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FroducBo  de  Momurasa rifesi (FARLOWY SAMSON o  Beauerris
bGaesiang CBALS . Y ULTLL.. utilizando meios de cultura &
hase de farvinha de orisdlida do bicho-da-aeds Powbysy  mord

L., 708

ol Autor Fedyvo M. Jdangiro Neves

Orvientador:Prof. v, Sdrgio B. Alves

RESLIMO
01 objetivo deste sstudo Ffoi o de desenvolvey um  meio
eficiente e econdmico para 2 produglo de esporos de Ao
raen rileyi e PBpawversy dassiaoa. O0s meios 2 bage de favi-
nha de evisdlida do bicho-da-seds Bombixn mori {1758 Foram
preparados  com agry no processo sdlido. & favinka foi tame
bém uwtilizada no processo bifdsico no gqual o micélio Jfoi
produzido no  meio liquidq & 08 gapovos em meio sdlido. A
viruléncia dos fungos produzidos nestes melos fol  compara-
du atravéds de biosnsaios com a viruléncia dos ssporos pro-
duzidos nos meios comumente wtilizados para estes entomopa-—
togenos(BMAY & BDAY . Pava K. rifeyd a mador produglo de
ﬁﬁpmrﬁm Foi obtida em SMAY (Axiel® gzporvosslitvo de méim}.
i meio de Favinha-de-evisalida~batata (FCRAY foi o mais
eeonbmico. Neste meio a formacBo de sspovos fol mais rdpida
g 0 custo de producio fol 2,3 vexes menoy do que em  BHMAY.
Mo processo bifdsico a waior producad de espovos de A ri-

fegsd +oil observada no meio de batata (HBat . ). Ho entanto, o



HY .
meio  de FURA dewmonstrouw sey o mais econdmico pava a produ-
cBo  de ssporos & o mails produtiveo em tErvwos de massn mice-
Tial ¢ B, 4 mg/wmld . Para o fungoe & Hassiacsd, no processo
w3l ddo, fovam produzidos mais espovos em Bla, custando me-
noas da mebade do custo de producio em FCEA. No processo bi-
fdadco, o meio de favinha de orisdlida (FOY $oi mais pro-
dutivo  gue o de BDA, sendo FOC AR, 8 veres mais econbmico.
A produgiio de massa micelial seca de 8. passiana, sm cultdi-
vo ldguideo fol wmaiory no meio de farvinha de cvisdlida batata

C1@44, 4ma/miy. A wiruléneia dos sspovos de & eifeyi nHo
fod  adfetada gquando produzidos nos diferentes meios de cul-
tura. No entanto saporos de B basgizna produzidos no pro-
cessn  solido em FOCRA & no processo bifdsico em FC fovam
mais vivalentos em bioensadios com Sofeaopsis ﬁ&#viﬁﬁ£Mﬂ &

PBiatrags sacoharalis.
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Froduction of Aowwurass rilegd (FARLOW) SAMSON and Pestaweria
bassiang CEALE .Y Vi1l utdlizing culture media made with

pupae OF the silkwovrm Powbysye woei .., 1758,

author  Pedro M. Janeivo Neves
Adviser:Prod. Dy, Sévgio 8. alves

SUHNARY

The objedtive of this study was to develop an sdffi-
cdent  and economic medium For the production of ANowurass
rifeyid  and Beauveria bagwisna. Media wilth a base of Pombix
mori  pupse were prepaved with agaf in & solid process and
alen in a two-phase process im which the mycelia were pro-
duged in liguid and the spoves in a solid medium. The virw-
Tences  of the Ffungd producsd in thess media were compared
with the wirulegnces of the spores produced in the media
comuonly wtilized for these entomopathogens (SMAY and POAY
Fov AN, rileyi, the lavgest prodution of the condidia was ob-
tained  in SHAY (4 » 1018 conddiastiter of medium). The me-
divum  with pupas and potatoe (FCBAY was the most economical.
In  this medivw the formation of spores was faster and Che-
refore the production cost was 2.3 tiwmes less than in 8SMay.

Iin the two-phase process, the lavgest prodution of &, rifge

3

s sporves was observed in the potato mediawm (Bat). Howsver,

Ehe FORA Was shown to be fhe most gronomical



LY A
for  prodution of conidia and the most productive in tevmes
of mycelial mase (5 dmgimil), For 8. bagsiana, the most spo-
re weve  produced in the solild process with POA, costing
leas than one-hald of the production cost with FOBA. In the
two-phase pyocess, the pupas m@ﬁium FCY wae more producti-
vi  than the PIA medium, being 427 .8 times move sconomical.
The production of dry myceldial masse of & Paswians dn li-
auid culiure was lavraer in the pupa medium (1644 maN  mld.
CThe  wvivulenge of A rifeygi was not atfected when produced
in different culture media. However, £, Hassiang HROTESR
produced in FOBA solid process and in the FL two-phase pro-
CeEes  meve moves vivalent in bioassays with Solsaopsis  gnge-

wigswimag and Bigfrass sacobaralis,



i. INTRODUGED

Ou gntomopatdgenos, parasitdides &
predadores, sic  dmportantes  controladoves naturals  de
populacBes de dnsetos. Atuando em conjunto ou isoladamente,
eles exercem o chamado controle biologico.

0 contole dos insetos por patdogenos ¢ Teito
hasicamente pelos Ffungos, vivus, bactéviag ¢ protorodrios.

Dentre os  diferentes patdgenos, oz fungos
peviencem A um  dos  grupos mais imporiantes #endo
responsdvels  poy 80% das doengas ddentificadas, agrupando-
s am apvoximadamente 99 g€nevos & mals de 700 espdoies
CALVES, 198463 .

Entretanto, o wuso de fungos no controle  de
insetos pragas ¢ ainds incipiente em funcBo de  algumas
deavantagens Hque Timitam =a sua aplicacgfo. Uma das
principais desvantagens dos dnseticidas microbianos, £2 11
velagHo ROH inseticidas quimicos, ¢ @ relagio
custosbeneficio, a curto prazo, para o sgricultor. Esta
relagiio estd  dntimamente ligada ao custo de producio ¢ &

vivuléncis do produto.



1 custo de produefo, bem como a  vivruléncia
do  produto, dependem do meio £ do método utilizado pava a
sua producho em lavgs sscala.

A0 contrivin. dos  vivus ¢ de Aatgumas
bactdériasg, patdgenns obrigatorios, 04 fungos
gntomopatogénicos  ovescem & se  veproduzem  Tdn o vitvo',
propiciando  um amplo campo ao estudo de novas alitgrnativas
para o desenvolvimento de meios de cultura & métodos de
produgio  gue  visem diminuiv o seuw custo Final de modo =
tornd-los sconomicamente viaveis.

GCom o objdetivo de se desenvolver um wmeio @
um método de baixo custo para o producBo de AMowurass r3Yess
(FARLOWY  SAMBON & Peawwveria Segsiansg (BALBY VUILL ., dentyo
dg  um programa de producio ew larvga escala, utilizou-se
como inarsdients principal, neste estudeo, a  farinha
de  orisdlida,  um gsubproduto  da industvializacio da

seda, oviunda do cozimento e maceragfo das cvisilidas do

hicho-da-seda Bombyyx mory .. 1788,
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Em outros paises, N rileysd tem sido também
citado como patdgeno  de  outras  sspdoies  de  insetos.

Ma  India tvés espdédciss de  lgpiddpievos,

s

Hpodopbera fitura {&Fabr. b, ferfooaa Janata (.. 3 &

Seranachroia e fongeila CH L Hostraram-se altaments
susceptiveds a &, rifexd swm condigdes de  labovatdrio,
(PHADKE & RAD, L9FE).

LTONOFFD (4981, relatouw ague . rilfex)d, nos
Estados Unidos da Amsrioa, ocovre pavasitando lagartas  de
jepiddptaros come  Agrofis Ipsilon (Hudnagel, 1776, &,
wempataliyg, Melipthis reg CBod., S8S6:, A, virgscens (Faby .,
LFBLY, P daciudens e ¥, fFragipsrda, todas lumporiantes he
Brasil, g minda  em sfrinis nubhilalivy  (Habn 17940 e
flatgpena goabrs  (F.Y.  Este aubtor citow  tambdm  oowmo
susceptiveds dols  coledptevos, Hyperg puancfata (FLY g

Lagmé oot gdereaf fneafa (Say . Y.

