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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizagdo morfofisiolégica de
isolados de Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea e Metarhizium anisopliae,
em diferentes meios de cultura. Para tanto, foram utilizados quatro isolados de
fungos entomopatogénicos e avaliados o crescimento micelial, a esporulagao, a
coloracao e a caracterizagao dimensional dos conidios em quatro meios de cultura.
O isolado de B. bassiana apresentou maior crescimento micelial e esporulagdo no
meio V8CaCO,; o micélio aéreo apresentou-se de cor branca em todos os meios. O
isolado de C. fumosorosea obteve maior crescimento micelial no meio de cultura
completo e maior esporulagdao no meio batata-dextrose-agar (BDA); o micélio aéreo
variou de vermelho-claro a branco. Em relagdo aos isolados de M. anisopliae, o
maior crescimento micelial ocorreu no meio V8CaCO,, e as maiores produgoes
de esporos, no meio de cultura BDA e completo; a coloracao do micélio aéreo
variou entre branco e tons de amarelo e verde. Os maiores valores de indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) foram observados quando utilizado
o meio V8CaCO,, e os menores, o meio dgar-dgua Verifica-se que os meios de
cultura mﬂuenmam nas caracteristicas morfoflslologlcas dos isolados de fungos
entomopatogénicos. Considerando a viabilidade econémica, o meio de cultura BDA
é o mais recomendado para a produgdo massal de fungos entomopatogénicos.
Palavras-chave: Beauveria bassiana; controle biolégico; Cordyceps fumosorosea;
Metarhizium anisopliae.

ABSTRACT

The objective of the present work was to carry out the morphophysiological
characterization of Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea and Metarhizium
anisopliae isolates in different culture media. Therefore, four isolates of
entomopathogenic fungi were used and the mycelial growth, sporulation, color
and dimensional characterization of conidia were evaluated in four culture
media. The B. bassiana isolate showed greater mycelial growth and sporulation
in V8CaCO3 medium; aerial mycelium was white in all media. The isolate of C.
fumosorosea showed greater mycelial growth in the complete culture medium
and greater sporulation in PDA medium; aerial mycelium ranged from light red to
white. Regarding M. anisopliae isolates, the greatest mycelial growth occurred in
V8CaCO3 medium and the highest spore production in PDA and complete culture
medium; the aerial mycelium color varied between white and shades of yellow and
green. The highest values of IVCM were observed when the medium V8CaCO3 was
used, and the lowest, the agar-water medium. It is verified that the culture media
influence the morphophysiological characteristics of the entomopathogenic fungi
isolates. Considering its economic viability, the PDA culture medium is the most
recommended for mass production of entomopathogenic fungi.

Keywords: Beauveria bassiana; biological control; Cordyceps fumosorosea;
Metarhizium anisopliae.
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INTRODUCAO

O setor florestal brasileiro esta em constante mudanca no que diz respeito ao manejo adequado
de florestas. Nas Ultimas décadas, é notavel a sua importancia econdmica para o pais. No Brasil,
as florestas plantadas ocupam 7,83 milhoes de hectares e sao responsaveis por mais de 90% de
toda a madeira empregada para fins produtivos (IBA, 2019). O plantio de florestas contribui para a
recuperacao de areas degradadas, a regulacao dos recursos hidricos, a geracao de energia renovavel
€ a conservacao da biodiversidade.

Com o constante aumento de areas com plantios homogéneos que se utilizam de espécies
exoéticas de rapido crescimento, houve também um acréscimo significativo de problemas fitossanitarios,
especialmente relacionados a insetos-praga. Como método de controle, tem-se feito uso de produtos
quimicos (ORTIZ et al., 2017), porém tal alternativa vem apresentando grandes problemas, em virtude
da contaminacao ambiental, baixa especificidade, possibilidade de ressurgéncia da praga, selecao
de insetos resistentes e dos riscos potenciais a saide humana e animal (BARBOSA et al., 2015).

