo

O ensaio consistiu no acondicionamentale acordo com Alvest al(1996), quando
de uma amostra de 30 g de conidios do fungeerificaram que conidios ndo formulados de
em tubo de plastico, seguido deB. bassiana armazenados em tempo seme-
armazenamento em freezer, a -7°€.10s |hante em freezer na temperatura de -10 a -
tratamentos corresponderam aos diferenté8C, mantiveram 100% de viabilidade e
periodos de armazenamento, ou seja , 0, 5,&asionaram mortalidade elevada de lagartas
50, 75 e 80 meses. deD. saccharalis Com relacao aos valores

Para os testes de viabilidade, forande viabilidade e patogenicidade &e
preparadas suspensdes de 0,1 g de conidinassianaforam observados resultados
em 10 ml de &gua estéril com espalhanteoncordantes com Hasseanal (1989), que
adesivo (0,01% de Tween 80). Posteriortrabalhando cormil. anisopliaeconstataram
mente, 0,1 ml da suspenséo foi transferidque a elevada percentagem de viabilidade dos
para trés placas de Petri contendo meio BDA&onidios correspondeu a alta mortalidade de
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Tabela I. Mortalidade dB. saccharalis por B. bassianaapds diferentes periodos de
armazenamento a -7°C. Temperatura de 26Ctel12h de fotofase. ESALQ-USP/ UFRPE.
1992-1999.

Armazenamento Viabilidade de conidios Mortalidade T

50

meses % % dias)

( ) (%) (%) (
0 100 92,0 3,02 (2,04-4,49)
5 100 96,0 3,86 (3,11-4,81)
8 100 92,0 3,97 (3,35-4,71)
50 100 94,0 4,05 (3,41-4,82)
75 100 96,0 3,97 (3,38-4,66)
80 100 94,0 4,10 (3,57-4,73)

*TL ., Tempo letal

lagartas déManduca sextél.) (Lepidoptera: Alves, S.B, S Silveira Neto, R.M. Pereira
Sphingidae). O aspecto mais importante e & N. Macedo.1987. Estudo de formu-
comprovado neste trabalho, refere-se ao lacBes deMetarhizium anisopliae
desempenho dos conidios puros Ble (Metsch) Sorok. em diferentes condi¢gfes
bassiana quando armazenado em freezer, de armazenamento. Ecossistelfia78-
podendo dispensar a etapa de formulacédo, 87.
operacao esta, geralmente prejudicial para a
estabilidade dos fungos entomopatogénicaAlves, S.B& R.M. Pereira. 1989Producao
(Cruzet al1985. Assim, em funcéo da maior do Metarhizium anisopliadMetsch.)
necessidade de utilizagdo desse fungo no Sorok eBeauveria bassian@als.) Vuill.
controle de pragas, este procedimento podera em bandejas. Ecossistema 14: 188-192.
ser adotado por biofabricas visando a
preservacdo a longo prazo do entomoAlves, S.B, J.L. Stimac, R.M.Pereira &
patégeno. S.A. Vieira. 1996. Delayed germination
of Beauveria bassianaconidia after
Agradecimentos prolonged storage at low, above-freezing
temperatures. Bioc. Sci. Technol 6: 575-
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para o aprimoramento deste trabalho. ~ Batista Filho, A. & M.A. Cardelli. 1986
Viabilidade dos esporos dgeauveria

bassiangBals.) Vuill. isolados de bicudo
do algodoeiro Anthonomus grandis
o Boheman) obtidos em diferentes meios
Abreu, O.C., P.J Valarini, R.P.B. Cruz, de cultura e armazenados a diferentes
D.A. Oliveira & D. Gabriel. 1983 temperaturas. Biologico 52:57-59.
Viabilidade e patogenicidade do fungo
Metarhizium anisopliaMetsch.) Sorok cruz, B. P.B, O.C. Abreu, P. Vilarini & D.A.
em funcéo do periodo e condi¢bes de  Qliveira. 1985. Efeito da temperatura,
armazenamento. Al‘q Inst. BIO|. 50: 57- tempo de armazenagem e do t|po de
63. preparo sobre o poder germinativo de
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