Um deolado de & rilsygl  prvoveniente do
Jap#o, onde  pavasitavae Fediososs se. oum avotiddeo, o
utilizado em testes pava o contvole de 8, frugiosrds
(HMANTANTA & FAaRGES, 4988 . Tawbédm, de uma dmportante prags
de  arvozais da Sdsdia, Snaekafocrosiy weoianaliy, Leolouw-se
N orilegd pava estudos  de ovescimento e producio (IW g

alil, L988).



WfE

PR, 0 fungo Sragveria bassiana e sus impovidncia no

contvole de pragas.

£} funao Feagewria  Hassians &  um  dos

patdaenos  de  insetos wmais sstudados. A sun  ocovvéno

parasitando  dnsetos em vavias partes do mundo & no Brasil
tem sido bastante ciitada.

fssim,  ALVES (4984) apresentou uma relagio
HEWLI B ﬁ%péﬁiﬁm gde  dnsetos  de  dmportdncia agricola
susceptivels = £ Sassiana. Hentre as  diversas espécies
meneionadas dest acamn-ae At ba B L L R rufeonpl fogs
{(Fovel, 1968, Paslnis Fiess  (Dvury, 8773 s Larof o
&rﬁa&fa, Beads Flavopiocta, fiafraes sacvcharalis, Piagbrodica
speciowa (Gevm. , 1884, Hﬂpwéﬁwﬂﬁmaﬁ Lagpey (Farrari, (8874,
Mpaara wiriduia (.., 41758y, Fleyodorus i Xdingi

{Westwood, 18372 & Eoifgnops s sopge. Tambdm =2 gapecie

B opagsianzg & citadsa como pavasitando Fusebhisfuy heros

fFafe . IPFEF pm labovatorvio (BAaRBOGA & QZEPAGK, 1984).

Fwm lavouras alaodosivas Aafhonomus grandis &

fregquentenents pavasitado pov B Sagsians,

Mos 2

addons  Unidos, & Harialll (L9762

constatavam  190% de parasditiesmo sm larvas & 29% sm adulbos
de Shafoofermes Qs .

& broca da bananegiva, Cowaoeoliites sordidus

(Geym. , 1884, ¢ tambdm pavasitads pov & bavsiana (MELATTRE

S
g

SJEAN BART, LRE. Mo Brasil eete  fungo  vem  sendo



&

utilizado pava o controls deste inseto ew  condigBes de
gampo (MELD, 4983 ; ALVEY, ﬁ?ﬁé}.

ma  dmportante  praga no hemisfério novite,
Bubrinia nubifalis, temwm sido contrvolada com a aplicagio de
B o bawsians (FERRON, 1981 ¢ FEMG & aliy, 1988

FERRON (49847 ocitouw gue na Unifo Sovidtics o
produte Boverin (3eXi97 ssporvos de & bassiaes por gvama) é
usado para o contvole de 4L, dgecssiinsats  combinado  com
peguenas dosagens de clorvpivifds. 0 controle deste inseto

e fmevics  do  Movie, e lavouras de  batata, usando

13, ven sendo também  estudadeo (ANDERSON #f aifff,

e insetos parasitos 2 predadores assin Comd
o5 ubtels (icho-da-seda g abelhas) t8m sido atacados pov &
Samsiana. Sagim, MAGALMHEES &¢ aifiy (198&8) st YR am R
patogénicidade destse Fungo & Soleowmewills waculfata (fe-
Geer 1775 e Eviopsis connegxa {(Gevmar, i8824) 0 AlVES #¢ aiis
{996 constabtaram, gm  condigdes de  laboratovio, #@

patoudnicidade de &£ Hassians pava dpss wmellifera.

oo

.8, Métodos de producio de fungos entomopatogBnicos.

Varias sabtvatdgiag  poder sey ubtilizadas
BRAYR Be intvoduziv, incrementar ou conservay  uma dosnoa

nums populacio de  dnsetos. Assim podem sey  ubilizadas



prabticas  culiturais asdeqguadns, uvso de defensivos selstivos,
et ..

Entvretanto, S TW LA CREQHR of g introducio

inundativa hd ow necessidade  de  libevagio de grandes
guantidades do patdgens no agvoecessistema em pulverizacio,
come normalmente & feita com inseticida guimico. Meste caso
Eorna-se  necsssivia o2 produsio de grandes guantidades  de
itndculo por um processo economicaments vidvel. Basicamente,

a  producio do patdasne pode sey feiita de dols modos Tin

wEve” sobre o dnsebto hospededirvo ouw “ia vifro” utilizando-se
e medo de cultivo adeguado. & producHo i owXwe’,  apssayv
de  suas  vanbagens  em relagHo h elevada wvivuliénclia dos
propaoulos  produzidos, tovna-se dmpraticsvel pelo baisxo
vendimento  obtido. Poy outvoe lado, o prodecEo “in vitro® é
viave! & albtaments exequivel pava muitos Ffungos.
U medo de cultivo dideal pode ser definido
comd aquele  gue  prodoaz 15403 auant ddade glevada (o
agente  infectivo d(oonddiod, com elevados niveis de
viruléncia, num curto egpaco de tempo & 2 um baixe custo.
Segundo  SOPER & WaARD (1984, um meio deve
conter  uama  fonte de cavbono, uma  de nidtvogdnio, sais
inorginicos &, em  alguns  casos, cevitos fatores e
crescimento.
Basicamente, existem trés métodos de
produciio de fungos “do o vXfro', gue sBo: ad medlos solidos ou

semil-solidos; By meios liguidos ou fermentacHo submervss e
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oY meios  liguwidos ouw semi-liguidos ¢ solidos, gque €
fevrmentacio bifdsion.

Alguns autores considevam os meios sdlidos e
semi-~sdlidos como métodos distintos (ROBERTS & YENDOL, 4974
& SOFER & WaRD, 4984, Entvetanto, nests tvrabalho,
geguirenos o proposto por ALVES (49863, que considera o uso

destes dois btipos de meio como um método dnico de produclo.

P.a4. ProduciBo e Aogeraen rifeyl ow Bomaermr ¥ 8
bassiany em melios sdlidos.

kY maioyia dos  trabalhos relativos B
produgiho ta ] meion  sdlidos objetiva-se LA P AR R
gquantidade de esporves visando testes labovatovials  sobve
inastos hospededvos.  Oeste modo, wtilizam-se geralmentes
nutrientes dispendiosos misturados 2 agar ew  placas  de
Fetyid,

£ fungo . rileyi btem  sido  produzido
principalmente em  meio de SHMAY (Habourvaud maltose agar e
eubrato de levedura a $%) (BELL, 197%; OaARCIAN &  IGMOFFO,
L1978, BﬁLL b afii, 4988, WMOHAMED of alfid, 198%5; COUNRON g8
ELE,  19EE; HOLDON & ValN de KLASHORST, 4%8én; ALVER, 1984,
AALARDIN & LUOCH, 4988 ¢ TONOFFD 28 alfiy, 198%9). Alguns
aubores ubdilizavam difeventes concentracies de extrvato de
Tevedura oomn  6,5% .{IHNGFF&, 19760 & O,8%  (FARBES &
RODRIGUEZ-RUEDA, 1988) . Varios autoves U8m  sstudado a
influnoia da concentagfo  de  extrato de  levedura no

desenvovimentsn  de AL »

S,

Fomed . Na wmadovis dos trabalhos
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ohsgrva-se que @3 adieio deste nutriente btem melhovado =
peporuiacdo do fungo. Assim, M 8 alfii (A9BE), constataram
gque, aw omeio  sdldido, o extrato de levedurs s 2% foi =
melhor  fonte de nitrvogénio pava o ovescimento de . rileyd
g a dexirose, a3 melhor fonte de carbono.  LOCH (49782
obsevvou  que ¥, rifsyd nfo se desenvolveuw em wmeio  minimo,
frntretanto, gquande  se adicionou 18 gramans de  extvate de
fevedura pov ldtre de meio, o fungo orvescen & esporulon
abundantemnsnte, produrindo 42,283 » ¥ sapovros por placs de
ﬁﬂ.m!.