Dessa maneira, tem-se observado expressivo crescimento no incentivo a pesquisas € ao uso
de produtos que causem menos impactos ambientais, aumentando o consumo de produtos biolégico
(FONTES et al., 2020). O controle biolégico é definido como a aplicacao de técnicas baseadas
no controle, utilizando inimigos naturais (ESCOBAR-RAMIREZ et al., 2019). No Brasil, segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2021), o uso de produtos biolégicos
aumentou mais de 70% no ano de 2018, deixando o pais entre os primeiros no uso de controles
biol6gicos do mundo.

Com menor impacto ambiental, o controle biolégico visa manter o agroecossistema mais
préximo possivel de um equilibrio biolégico, em que a densidade populacional da praga se mantém
abaixo do nivel de dano econdémico (ZANUNCIO et al., 2018). Entre 0s microrganismos que causam
doencas aos insetos, os fungos entomopatogénicos sao os mais importantes, sendo responsaveis
por cerca de 80% das enfermidades e considerados ferramentas importantes no manejo integrado
de pragas (MIP) (LOPES et al., 2018; VALADARES-INGLIS et al., 2020). Assim, o controle biolégico
com entomopatdégenos € considerado uma alternativa viavel, segura e compativel com o ambiente
para o controle de insetos-praga (CHAVEZ et al., 2016).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. (Hypocreales: Clavicipitaceae) sao espécies importantes de fungos entomopatogénicos no
controle de pragas em ambientes florestais, constituindo a base de diversos produtos comerciais.
Ja o fungo Cordyceps fumosorosea (Wize) (Hypocreales: Cordycipitaceae) ainda se apresenta em
fase inicial de estudos como estratégia de controle de insetos-praga. Para tanto, sao necessarias
pesquisas voltadas a caracterizacao morfofisiolégica dessas espécies de fungos entomopatogénicos
em diferentes meios de cultura, visto que ainda sao poucos os trabalhos desenvolvidos na area; tais
pesquisas sao de suma importancia, pois, conforme Nozaki et al. (2004), alguns meios de cultura
sao mais favoraveis para crescimento e esporulacao do que outros, por apresentarem carboidratos
complexos que sao adequados para a producao de hifas vegetativas ou esporos. Outro fator
relevante sao os custos de producao dos meios de cultura, tendo em vista que, ao produzir em larga
escala fungos entomopatogénicos para o controle biolégico de insetos-praga, deve-se considerar a
viabilidade econbémica, ou seja, utilizar um meio de cultura de baixo custo e que garanta um bom
desenvolvimento das caracteristicas morfolégicas dos isolados.

A producao de fungos entomopatogénicos representa uma etapa critica e limitante no
desenvolvimento de um programa de controle microbiano para determinado inseto-praga (SENE et
al., 2010), e o estudo de metodologias de producao € indispensavel para tornar o controle biolégico
de pragas economicamente vidvel para ser aplicado em grandes areas. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi realizar a caracterizacao morfofisiolégica de isolados de Beauveria bassiana, Cordyceps
fumosorosea e Metarhizium anisopliae, em diferentes meios de cultura.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Fitopatologia Dra. Elocy Minussi, pertencente ao
Departamento de Defesa Fitossanitaria, Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM).

REPICAGEM DOS ISOLADOS DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Utilizaram-se quatro isolados de fungos entomopatogénicos, sendo um de Beauveria bassiana
(IBCB 632), um de Cordyceps fumosorosea (IBCB 130) e dois de Metarhizium anisopliae (IBCB
348 e IBCB 425), os quais foram obtidos no Instituto Biolégico de Sao Paulo, Colecao de Fungos
Entomopatogénicos Oldemar Cardin Abreu.