CAMARGD (4981, testando diversos melos pava
o evescimento de AN rilwmyy, ahﬁgrvmu Gque, MesHD Sem o
axtrato de levedura, SMa fodi 0 methor PRIR o
desenvolvimento micelial do ¥Fungo.

HILVA & LOCH (498%), no testavem meios &
hagse de  arvvozx polide pave o crescimento de & efXleyd,
ubdildzaram para todos o tratamentos duas concentyactes de
extvato de levedurs, #% e 4%, e chegavam » uma squacgio de
vearessio linear  gue mostrou um aumento na concentvacio de
gsporos o medida gue se aumentou a concentyagio de extrato
de levedars.,

Com . velagHo a ubilizagio e outros
ingredientes  gue  posesam  substituiy o meio de  SHMAY no
cvestinento g ssporulacEo de & rrileyd sm meios  sdlidos,

varios estudos bEm sido Feitos.
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FaRaiEs & ROBRIGEZ-RUEDA (1989 wbilizavam um
medo - de  suco  de csnouwrn & tomate  (89@ml1d, Lalosy  (3gl,
glucose (SBgr, extvato de levedurs (29 & gelose (159 ewm um
Titro de  sfgua  destilada. Entvetanto estes subtoves nHo
citarvam 23 produedes aloangadas.

bm meio A base de arvrvog foi ubilizsdo com

ngay (&% de  avvor @ 1%5%g de agay ewm oum  litvo de  Agua

sentilada)  povy CAMARGED (4984, Entvetanto, o orvescidento
micelial foi reduzido, nfo ocorrvendo espovulacio.
Brdldeando bambém avvoz  comn diterentes
propovebes de avBos, Tdaquido & extrato de levedurs, ocom ou
B I fervura pré-satevilizacio, SILVA & LOCH (4987
ohsevvaram gue as diferentes proporeBes de grios e liguido
ndo dntludiram significativamente na producio de esporos mas
# Fervura  pré-esterilizacBo & o exbtvato de  levedura
influwiram signdfioatdvamente. U melhor fratamento, em
relagfo & produgiio de  esporos,  Foi o obbtido  guando  se
ubildrow 14 na proporefo  grios e ldguido, cowm 4% de
gxbrato the leveduras e um wminuto  de Farvura Py
setevilizacie, obtendo-se wma  produclo de 35,16 = 1pte
gaporos  pov 48g de meio, serndo a producBo em SMAY dgusl  a
F.08 x 199 #Epovas povr 40 de m@im. Ewm relacio ao custo dos
doie meios, wtidlizando-gse arvoz, o melihor medio teve custo &
yeEes menoy que o meio de SBMAY sendo sste de USE 3,08  USE

16,00 yespeotivamente .



Ainda, testando nutvientes de baiwxo custo
para s producio  de diferventes isolados  de &, rilassi,
BALARDIN (4984} estudouw meios & base de sxbrato de avels,
hatata, tomate & cenoura, (axtrato a B5% mais 3% de farinha
de  cevada  malisda pars avelsn, cenouva e btomate e P4 de
dextvose para o meio de batata adicionando a todos os meios
,5%  de agar & 1% de extrato de leveduvad, em compavacio a
BMAY . Este auvtor obsevvow que, para o isolado Passo Fundo,
o melhor medio Foi BSMAY & pavs o oulro isolado, CamaguB, o
melhoy medio ol o de tomates cow produsdHes de 18 NRE,E x
169, & YORA4,5 x 100 sspovos pov A3 g, vespectivamente aos
14 dias amé%_m inoculacBo. 0 auvtor, entretanto, nilo fesz una
andlise de  custos  de produc8o pava os  difeventes meios
testados .

HOLDBOM & wvan de KLABHORET (i9846b) tesbtaram

diferentes

fontes  de carboidratos e de probtesinas para s
glaboracio de meios alternativos a SHAY . Observaram  wma
agrande variacio no crescimento micelial = na ssporelacHo swm
bopdos os melos wbtilizados, dnclugive sm 8MAY . Neste dltdimo
melo, entvebtanto, a produgio de ssporos Fol maior. Para  a
produgiio de espovos,entre os diversos nutrvientes estudados,
a melhor fonte de proteina Foi o levedo de cervelds seguido
por ledte em pd desnatado & n melhoy fTonts de carvboldvatos
ol amide  soluvel seguide do amido de milho., Obgervou-se
ainda  gue & rifeyd utilizouw somente 2 parte  soldvel do

amido. On pustos dos medos alternativos Poram  der vesess
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MEROTES que 0% custos de BMAY.

Aindae  com veiacHo aos custos de produgBo de
M. orileygd, BELL @f afiid (4982 produzivam 5,85 Ko de esporos
g fungo, em owmeio de SMaY com 1% de exbtrabo de levedura, s
um custo de USE 1,79 pov avams de ssporos (L978-197%)  com
uma media de F4,8 x 4 SHPOVOS POY Gy ama.

Assim, torna-se evidentes, & possibilidade da
ubilizagio de nutvientes de balxo ocusto, em compavagBo =a
SMAY, para a produgio de espovos de & rifsyy.

Com ralacio = hagwian®,  PErE 8 BUR
produclio em  peauenn escala, vigando a wubilizagBo dos
capores e bestss de labovatdrio, usou-ss, na maiordis  dos
trabalhos, oo omeidn  de batata, dexbrose, sgar (ELA) €31l
Habouvauwd dextrose agay (TONEY & REIS, 4979, FMITH & GRULA,
L1984, BARRBOSA & CIERPACE, 4984;: aALVED wf aiiy, 1985 ALVES,
1986; FOEAL wf akFii, 1986; & STIMAL gf alfii, 1987} Parva 2
obtengfo  de  wniores produgdes de ssporvos, algums  autoves
adicionaram tambédm 2o msio de BOA extvato de leveduras @ 1%

CRELL & HaMaLLE,

L970; MABALHAEY ¢ alii, 1984 FERNANDES

1988 & FERNANDEZ, 19893,

3 ovre

imento vadial e ow esporulaclo de &
bassisnsg  utilizendo wdrvios meios em placas de  Petvi  foi
estudado por MHAHAE & aRal 4287, Parva o cvescimento vadial
houve  um decréscime nos difeventes meios ne seguinte ordem

Fontecorve, farelo de  arvoz, Tedders, farinha the

crisdlida, Farelo de $rigo, farelo de  soias, Caapeck €



Sabouraud. Fara @ progducio de esspovos, os melhores meios
Fovam : Fontecorvo & farelo de tvigo com 11 = 199 & 13 w

i@? geporos pov placa de ¥ om o de difmetvo, respectivaments.

{is farelos fovram  usados, neste experimento, a iR

{peso/voluome . Adnda segundo sstes awtovss, para o meio de
Farinha e orisdlida do bicho~da-sedr a produgiio de esporos
foi de 4,6 % 167 espovos de £ fassiasa por placa. Esta foi
a unica citaclo encontrada de favinha de orisdlida sendo
bilidgada como nubtriente no desenvolvimento de  um  fungo
sntomnopatogénico.

Yigando o culbtivo de B, Hassians e lavga
gencala  para aplicacdes. a campo, tdmese wbtilizado meios
sthlidos & base de farelos ou grios de ceveais. Um  dos
ceveais mals wtilizados & o arvor gue €  dndcialmente
tratade nums  pré-fervara, pava gue amclega parcialmente,
sendo  entio colocado sm sacos aubtoclavdveils, garvvafas de
“sovo”  ou frascos de Roux, onde, apos »nosstervilizacio, se
inocwla o funge, ocorvende um intenso orescimento micelial
g osspovuliacio  (VILLACORTA, 1976; MARGUES =& aliy, 1984,
GOETHEL, 1984; 4LVES, 1986 & FOOM. of aliy, 1984

Aaadn, BOETTEL (4984), guantificou produgdes

médias de 0,8 x 1608 ssporvos de &, fassiasa  por  omf
utilizandoe favelo de trigo.

FOHEAL @t afii 4984  utidilizando  também
favelo de trigo observaram produgdes de &9 myg de  esporos

por  grama  de meio com ums concsntragio de 7,895 ia’
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EEPOVOE POY omg ou aproximadamente 4,.5-5,7 w 107 pepovos por
gvyama de meio.

ALAMES & PEREIRA  (4A98%9) desenvolveran

™
L

metodo  de bandedas, ubtilizade o arvor como meis, colocado
em sacos  plidsticos  onde o fungo £ dnoculado. Apds A
fovrmacio do micélio, o wmatevial & trvansferido pava bandejas
ﬁﬁpmﬂiaiﬁ onde ocovre a espovulacio do fungo. Festes autorves

gbheervaram produg Bes e 39,8 wg de sspovos por Gy B de

meie  com unma concentrvacBo de 2,0 w POTOmg O
H,08 X oY BEPOTOE POY grvama de melo.

&) div Favelo de ceveais, pedagos  de
mandioca  de 4 cw®  wisturados a  farelo de  arvom (84
peesospesod, suplementados onm fontes de nitrogénio de baiwxo
custe  como  urdia e sxivato de favinha de peixe  fervida

Feram tambdm utilizados na producBo de B, bassians (MOHAN &

FILLAL, 1988,

TOMETY

-,
PR
o
Sl
o

(e

(1979, testavam vavios meios
pava ®  espovulagio de £, bpassians. &8s mndioves  produgdes
fovam  obhseveadss no melo de semolina-agay com 414 x 167
gapovos  poy civeoulo de 42 mm de difmetvo, sendo ogus ewm BIA

et + . s -0 o VE 3 "
B producio foil de F4,85 » 187 ssporos porv oidvoulo.

BLa.2. Produgio de AMowuraes rilesi e Beragveria bassiana
em meios liguidos (Fevmentacio submersa).

fle uww modo geral, 3 ubilizacBo de meios

Tigquidos tem pov objetivo a producie de grandes guantidades
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do  tungeo, esse procvesso de produsgfo, quando  compavado A
producio sm omeios solidos, fem a vantagem de ubilizay menor
sapage € menos wio de obva.

by dessnvolvimsnto che fungos
entomopatogénicos  em meio 1dawido, ocorve gevalmente =2
formacio  de  blastosporos gue apresentam menor  capacidads
infectiva ¢ sio menos resistentes ao armazenamento & aAos

climaticos (RIBA & OGLAMDARD, 4%8¢ ; &

tatores

L9FEY

Fava w  producio de A rifeyl e melos
Tiguidos, BELL LA 0 soment e conseging produsir
hlastosporos. Eates biaﬁtmﬁmmrmﬁ cuando aplicados
toploament s sobhrs Tagarias  de  Hoaes  nfo RYOVOORY RM
mortatidade, caracterizandn a falte de dinfectividade.
Esporos do mesmo  dsolado produmidos em  8MAY  provoocaram
98,4% de movialidade pava estas lagarvias.

RIgA & QGLANDARD Ci98ey,utdildizando um  msio
base constitwido por KHpPOg4 (0,24%); NagHPDa(0 14%); MgBl,
(B B6%Y; KOT (@, 4%y, NlsNHy (9,97%); glucose (1% ¢ extrato
g levedurs  (2,59%),  testavam o intludnegds da  adigio ds
Tuean 06 phservando  um  dncremento  ns produsio e
Blastosporos pava ums concentracio de @,%4% & 782 hovas de
fermentagio FEstudandn  a melhor fonte de nitrogénio, =stes
autores observaram que o nitrogénio inovginico (HHy ou Mgl
toi pouco ou pnada assimilado. For outro lado, o nitrogénio
orafindco, extvato de lsvedurn a 8%, foi o gue propiciouw um

mer oy desenvolvimento do Fungo. Weate gHpErimento
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absevvou-se ainds gue o oitrate de sddio favovecesuw tanbdm o
desegnvolvinento i HEEL 5 45 8 micelial S a%wtaf H
blastogéness. Os  blastosporvos produzidos guando inoculados
topicamente  ewm K ores nfo causarawm morvialidade. Entretanto,
A injecHo intrakemocdlica dos blastosporos fol  patogénica
Ae lagarvias. Adnda com velacio ao extrato de levedura, IM
g alfyi CL9EH)Y citam gus este nubviente a B¥ fol 2 melhor
fonte de nitrogdnio pava . rX¥fgyd. Com velagio & melhor

fonte de cavbono estes aufores concluiram SeY 2 SAChross.

Tuda

Nevido a o

=3

dcuwidade de  se produziven
SEFOTOG gm meio  liauido, alguns autorves testaram S
possibilidade de s produziy soments a massa micelial aue
apds  wm tratamento podervisn ser avmazenads para posterior
aplicagio no campo, onde ocorvveria a ssporulagio do  fungo
com 2 consequente producio de esporos (Mo COY o6 aFfii, 1974
e MoCABE & SOPER, 1985

Dom  rvelagHo = A rilewd, HOLIDON & KLABHORST
(1986n) produgivam micdlio, por  Fermentaclo submsvsa,
wtildzando  BRY. ;ﬁpﬁa colhido, o micélio sofrewy virios
tratamentos . Entretanto, obssyvou-se qus oooryeln malor
seporuiacio guando o micdliin Ffoi deisado pava espovualar sem
aafrev  nenkum tratamento. Estes awlores testaram ainda 5
aplivagio  do micdlio do fungo sobre Tolhas de feijogiro e
algodogive pulverizando-as ou mergulhando-as numa suspensio
de wmicelico do  fungo gue, apds colhido, foi mistuvado a

diveraos nubtvientes. f1e Ffolhas, depois de tratadas, fovam
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dedixadas  sobre papel de filitvo umedecido ewm placas  de
Petyvi, Colocaram-se, entio, lagartas de Selrofsrs spe. para
G alimentarem das  Folhas tratadas e, para todos o0s
tratamentos, ocovvew moviallidade dag lagarvias pelo  fungo.
Dhservoun-se oLLE L folhas apresentavam pontos de
gaporitiacio. No  tvatamento no gual as folhas de feijosmive
forvam mergulbadas na suspensio de micdlio, com 1% de isite
#m po desnatade, 4% de glicerol & €,24i% de Triton ¥X-1¢@,
ocovreyw  wuma movitalidades de 89,7% das lagarvtas. Por owtro
Tado, gquando s pulvervizavaw plantas  de  algodosivo &
feidosivo  com uma suspensio de micdlio, n#o  se  obssrvou
mortalidade  das  lagavias de 19 dnstey de Seliothis spp.
apds P SemaRnas.

MORRDY & BOUCIAY  (4988) sfetuavam s
analise compavabtive do  eresciwmento “din vitro” do  covpo
hital & do estdgio micelial de &, rifeys em meio i base de
HHY Estes aubtoves avallaram parmetvos de orvescimento (como
pesn  secol, parimetvos movioldgicos, ubilizacio de cavbono
& nitvoadénio o altevagdss no pH, wsedido no  sobrenadante.
Neste ewpevimento definiu-se como covepos hifais o wmicélio
vetirado de placas de Sabourawd dextrose dgny mais extratbo
te  levedura a 8% (80DY)Y inocuwladas com espovos de Mo feyi
retivados de lagavtas movias pelo fungo. O estdgio micelial
foi  definido come o micdilio desenvolvido sm caldo de S0Y a
partir de espovos de A orifexd vetivados de placas de SHMAY.

1 estude Yol valizado a 829 0 em Fermentadoves de & litvos,
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pH o dndedsl  douwal w4, com asracio (30 libtvos  Smin.) e
agitacio. As amostvas fovam ooletadas de 4 =2m 4 horas,

No desenvolvimento g COvROs hifais
observou-se  uma fase estacdondria de 4 horvas, ocom um  pico
no orescimento 59 horas apods o inocuwlaglo. Fov outro lado,
o sstdgio micelinl mostrow um cvescimento linear  atd 23
hovas  apds a inoculacio, ovovvendo entBo um decvéscing  de
44, 6% no  peso séco devido, provavelmente, & formagHo de
auregados  de hifas provoocando o vompimento das cdlulas  no
e dntevior. Entvetanto, apds esta fase de deordscimo no
crescimento  do micdlio, o mesmo voltouw a2 crescey atingindo
o maximo peso sfoo, 459,08 mg por ml de melo, 57 horas apods a
inocuwlacio.