Para a repicagem dos isolados, foram utilizadas placas de Petri esterilizadas, contendo meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA), em que foi repicada no centro de cada placa uma pequena
quantidade de estruturas do fungo. Apds a inoculacao, as placas foram mantidas em camara
climatizada do tipo BOD a 25+2°C e em regime de luz alternado com fotoperiodo de 12 horas,
durante um periodo de 7 dias para crescimento e esporulacao dos fungos.

Para a caracterizacao morfofisiolégica dos isolados de fungos entomopatogénicos, testaram-se
quatro meios de cultura: agar-agua (AA), suco de vegetais (V8CaCO,—200 mL de suco de vegetais; 16
g de agar; 3,2 g de CaCO, e 800 mL de agua destilada), batata-dextrose-agar (BDA — 39 g de produto
comercial e 1.000 mL de agua) e meio completo (MC - 0,36 g de KH,PO,; 1,05 g de Na,HPO,7H,0;
0,60 g de MgS0O,7H,0; 1,00 g de KCI; 10,00 g de glucose; 1,58 g de NaNO,; 5,00 g de extrato de
levedura; 20, 00 g de agar e 1.000 mL de agua destilada) (RODRIGUES et al., 2016).

Decorridos os sete dias de crescimento micelial nas placas de Petri contendo os isolados,
foram preparadas suspensoes de esporos. Para isso, adicionaram-se 10 mL de agua destilada estéril
na placa de Petri €, com o auxilio de alca de Drigalski, realizou-se a raspagem do micélio fingico na
superficie do meio, sendo a suspensao filtrada em uma dupla camada de gaze para um béquer e
adicionado espalhante adesivo a 0,01% (Tween 40) para fazer a contagem dos esporos em camara
de Neubauer. Ap6s a contagem de esporos, a suspensao foi calibrada para uma concentracao de
1 x 108 esporos por mL.

Com o auxilio de um pipetador, transferiu-se uma gota de 10 pL da suspensao de esporos
para o centro de cada placa de Petri, contendo 0os meios de cultura descritos anteriormente.
Posteriormente, as placas foram incubadas em camaras do tipo BOD em regime de temperatura e
luz controladas (25+2°C e fotoperiodo de 12 horas).

AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E ESPORULAGCAO DOS ISOLADOS DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS

A avaliacao do crescimento micelial constituiu na medicao, a cada 24 horas, do diametro da
colénia em sentidos diametralmente opostos, com auxilio de paquimetro digital, por um periodo de
15 dias. Com esses dados, calculou-se o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) para
cada isolado em cada meio de cultura, por meio da férmula de Maguire (1962): IVCM =3 ((D — Da)/N),
em que IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial; D = diametro médio atual da colonia;
Da = diametro médio da colbnia do dia anterior; N = nimero de dias apd6s a incubacao.

Para a avaliacao da esporulacao, adicionaram-se 10 mL de agua destilada esterilizada em
cada placa de Petri, e em seguida realizou-se a raspagem da col6énia com auxilio de alca de Drigalski
para que houvesse a liberacao dos esporos. A suspensao foi pipetada e filtrada em uma dupla
camada de gaze para retencao dos fragmentos miceliais e meio de cultura. A contagem dos esporos
foi realizada em camara de Neubauer, com auxilio de microscépio dptico, com aumento de 40 vezes.
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CARACTERIZACAO DIMENSIONAL DOS CONIDIOS E COLORACAO DAS COLONIAS DOS ISOLADOS DE
FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Para a caracterizacao dimensional dos conidios, prepararam-se laminas de microscopia
contendo uma pequena quantidade de esporos dos isolados e corante. A largura e o comprimento
de 10 conidios por tratamento foram medidos com microscépio 6ptico, contendo um micrémetro
acoplado, em um aumento de 40 vezes. Ja a determinacao da coloracao das col6nias foi visual, com
auxilio de Carta de Munsell (MUNSELL, 2009), sendo observados a coloracao na parte superior e
inferior e o aspecto da coldnia.

ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticoes. Para os isolados de Metarhizium anisopliae, utilizou-se um bifatorial, composto de dois
fatores: quatro meios de cultura x dois isolados. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(Anova), e as médias ao teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software Sisvar versao 5.6.86
(FERREIRA, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacao ao isolado de Beauveria bassiana (IBCB 632), verificou-se que o0 maior crescimento
micelial ocorreu no meio de cultura V8CaCO, (63,35 mm), seguido dos meios completo (52,02 mm),
BDA (46,11 mm) e agar-agua (37,08 mm), havendo diferengas estatisticas no crescimento micelial
em relacao ao meio de cultura (tabela 1).

Tabela 1 - Crescimento micelial (mm), indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) e esporulacao
(esporos/mL) de Beauveria bassiana em diferentes meios de cultura, aos 15 dias de incubacao*.

Meio de cultura Crescimento micelial (mm) IVCM (mm/dia) Esporulacao (esporos/mL)
AA 37,08 ¢ 0,58 ¢ 4,43 x10%¢
BDA 46,11 b 0,97 b 3,56 x10%b
MC 52,03 b 0,98 b 3,54 x 10%b
V8CaCo, 63,35 a 1,09 a 5,86 x10% a
Média geral 49,64 0,91 3,25 x 108
CV (%) 6,6 4,98 18,91

“ Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV =
coeficiente de variagao; AA = agar-agua; BDA = batata-dextrose-agar; V8CaCO3= suco de vegetais; MC = meio completo;
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial.

Ao analisar os valores de IVCM, constatou-se que o maior valor foi encontrado no meio V8CaCO,
(1,09 mmy/dia). Nao foram observadas diferencas significativas entre os meios BDA e completo, com
valores de 0,97 e 0,98 mm/dia, respectivamente. Diferindo estatisticamente dos demais, 0 menor
valor foi verificado no meio agar-agua: 0,58 mm/dia (tabela 1).

Rodrigues et al. (2016) observaram, apdés 10 dias de crescimento em meio de cultura BDA,
que B. bassiana teve variacao de 15,47 mm a 32,96 mm no didmetro das colbnias. Ja Garcia et
al. (2011) verificaram, apés 10 dias de incubacao em meio de cultura BDA, que o crescimento das
colbnias de B. bassiana foi de 20 mm, afirmando que os isolados apresentaram um crescimento
lento e circular. Martins (2014) encontrou, apds sete dias de incubacao de isolados de B. bassiana,
diametros médios entre 18 e 26 mm. Esses resultados corroboram o presente estudo, visto que,
em meio de cultura BDA, a média de crescimento micelial de B. bassiana aos dez dias de incubacao
foi de 30 mm.
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Ainda analisando os resultados da tabela 1, averiguou-se que, a respeito da esporulagao, o
isolado apresentou variabilidade na producao de esporos nos diferentes meios de cultura. O meio
V8CaCO, obteve maior esporulagao (5,86 x 10%esporos/mL); nao houve diferencas significativas entre
0s meios BDA e completo, sendo encontrados 3,56 x 10°e 3,54 x 10%esporos/mL, respectivamente.
No meio de cultura agar-agua, o isolado apresentou o menor valor de esporulagdo (4,43 x 104
esporos/mL), diferindo estatisticamente dos demais meios de cultura testados. Rodrigues et al.
(2016) observaram que os valores encontrados variaram entre 2.890 x 10 conidios/mL e 13.910
x 10% conidios/mL para isolados de B. bassiana. Martins (2014), caracterizando isolados de B.
bassiana, obteve valores entre 0,2 e 26,2 x 108 conidios/coldnia. Fomentini et al. (2015) encontraram
valores entre 2,2 e 3,2 cm para o diametro da col6nia e producao de 0,1 a 13 x 107 conidios/colbnia.
Observando esses resultados, é possivel verificar que ha variacdo na esporulacao dos isolados, em
que os valores de esporulacao foram maiores em relagcao aos resultados obtidos no presente estudo.