Com relagro an pH do sobvenadante, no
desenvolvimento dos corpos hifais abservou-se  wm pH
constants na Yase estaciondvia de ovescimento, diminuwindo
para  5.5% decovvidas A8 hovas apods w inoculagBo.  Pava o
sobrenadante go meio onde se desenvolvew 0 satdaio
micelial, houve um auvmento constante do pH o correlascionado
com o o aumeEnto do peso seco. Neste caso, o maior pH (7,5

Foi  observado na fase de crescimento estaciondvio. Aindsa,
com velagho mo pH, IM et alid (4988 citarvam a faixe de & a
7 ocomo wn o ideal para o desenvolvimento de N rifeyd, com um
gtimo de &,7.

MORROW & BOUCIAS (1988 obsevvaram  ainda

CrLE , embova ocorvam Formas de crescimento diferentes Paya



A duss culturas, corpos hifais ¢ estdgio micelinl, =zmbas
pEm curvas  de crescimento simllares £ que 00 mERMINO  PEso
BELO e ambas depende  da  concentracHo indoial che:
carboidyatos & aminoscidos do meio de cultivo.

Fatudos relativos & producio de 2 baswyiana
g meio  liguido sBo encombrados  em maioy ndmevo  do o que
pava A rilsgl.

Com velagfo & selegfo das wmelhores fontes de

o
5w

carbong  para o desenvolvimento de bBagswsiana, SHITH &
GRULA (4984 citavam gue uma fonbte de carvbono como glucose-
n-acet il glucosaming, glucosaming, gquitina, amido W]
fanolina, sntre putvas, deve eastar presenie parag 9us OCO0rYR
2 gevminacio dos essporvos em medlo Tdguido. CAMPRELL @& alii
(4983 eatudavam o ovescimento de & HSagssang utilizando
medos  com diferventes fontes de cavboldratos observando gue
D-melewitose propioiou as  madoves produeBes  de massa
micelial seca com SBLS9.8 mg por 25 ml de melo ou 11,44 my
por  ml de meio. SANBINAKOUA 26 afid  (4981) citavam o
asarbitol iguliits! A maelhor JFonte de  carbono PRUR o
deassnvolvimento de £ fasviass  swm meio  liguido BEW
agitagio, onde ocorvve » formacHo de uma natas de micélico na

o2
b

superficie do meio com uma subsegquents esporuliasio.

Com  relag B ubtilisacieo de nitrvogénio,

SMITH & GRULA CIYHEYY citam que tanto as formas orvgidnicas
- ” 4 Ped Y P n PR .

O as  inorgdnicas  afo  Facilmente assimiladas peln

patdueno. BARMES ¢ aliy (1975 veferivam-se & peptonn  de



gy

soja & & peptona  de caselina como  sendo as Fontes  de
nitvogéndio gue propiloiaram O maior orescdimento micelial & o
sputvabo de leveduras, a maior esporvulaclo. CAMPRELL &f alfys
(4978 epstudavam o desenvolvimento de £ Sagsians em msios
contendo  diversos aminodcidos & relataram gue as  maiores
produgiies foram  obsevvadas pava Letviptofano, produzindo
BEE omy pov 50 ml de melo ouw 4,49 my pov oml o pos 20 ding apds
A dnoculagio.  Por oubtve lado, SANSINAKOVE &6 aiii  (i984)
relataram sev peptona a methor fonte de nitvogénio para o
desenvalvimento de 8. bassians em meio Tiguido.

Para Y Formagio oles hlmﬁtmﬁgmrmﬁ @
crescimento micelial, oz smsios de peptona (%), glucose
(BXY g extrato de levedura a &,8% fovam, respectivamenta,
214 methores  (BIDODHKS w6 afyi, 987y, Estes autoves
observaran  productes de biomasesa de 2.9 mg por ml de meio

ne &% dia apds a dnooulaglo.

Foper
et

Suadim  como oubvos fungos BRYSIRN £

termentacio  submevsa produz tambem blastospovos guando sob
agitacio. Entvetanto, THOMAS ef alii (1987 produzivam
EHROT DS £ Favmentasio submervss  ubilizando  wam M0
detinidn . Segundo eates antorss, a mrédu&ﬁm e Sapovos
depande  da  naturess da fonte de carbone e da presengs  de
nitvato  como fonte de nitvogénio. &8s meioves producBes  de
gaporas, 5w 188 por wml de meio, toram obtidas utilizando
glucoss  como  Ffontes de carbono  numa propoveio glicose:

nitrato  de S04, Observou-se ogue a veduclo da concentracfo
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de Fostfato diminueiv a guantidade de seporvos, ewmbora eastes
& mestrasen movifologicaments mads semeihantes aos espovros
verdadelros . Estes autores observaram ainds que os asporos
sio formados a pavtiv dos blastosporos pov uam microciclo de
gapovulacio. Heste estudo nfo foram vealizados testes de
patogénicidade dos ssporos produzidos.

ROMBALH {(A98%)y  produziu espovos  de B,
bassiana em meilo liguido uwtilizando sacavose (B %), sxtvato
de  levedura (2,5 %) e sais bdsicos, obtendo 73-i70 x i
sapores  povoml de caldo, sendn gue 95 ¥ destes  ssporos
GETHLINAY AW,

1) tdonion de  producBo de micédlio e
2 pazsifana  smwm owelo liquido visando 3 sus  aplicagio no
TRmP O, onde ooorre R saporilagiio, tem  wido bambdm
eabudada . fesim, PEREIRA (1987 tendo como objetive
desenvolver a melhor FformulacBo para o micdlio, ubilizow um
maio  de dextvose (1%, extrato de levedura (4 %Y, dlan  de
girvasol (@,4 %) & peniciling & strepitomicina (@,89% %),

Utdldzando wm  meio de sacavoss (3,858 %) e
gxtrvato  de  levedura (3,5 X)), RIMBACDH & aIfii (1788)
obhl dveran m&»maimrﬁﬁ produgBes de micdlio. For outvo lado,
a  produsio de espovos poy omg de micdlio seco Yol maloy oom
oo omicdlio  gue se desenvolveuw num melo com maltoss (8% ¢
agxbtrato de leveduras (@.75%).

Considerando-se 0 custo do fermentador s do

mein & vizando obtdwmizay a produgio de esporos por o oml tle



Fermentador, cates aubores concluivam L 1EREy A mailovres

produgdes  s8o  obtidas cowm um medio de sacavose (3,9

oo

1y &
gxtrato de levedura (3,% ¥y, & patogénicidade dos  esporos
produzidos durante este sxpevimento nio foi testadsa.

A ubilizagio de meios liguidos dg  baiwxo
custo & facilmente disponiveis tem também  sido ‘&ﬁtudmda

para £ ba

WERAE fesim, BATISTA FILMD g& adf (4985

o
ey

ptitdmavam wmeios & base de caldo de feijfio, arvox = bhatata

& inocularvram 8 Has

siaas ., dedwando orescer uma nats
super ficdial  onde, posteviovmente, ocovveu a esporuwlacio do
Fungo.  Guantificando n  produgio de esporos, o5 aubores
observaram  ser o caldo de felifo 8,8 veres supevior an  de
arroe & 14,85 vezes ao de batata.

fiinds testando meios de baixo custo para o
cultive de M oandisopliag, ADRAMEK (4965), utilizouw um meio i
base de warmpé de milho (3 %), glicose (4 %) & sxtrato de
levedura (4 %) onde se produsivam grandes gquantidades  de
BEPOTOY, gue  causaram 80 ¥ de movitalidads em Safleria
e Tonels

Procurvando determinar a curva de orescimsnio
de Mirgefela Fhompsoni e vizando 2 producHo em lavgs escala
em meio  Tiauido, MoQDY 6 sFff (4975 colocavam  %%ml  de
meio  em Evienmavers de 286 wmil dispostos num agitador a 180
T Das 24 &s 492 horas  apds a dnoculaclo,  foram

o Erlenmaysyes onds 0 se

-

vebivados, a cada 24 horas,

determinoy o peso seco di wasen fdngica . Observou-se, pava
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wate  fungo., um pico no crescimento wmicelial e 189 hovas
apds  a inocuwlacfo. Em oestudos de crescimento & sspovalagHo
de B obagwisng e KN anigepfias em wmeio liguido, wvérios
autoves ubilizaram metodologia senelhants & usada por Mo
COY e afiy Q975 paras a detevminacio do peso seco (RARNES
@& wiii, LF7EG; CAaMPRELL w8 xFXY, 1978 e ROMBAUH w8 s11¥,
FoGhY  sé  aiii (4974) produzivam o wicdlio
o de M. Fhospsond ewn cultivo submevso. Apds colhido o
micdlio, Ford pultverizade no  campo onds o oQovrveu E:)
sapovulacico do Ffungo 24 horas apds an aplicacio.
WINKELHOFF & WMoCOY (1984) produsivam bambeém
EEHP OV S de H. o thompsoni  way . syasemaboss 8n cultivo
submersn. Estes espovos foram patogénicoes o doaro da falss

Fervuges.

it B

P88 Produc8o de Momurasa rilfeyy o Beauveria bassiana
pelo procesen bidfdsico.