Em relacao ao isolado de Cordyceps fumosorosea (IBCB 130), constatou-se que o maior
crescimento micelial se deu no meio de cultura completo (67,94 mm), seguido do meio V8CaCO, e BDA,
com médias de crescimento de 67,43 mm e 63,34 mm, respectivamente. Diferindo estatisticamente
dos demais, no meio agar-agua ocorreu 0 menor crescimento micelial, com média de 48,30 mm
(tabela 2).

Tabela 2 — Crescimento micelial (mm), indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) e esporulacao
(esporos/mL) de Cordyceps fumosorosea em diferentes meios de cultura, aos 15 dias de incubacao”.

Meio de cultura Crescimento micelial (mm) IVCM (mm/dia) Esporulacao (esporos/mL)
AA 48,30 b 0,62 b 6,14 x 10%* b
BDA 63,34 ab 1,07 a 8,05x 10°%a
MC 67,94 a 1,15 a 2,39 x 108 ab
V8CaCo, 67,34 a 1,21 a 6,81 x 10° a
Média geral 61,73 1,01 4,33 x 108
CV (%) 14,22 10,53 17,03

* Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. CV =
coeficiente de variagcao; AA = agar-agua; BDA = batata-dextrose-agar; V8CaCO, = suco de vegetais; MC = meio completo;
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial.

O isolado de C. fumosorosea apresentou maior IVCM no meio V8CaCO, (1,21 mm/dia), porém
nao diferiu estatisticamente dos meios BDA e completo, com 1,07 e 1,15 mm/dia, respectivamente;
ja o menor valor foi encontrado no meio agar-agua, com 0,62 mm/dia (tabela 2).

Ainda analisando os resultados da tabela 2, verificou-se que a maior esporulacao de C.
fumosorosea ocorreu no meio BDA (8,05 x 10°esporos/mL), seguido pelos meios V8CaCO, e completo
(6,81 x 10%e 2,39 x 10° esporos/mL, respectivamente). A menor producao de esporos deu-se no
meio agar-agua, com 6,14 x 10*esporos/mL.

Avaliando o crescimento micelial e a esporulagao de diferentes espécies de Cordyceps em
meio de cultura Sabouraud-agar-peptona (SAB), Lopes et al. (2021) encontraram para C. fumosorosea
(isolado ESALQ 1296), aos 12 dias de incubacdo, média de crescimento de 44,40 mm e esporulagao
média de 2,82 x 10° esporos/mL. Mesmo utilizando o meio de cultura SAB, esse estudo corrobora
os resultados do presente trabalho, quando se comparam os valores de média geral de crescimento
e esporulacdo aos 12 dias de incubacgao (49,38 mm e 3,46 x 108 esporos/mL).

Em relagao aos quatro meios de cultura testados, o diametro das colbnias de Metarhizium
anisopliae variou entre 14,73 mm (IBCB 425) e 69,47 mm (IBCB 348), apresentando valor médio de
48,41 mm (tabela 3). Com relacao ao isolado IBCB 348, o maior crescimento da colbnia ocorreu
no meio de cultura V8CaCO, (69,47 mm), seguido dos meios BDA (49,00 mm), completo (46,75
mm) e agar-agua (34,91 mm), havendo diferengas estatisticas no crescimento micelial em relagao
ao meio de cultura. Ja para o isolado IBCB 425 nao foram encontradas diferengas significativas
entre os meios VSCaCO3 e completo, com 60,11 mm e 59,83 mm, respectivamente; o meio agar-
agua apresentou menor média de crescimento micelial (14,73 mm), diferindo estatisticamente dos
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demais. Em todos os meios de cultura testados, verificaram-se diferencas significativas em relagao
ao crescimento micelial entre os isolados (tabela 3).