2o dd  discutido no  dbewm  anterior, S
maiovia  dos Tungos entomopatogdnicos, deuteromicetos, nio
srodusen espovos  em meito liguido & siw blastosporos  sem
capacidade  dinfectiva. Fara se contornay sste  problesma,
desenvolveu-se um processo bifasico de producio, onde, numa
pyimediva fase o wicdlio do Fungo & produesido osm omeio

¥
Tiguido sendo posteriormente inoculado num meio 551 ido onds

grovreg a sesporulag #o com conse gquente produ & fo de es Froav O



o

Fava & produclo de ssporvos de N rilfeyi pelo

oot
=

pyocesss bifdsico poucos ftrvabalhos 380 encontrados .

'

CAMaREBD (4994 rvetdivouw am pedago de micélio
de placas  de 8MAY £ colocou-o num rvegdipients com meio  de

hatats e dextvose por 7 diass. O conteddo do frasco  foi

>

4

sntHo  vertido em placas cowm BDA, obsevvando-se uma intensa

%

gaporulacio, 6 dias apds,

Culturas de 4 a 7 dias de N, rilfsyi em SMY
Foram ubilizadas por HOLDOM & Vai DE KLASHORET (49840 parva
0 getudo  de um  procssesso hifdeicoe de produsHEo.  aApds
santrid fugada, o massa micelial Yol resuspensa em  diversas
solugtes com diferentes nubvisntes. Observou-se entio  wma

o

intensa esporulagio em todas as placas apvodcimadamente £ 2
4 dias  apds o dnoculacio, sendo os melhoves trvatamentos
MY, seguido pov exibvato de levedurz e neopegptons. Ew outbtve
beatbe, os  autores utilizavram o bagago de  cana-de-agdeoar
comg  substrato  para s inoculacio do micdlio produrido  em

SMY  ouw oem caldo de leite em pd g malte. A guantificagio d=

produci de eaparos, no bagaco, mostrou  gque o micélio
produzddo sm B .M.Y, auando inoculado sm bagago, produzia em
o . o o o g b ose . 2
mesdia 8,7 = 0¥ gspoves pov 5 ogramas de meio, producio ssta
5 b pry eras gon i " P S won T pre e grn gee o . g1 g e o T R I . n, won 203 aon ave 2
19 wvezes superior a aloangads guando se dnocwlouw o bagago
£ Ot micdlio pyadurido  =m lgite em  pd mais malte.
Entretanto, oomedn de leite ewm pd mals wmalte Yol PO vezes

madis soondmico.
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Fara 2 producio de ﬂ.ﬁﬂﬁﬁﬁana atvaves de um
PYOLEHB0 bitasico, soatudos b Em @i do renlizados
principalmente na UR.S.5.. ésesim, FERRON (4981 rvelatas
e nmqﬁﬁlﬂ pRis, apds  produzide sm fermentadoves, o
micelio de P bassiana ¢ colhido & colocade em bandejas onde
grovre  a  espovelacio.  Este  aubtor citow  adinda gue  uma
Fabrica piloto produz anualmente 282 toneladas de  Boverin,
um  produto comeveial padvonizado com &6 x 6% wapovos  por
Gy EmE .

)

2.4 .Tests de patogénicidades com sspovos de NEHFE R

rifewi

£ cultivo de uwm fungo entomopatogénico  “in
vitro'  pode  sumentary ou diminuwiy 8 wvivulBnoian  de  seus

saporos quando comparada & vivelénedn de um mesmo  isolado

[y

produrdda iy owivn!

'

spbre o especis hospedeiva. Fara =a
W Loy in dos Fungos esntomopatogdnicos A BUCEBslvas

veploagens Tin vitve” diminuem a2 sus capacidade infectiva,

Heste  modo, ng desenvolvimento de um meio de  dultive &

P&

sdrin  estudar-se a influéneis dos meios de cullturs na
viruigncia dos sspovos ali produsidos.

Entrvetanto, nota-se  que  na omalovia dos
trabalbhos  visando o desenvoledimento de um meio de cultive,
ndo  sio feitos testes compavando a vivwlénodla dos  espoyos

produzidos nos diferentes medios.
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Gom retagio A owivulénocdias de U O L

repilcada diversas veszes Ydn witro!, ITGHOFFD oFf i) (4988w
mostvam  gque  para o dsolado estudado nBeo houve diferenga

asignificativa ) virulénocian sobve ¥

]

¥ mpos dee
yepilcadgens em SHMAY (1% extrato de levedura) em compavacio s

dore repicagsns sm

5. Mudangrs na coiovag Ao {14 HLE!

morfologia  das colfindas “in vitro” ou “in vive" nBo  foram
observadas. A partiv da iER yepicagem atd 482 houve  um
decrdscing no ﬁhg@ propovoionads pelos espovos  produzidos
“in o witve”, ndo sendo essta diferencn sstatdsticamente
significativa. Eastes subtores citavam ainds gque guedas  na
wiralénedin estio sssociadas a0 oresciments do  Ffungo 2w
condiches subdtimas.

MORRON  gf mfi7 989, estudando um outyo
isnlado de N riteyi, observaram gue, a  partir da &8
repilocagen  sm SMAY o8 seporos inoculados em &, geamafalis
provooaram o movris das lagartas, nfo ocorvendo, sntrebanto,
conidiogdnes. & partiv  da 40 vepicagem o EHDOTOS
mostraram-se cada ver menos viruwlentos sendo gue apos a 142
reploagen nSo  foram mais patogdndcos hs  lagartas.  HEstes
autores associaraw  as redustes na vivuléncis & perda  de
capacidade na formacio do sstdagio leveduviforme observada
apds a A% yepicagem de eﬁwm;mm em 8MAY. Esta concluso
haseia-se nos resultados observados neste experimento, onds

IR de B veeicagens de covpos Rkifais no gatAgio

jeveduri forme em SMAY nfo diminuivram a2 wivulé@noia dos
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gaporos produsidos quandeo inoculados ew 4. pemealalid.

fis tdonicas wbilizadas para a dnoculasgiBo de
gaporos de U ritesd em Dioensaios, wisando testar =2
virulénoia & 2 patogdnicidade deste fungo , sio basicamente
duas.  Ha primeirvs delas, a aplicagBo € feita topicamente
pov pulverizaclo ou pincelamento dos dinsetos em estudo como

8. gemmaraliieg, frichopiugsia i ouw Helfinthis sop. (Bl

LRFE; FARGES & RODRIGEZ-RUEDA, 4986¢; BELL & HaMalLLE, 198¢ e
MIELITZ & SILVA,  498%) . Um oubtro mode de  inoculacBo  de
BURPOYVOS sl & r ke bunsedla-zse na pulverizagBo ola
supeyficis de um substrato como folhas da planta hospedeivs
do dnseto (GONDFFD g8 alii L9746h; FARGES & RODRIGEZ-RUEDG,
LR89;  BELL & HaMALLE, 498@; BOUCTAB #f aiii, 1984, IGHROFFO
% GARCLA, 4985 ¢ WMIELITY wf alii, 1988 ou pulverizando-ze

3

B superficis de dietas artiticiasis, sem substdnciag
fungicas, onde oz insetos sg alimentam  pov ouw Csvio
peviaodo (BOUCTAS o8 alii, @?aﬁ @ BHRCTA & TONOFFD, 19780

Comparando os dois métodos de inoculagBo, =m
dieta arvrtificial e sm dicos de Folhag, O6RCTA &  TOROFFO
{4978 econcludram aus o trataments de superficies dg dieta
Fod wais  Facdl de sey usado. Entretanto, esta téonica @€
menos  sensivel  do ogue o tratamesnto de Ffolhas,  guando  se
utilizam baixas concentrages de esporos pov e

Fstudos rvefeventes ao  instar do  estiagio

Tarval em  gue o ingseto deve sery dnoculado mostram gue

guanto mais desenveolvida o lagarvita madior 8 2 resisténcia ao
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fungn, parva uma determinada dosagem (BOUCIAS  eof alfii,
L9840

Ma madiovia dos trabalhos ew gue Iagavias de
noctuwidios  Foram  dnoculadas com & rifeys, utilizaram-se
fagartas de 29 o 39 dnstar (ITOMOFFO & aiif, 1976b;
& TONOFFD, i??&; BOUCTAS ef alfii, 1988 & BOUCIAS g¢
alii, 494y

Fara a determinacfo do Oley de diferentes
isolados  de . vrilewy, obsevva-ae gue sxisbte uma  grands
sariabilidade . TGROFFO & GaRCTA (1985 detevminaram o Uleyp
de dols dsolados de K. sileyd, sendo um do Equador e oubro
do  Estado do HMississipd, som lagarvritas de 0. geswataliiy.
Mhsevvaram  que o Oley fol de 82,4 & 899 9908 esspovos poy
mme,  vespectivamente. Em oubtvo estudo, TGNOFFO & alii
(A976&h)Y testaram varios isolados, entve eles um coletado no
Brasil, gqueg na  concentracBe de 31¢ espovas  pov e de
Folha, provocouw umd movtalidade de 99% nas lagarias de 329
instar com wum Tleg de 6,4 dias.

BOLLTAES g afid  CAREEY, ubilizaram E
concentvaciio de 7.508 sspovos por me® de dieta artificial
na  dnoculacio  de lagavias de & gewsssfaliiys de 829 dnstar
obtendo um Thep de 89,46 dias.

BOUCTAS  wf afid (1984, testarvam um isolado
de origem brasileirva na concentracio de 500 esporos por mme

de Folba, inoculando lasgavias de & gewwatfalis do 39 dinstar

by
i

£

obsevvando  189%  de movialidade com um tewnpo medio de 7.8
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dian.

2.5, Teste de patogénicidade com ssporos de £, bassiana

HBagdm M PR A gubtvron fungons
entomopatoadmicos, 82, Hasyians e ter b2 HILE
patogénicidade & viruléneds diminuidas guando cultivado "in

vitro' passando pov divery

vepicagens., Fsts diminwiglo na

viruténeia & mais scentuada guando o fungo € ocuwltivado em

condiqt de subnubrigBo “in wvitvoe! ( SANSITRAKOUE & KALDUE,
1983
Lo OMB0 PRT R . rr ey, now  experimenios

vizando testar s vivuléneoilsn de & baswiana, urdlizam-ae

o

hasicamente  duas  téondoas.

of

primeiva, pulveriza-se R0

E

superticie de um detevminado substvato onde os insetos se
alimentam ou  camioham (LOROFFO 26 afdif, 4988 ITGNOFFO w2
arir, 1983 e MAGALHEES &8 afiy, 1984 . 8 segunda tdéonica

baseia-se na  pulverdizscio dirveta dos  dnsebtos # sevem

inoculados. Com velagio =2 esbta tdonica, STIMALD &

e @ iiy
CLBEYY testandn  f patogdnicoddade de ¥ o dsolados  de B

o

bBaswiana e 8 broageiarfii pava opevirias de Eppignopsts
fnvictsn g . wasvissiea pulvevizaram ans formigans com 0%
difeventes isolados, utilizando L suspensio e

ur . . o e ..
concentragio igunl @ 16 SEHPROYTOSE ROy mi, durante .

Wt

aequndos . e Forwigas, &g onudmero de 1%, Foram ocolocadas =m
um  coapo  pldstico, de 4 0w B oom, com o fundo de gess6.

Durante o expevimento, iUHﬂH”IdD B 269 T4, BO0 . ag formigas



alimentaram-se  com  uma soluclo de dogua & mel @ 19%.  Apds
movrerem  Foram lavadas em dlcool o 79X por 3¢ seguide  de
hipoolovito B,5% por 39 passando, Finalments, por 3
Tavagens  em  dgun estéril. aApds a descontaminagio externa
foram colocadas sm placas de Febtrd com ww meio de agar dgua
a 2% para oa conftirmacio dan wmovialidade. Estes autores
obsevvaram, para o isolados estudados, um Theg gue variow
dae VLR oa 13,8 dias pavas ums dosagem de §ox L9f BHPOVOS POV
wmi .

Num  outrvo teste wbtilizando 3 dsolados de £
faswiany, pulvevizados sobre ¥, sagvissien, ALVES o6 afii

{4988 observavam  sevem o6 daoniados 4489 2 447 o8 mais

vivulentos com um Thee de 7,4 & 4,7 diss respectivamente.
4 t:a

Nests estudo utilizou-se uma suspensio de 1 x 129 eesporos
por oml,

Fwm oum oubvo  teste STVIMAD & alil  (L%EY)
aplicavam &, bagsisnz  sobre ninhos de  formigas de 5.
GREWE W E L RR g concludram  gue o dsolado 447 causou
movrtalidade média de &7 a 100%.

BELL & HabalLLE (L9Fa) testavam A
patogdnicidade  de 2. Haswiana, sntre oubtos fungos, Bm
farvvas de Chaloodersus aepsus misturando 08 8Sporos  oon
areia & sole numa concentvacio de §,886 x 104% goporos  pov
avama de solo.

TONET & RETE

it
L
peS

CLPFY tastando k]

patogénicidade cle B o haswsiana  sobre  Mezarg wiriduls,



pulvevizaram o0s  dnsetos oom uma suspensio de 4,46 07
sapovoas poroml.

ALVES of il (L9810, detevminavam o Clye
i, o« Lo gapovros poy oml, de B bassiang swm pré-pupss  de
bowaccharaliy, wmerguwihando as pré-pupas numa suspensio  de
EHPOVOE .

Pov oubro lado, FERHNAMDES f afdy 4985%)
testavam 8 patog@nicidade de 8 bassiansg pavra »  bhyroca-do-

cafe, Hupothensans  hawgpel, ubdlisandg byé

metodas  de
inoculacio. Mo primeiveo método, arBos de coafdé  Foram
tratados;  no szaundo, Yolhas de cadesiveo & no terosivo
método, o3 dnsetos  foram mevouwlhados numa suspensiio  de
paporas do Fungo,

FERNANDEZ (498%) utildizouw, na inooulagio de
Bphaaoehores  Teviy  com B, dassiana, um adtodo  onde  os
iﬁ&@twm B oserem inocuwlados foram colocados sm balfies de
vidvo em contabto com o massh Fudngica,

BOMEZ (1999 testouw a patogénicidade & =»
virulénocia de ﬂi%ﬁ?ﬁﬁtﬁﬁ isnlados de ¥, fawsiasna em
iagartas  de A9 dnstary pulverizadas  com o ouma suspensio
dee @,7 % 109 esporos por ml observande uma variagHo no Tl g

e 5,87 w 182,30 dias



S-MATERTAL E METODOS

0 presente trabaltho foi desenvolvido no la-
hovatdyio de Patologia de insetos do Depaviamento de Ento-
moxlogia  da Escola Supevior de Agriculiura "Luiz de  QGuei-

ror”, da Undversidade de B850 Paulo, Piracicaba-8P,
4. Patdaenos ubilizados nog experimentos

0 Fungo & rdfeyd atilizado no presente gx-
pevimento Ffoi dsolado de lagarvias de &nficarsia pemwabslis.
g lavourss de soda na vegiBo de Campinas-8P g sncontva-se
armazenado  &#m silica gel na micoteca do labovatdrio de Pa-
tologia de insetos da E.85. 4. L.G., sob o ndmero 8504,

0 isolado de £, bHassians ubilizado foi co-
tetado pavasitando Yolenopsis fovicfs sm Cuiabia~M8 ¢ sncon-

ra-se armazenado no mesmo labovabtovio sob o ndmero 447
3.8, Melos de cultura utilizados nos experimentos

8P4, teios sdlidos em placas de Pebvi
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B34

Agar 1% g
Gulfato de sstreptomicina @, 5 q

dgun destilada 109% ml

Meio de sobrenadante de favinha de orisdlids (ﬁFGﬁ)!
Favinha de crisdlida 8ol g
Agar i% g
Bulfato de estvepltomicina ¢.% g

duun destllada LOGe wmi
B3.2.4.8. Prepavacio dos meios:

Meio de SHAY
OJu  ingredientes fYoram misturados com  #gun
destilade  sendo o agay colocado por dlitimo, aguecendo-ae

entfo 2 mistura atéd ao ponto de fervura.