Tabela 3 - Crescimento micelial (mm), indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) e esporulacao
(esporos/mL) de Metarhizium anisopliae em diferentes meios de cultura, aos 15 dias de incubacao*.

Isolado AA BDA MC V8CaCo, Média geral CV (%)
Crescimento micelial (mm)
IBCB 348 34,91 Ca * 49, 00 Bb 46, 75 Bb 69, 47 Aa
48,41 4,14
IBCB 425 14,73 Cb 52, 46 Ba 59, 83 Aa 60, 11 Ab
indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia)

IBCB 348 0,49 Ca 1,01 Aa 0,91 Ba 1,04 Aa 0.76 5 15
IBCB 425 0,21 Cb 0,74 Bb 0,82 Bb 0,90 Ab ' '

Esporulacao (esporos/mL)
IBCB348 4,51x10°Ca 6,82x10°Aa 2,35x10°Ba 6,10 x 10°Aa
IBCB425 5,96x10*Ba 1,20x10°Bb 3,50x 10°Aa 1,71 x 10°ABb
* Médias seguidas por mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro. CV = coeficiente de variacao; AA = agar-agua, BDA = batata-dextrose-agar; V8CaCO, = suco de
vegetais; MC = meio completo; IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial.

2,72 x 106 16,75

Os resultados deste estudo corroboram o trabalho de caracterizacao morfolégica de M.
anisopliae realizado por Bezerra (2012), que observou, em meio de cultura BDA, apdés 14 dias de
incubacao, que o tamanho das coldnias variou entre 29,66 mm e 51,33 mm de diametro, com média
de 43,12 mm. Ja Garcia et al. (2011) verificaram, apdés 10 dias de crescimento de M. anisopliae,
diametro de 25 mm, apresentando uma coloracao que variou do verde-oliva ao verde-escuro.
Adicionalmente, Fernandes et al. (2010), ao analisar o tamanho das col6nias de isolados de M.
anisopliae, encontraram médias de diametros inferiores a 70 mm.

Em relagdo aos isolados de M. anisopliae, verificou-se que o maior IVCM variou entre 0,21
mmy/dia (IBCB 425) e 1,04 mm/dia (IBCB 348), com média geral de 0,76 mm/dia (tabela 3). A
respeito do isolado IBCB 348, o maior IVCM ocorreu no meio V8CaCO, (1,04 mm/dia), nao diferindo
estatisticamente quando comparado com o meio BDA (1,01 mm/dia). Em contrapartida, o menor
valor pode ser observado no meio agar-agua: 0,49 mm/dia.

Da mesma forma que o isolado IBCB 348, o isolado IBCB 425 apresentou maior IVCM no
meio V8CaCO, (0,90 mm/dia). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os meios BDA
e completo (0,74 e 0,82 mm/dia, respectivamente), e novamente o menor valor de IVCM se deu
no meio agar-agua, com 0,21 mm/dia. Em todos os meios de cultura testados, houve diferencas
significativas em relacao ao valor de IVCM entre os isolados.

Os valores de esporulacao de M. anisopliae em diferentes meios de cultura variaram entre 4,51
x 10*esporos/mL (IBCB 348) e 6,82 x 10°esporos/mL (IBCB 348), sendo o valor médio de 2,72 x 10°
esporos/mL (tabela 3). O isolado IBCB 348 obteve maior esporulacao nos meios BDA e V8CaCO,,
com 6,82 x 10%e 6,10 x 10°esporos/mL, respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais. A
menor esporulacdo ocorreu no meio agar-agua, com 4,51 x 10* esporos/mL. Com relacao ao isolado
IBCB 425, a maior esporulacao deu-se no meio completo (3,50 x 108 esporos/mL), seguido pelo meio
V8CaCO, (1,71 x 10° esporos/mL), e a menor producao de esporos, no meio agar-agua (5,96 x 10*
esporos/mL), ndo havendo diferenca significativa entre este e o meio BDA (1,20 x 10° esporos/mL).

Analisando os valores de crescimento micelial e esporulacao de todos os isolados, verificou-
se que, quando submetidos ao meio agar-agua, foram encontrados os menores resultados. Tal fato
pode ser justificado pela falta de nutrientes que 0 meio possui, 0 que ocasiona menor crescimento
e esporulagao dos fungos (CANO et al., 2020). Em contrapartida, ao utilizar os demais meios (BDA,
completo e V8CaCO,), obtiveram-se maiores valores de crescimento micelial e esporulagao dos
isolados. O maior desenvolvimento dos isolados nesses meios de cultura acontece por causa
das fontes de carboidratos existentes neles, tendo em vista que esses nutrientes sao de suma
importancia para o crescimento e a esporulacao de fungos entomopatogénicos (ABATI, 2015).
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Levando em conta que para a producao massal de fungos entomopatogénicos para o
controle biolégico a esporulacao abundante do microrganismo € um fator fundamental para a
sua implementagao no manejo integrado de pragas, os meios BDA, completo e V8CaCO, suprem
tal necessidade. Porém, ao considerar os fatores econdmicos necessarios para a viabilidade da
producao de fungos entomopatogénicos em larga escala, verifica-se que o0 meio de cultura BDA é o
mais indicado, em virtude de seu menor custo de producao.

Com relacao a caracterizacao dimensional dos conidios, o isolado de B. bassiana apresentou
largura e comprimento médio de conidios de 2,7 ym e 3,1 ym, respectivamente. O isolado de C.
fumosorosea atingiu largura média de 1,9 ym e comprimento médio de 2,1 um. Para os isolados de
M. anisopliae, observou-se largura média dos conidios de 2,5 um e 4,3 ym para os isolados IBCB
348 e IBCB 425, respectivamente, e, em relacdo ao comprimento, os conidios apresentaram média
de 5,6 ym para o isolado IBCB 348 e 4,5 uym para o isolado IBCB 425.

Para o isolado de B. bassiana, as colbnias apresentaram micélio aéreo de coloracao branca
em todos os meios de cultura avaliados (figura 1); ja a coloracao do reverso da placa de Petri
obteve variacao entre amarelo e marrom. Em relacao ao aspecto das colbnias, o isolado teve como
caracteristica o aspecto aveludado (tabela 4). Corroborando o presente trabalho, Rodrigues et al.
(2016) verificaram que as colonias de B. bassiana tinham coloracao esbranquicada, com pequenas
regioes variando em tonalidade para branco-amareladas.

MC V8CaCo,

IBCB 130

IBCB 348

IBCB 425

IBCB 632

Figura 1 — Aspecto das colbnias de isolados de B. bassiana, C. fumosorosea e M. anisopliae em diferentes
meios de cultura, apés 15 dias de incubacao. Legenda: IBCB 130 = isolado de C. fumosorosea; IBCB 348
e IBCB 425 = isolados de M. anisopliae; IBCB 632 = isolado de B. bassiana; AA = agar-agua; BDA = batata-
dextrose-agar; MC = meio completo; V8CaCO, = suco de vegetais. Fonte: Primaria.
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Tabela 4 - Coloragao e aspecto das colonias de B. bassiana em diferentes meios de cultura*.

Meio de cultura  Coloracao da colonia Coloracao reverso Aspecto da colonia

BDA Branco Amarelo-claro Aveludado
v8CaCO, Branco Marrom-claro Aveludado
MC Branco Amarelo-claro Aveludado
AA Branco Branco Aveludado

" De acordo com Munsell (2009). AA = agar-dgua; BDA = batata-dextrose-agar; V8CaCO, = suco de vegetais; MC = meio
completo.

Em relacao ao isolado de C. fumosorosea, as colénias apresentaram coloragcao que variou de
vermelho-claro a branco (figura 1); ja o reverso da placa de Petri variou entre tons de vermelho e
branco. No que diz respeito ao aspecto das colbnias, verificou-se que em todos os meios de cultura
utilizados o isolado tinha como caracteristica o aspecto aveludado (tabela 5). Em contrapartida,
Lopes et al. (2021) observaram as coldnias de C. fumosorosea em meio SAB com aspecto cotonoso
e cor branca. Tal fato pode ser explicado pelos diferentes meios de cultura empregados.

Tabela 5 — Coloracao e aspecto das colonias de C. fumosorosea em diferentes meios de cultura*.

Meio de cultura Coloracao da colonia Coloracao reverso Aspecto da colonia

BDA Vermelho-claro Vermelho-claro Aveludado
V8CaCOo, Vermelho-claro Vermelho-claro Aveludado
MC Vermelho-claro Vermelho-brilhante Aveludado
AA Branco Branco Aveludado

" De acordo com Munsell (2009). AA = agar-dgua; BDA = batata-dextrose-agar; V8CaCO, = suco de vegetais; MC = meio
completo.

Os isolados de M. anisopliae apresentaram micélio aéreo da colonia que variou entre tons de
verde, amarelo e branco (figura 1). Ja a coloracao do reverso da placa de Petri atingiu tons de amarelo,
verde-oliva e branco. As col6nias de M. anisopliae tiveram como principal caracteristica o aspecto
aveludado em todos os meios de cultura testados (tabela 6). Corroborando o presente estudo, Jones
(2017) verificou em isolados de Metarhizium spp. que inicialmente as col6nias tinham coloragao
branca, tornando-se amarelas com o inicio da producao de conidios, que se concentraram mais ao
centro e, com o amadurecimento, conferiram as colonias coloracdes variadas em tonalidades de
verde-oliva. O autor notou ainda que o reverso das colonias apresentou coloracdes de amarelo-claro
a alaranjado e que, em geral, as colbnias tinham aspecto pulverulento e crescimento de aparéncia
entre lisa e zonada. E importante destacar que a variacdo na coloracdo das coldnias no reverso das
placas de Petri se da principalmente por conta da influéncia dos diferentes meios de cultura.

Tabela 6 — Coloracao e aspecto das colonias de M. anisopliae em diferentes meios de cultura*.

Isolado Meio de cultura  Coloracao da col6nia Coloracao reverso Aspecto da colonia
IBCB 348 BDA Verde-acinzentado Amarelo-claro Aveludado
IBCB 348 V8CaCo, Verde-acinzentado Verde-oliva-acinzentado Aveludado
IBCB 348 MC Amarelo Amarelo Aveludado
IBCB 348 AA Branco Branco Aveludado
IBCB 425 BDA Verde-acinzentado Amarelo-claro Aveludado
IBCB 425 V8CaCo, Verde-acinzentado Verde-oliva-acinzentado Aveludado
IBCB 425 MC Amarelo Amarelo Aveludado
IBCB 425 AA Branco Branco Aveludado

* De acordo com Munsell (2009). AA = agar-agua; BDA = batata-dextrose-agar; V8CaCO, = suco de vegetais; MC = meio
completo.
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Cabe ressaltar que a coloracao da colbnia e do reverso se apresentou na cor branca, quando
avaliado o meio de cultura agar-agua, em todos os isolados estudados. Novamente, deve-se
considerar que esse meio de cultura possui uma menor quantidade de nutrientes, o que interferiu
no desenvolvimento dos fungos e consequentemente impediu que estes atingissem a coloragao
caracteristica observada nos demais meios de cultura utilizados neste experimento.

CONCLUSOES

Os meios de cultura influenciam nas caracteristicas morfofisiolégicas dos isolados de B.
bassiana, C. fumosorosea € M. anisopliae.

Considerando a viabilidade econbmica, o meio de cultura BDA é o mais recomendado para a
producao massal de fungos entomopatogénicos para o controle bioldgico de insetos-praga.
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