Medo de BOA
A batatas fatiada foi Frrvida em dgua des—
tilada até ficav mole quando, pov Filtvagho, separou-se o
caldo., A este Foram adicinados dexirose 8 0 agar & seuw vo-

Tome completado pava 1000 mil squecendo-se atd o ponkto  de

Medio de FORA
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A TFarinha de ori:

dlida em dAgun Fol  fervida
por 5 minutos, sendo ent#o Filtvada, parva a  exbtvagio do
caldo. Posterviovmente, o caldo de batata, sxtvaido do mesmo
modo  descorito acima, Ffoli adicionado ao caldo de farinha de

crisdalida. Finalmente, adicionou-se o agay deixando-se a2

mistura aguecer atd o ponto de fevvuara,

Mein de PFLCA & SFCA

0 meio de favinhs de cvisdlida preparado do
mesmo modo J4 descovito, fol entlo Filtvado em funil de Buo-
ner  oa vacun. A suspenclo resultante pevmAnscey &M VYEROUSO
atd a formagfo de um precipitado. Posteviormente foi feita
a sepavacio do precipitado do sobrenadante completando-se o
volume, parva cada um dos meios, atdé 41000 ml ¢ adicionando-
se  agar. Finalmente, o3 dois melos foram aquecidos até o
ponto de Fervura.

0 smulfato de sstrepltomicina foi sempre adi-
cionado com o meio ainda gquente, antes de avtoclavagem. Es-
ta  foi feita, parva todos os meios, a L2690 sob pressio du-
rante 39 minutos.

Aapos  a autociavagem os medlos fovam  distri-
huidos em placas de Petvi de ¢ om de difimetvo vertendo-se
aprodimadamnentse  wma  camnda de medio de 4 2 Domm de o altura

pov placa,

T.E2.8. dMelos sdlidos no processo bifdsico



36

3.2.2.4. Constitul¢gHo dos meios
Meedio de babats (Bat )
C Bataba ) 200 g

Agun destilada 1066 mi

Meig de batabts em favinha de orvisdlida (RFO)
Batata 26 g
Favinha de orisdalids 208 g

Aaun desntilada LeG@ ml

Meio de favinha de crisdlida (FEQ)
Farinha de cvisdlida HEG o

Soun destdilada 1606 ml

Medo de arvoz (Ar.)
Ay vor 129 n

daus destilada L1000 wl

3.2.8.8 Preparo dos meios

Medo de (Bat )
As batatas ndo descascadas Tovam coviadas em
Fatdas de 3 a 4 mw de espessura ¢ fervidas ateé Piomvem mo-
Tes. Foram entfo condas & dispostas nos Erlenmayers umas ao

lado das oubtvras.



Medo iRcy {BFC)
Batatas descascadas do meamo modo Jjd descorito an-
teviormente, Fovam  fervidas com Favinha de cvisdlida até
Ficarem moles. Fovam sntio coadas e colocadas lado a  lado

nos Erlsnmavers.

Medo de (FO
f Farinka Fol Pervida pov ¥ minubos em dgua

deastdlade sendo entio coada & distvibuida nos BErlienmayers,

Meio de CAr .}
0 arrvor foi cozido em dgua atd ficavy com 2
pamada  sxterns mols quando aperiada. O arvoz $oi  aeparado
da  Agun cowm auxilio de uma peneiva & colocado nos Evlenma-

YETE

-

e bodos os Evienmavers, Foram colocadas 16
dos  difeventes medios. Fara os meios Bat, BFC ¢ FO adicio-
aow-se 1 oml de dagun destilada a todos os Evienmayers & no
meio de & adicionow-se 4,9 ml por Ervienwmayesy. s melos Fo-
RN autoclavados & L8990 sob pressio pelo peviodo de 36

minutos.,

3.8.3. tMeios liguidos
F.82.3.4. ConstituicHo dos meios
Meidon de fardinha de crisdlida mais batata (FCRL)

Batata PP g
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Farvinha de eorvissdiida 208 o
Bulfato de sstrvreptomicing #,8 u

Agua destilada 1264 ml

Meio de Sabouwraud maltose maids sxbtvato de levedura (SHY)
Neopeptons i9 g
Extrato de levedura 18 g
Maltose 4G g
Bulfato de sstreptomicing #,.5 9

Agua destilada 1000 mi

Medio de batata dextross (B
Fatata 2od g
Rextrose ‘ 2% 9
Suldfato de sstveptomicina @&,5% o
sogun destdlada 1006 mi
3.2.3.2. Preparagio dos weios
Medo de SHMY
0 prepavo deste meio foi ddénticeo ao Ja des-
cvito para o meio HSMAY nBo se adicionando, entretanto, o

agay .

Meio de FUOBL
0 modo de preparvo deste wmeio foi idéntico ao

Jd  descrito para o wmeio de FCBA, nlo se acrescentando o



ay

agay .

Medo de BD
Fate meio Yol preparado de forma idéntica ao

meio BIA, sem a adigBo do agay .

Todos o8 meios, apds colocados & misturados
o6 dngredientes, forvaw Filivados em Funil de Blichner a vd-
oue sendo ent o destribuidos nos Bvienmaders & autoclavados

B 1POR, sob presslo, pov 30 minutos.

3.4, Produglo de espovos e padronizacBo das suspensiies
para o bhiovensalios.

Fwm todos os expevimentos utilizou-se a cfima-
va  de  Neebauey parva se gquantificar a produgBo de ssporos
nos  difeventes wmeios bem como pava s padronizaclo das sus-

F@ﬂﬁgﬁ% de saporos & sevem usadas nos bioesnsalos.

3.4, Insetos utilizados.

J3.4.4. Insetos utilizados nos testes de patoge-

nicidade de 8. bassiasna.
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3.4.4.4. Formiga lava-pd Solfgaopsiy saevissima
Forel .
ﬁ§ Formigas o W sasvissioe ubilizadas nos
bioensaios foram colebtadas de colfinias natuvais em  dreas
proximas a0 Departamento de Entomologia da E.ﬁ.ﬁ.L.ﬁ.mUﬁﬁm
Firvacicaba-8F
Wos biognsaios ubilizavam-se formigas operd-

vians de tamanho wmddio.

3.4.1.8. Lagartas de Diadrawa saccharalis (Fa-
by}
fe lagartas de D gacsharalis whilizadas fo-
ram provinientes de criscBo massal da Usina  Costa Pinto,
Pivacicaba-8F,
Nos biosnsaios wbilizavam-se lagavitas de 49
anstar de desenvolvimento.
F3.4.4. Insetos utilizados nos testes & patogéniw

cidade de . rilfeyd (Favlow) SAMSON.

3.4.2.4. Lagarta da soja dnficarcia gemmatalis
{Hubnev, 418482
fie lagavtas de A&, gsawafalis whilliradas nas
teates Toram provinientes da crviscfo massal do Centro  Na-
cional de Fesguisas da Bojda, Embrapa, ewm Londrina-PR.
Nos biosnsaios ubilizaram-se lagartas de £9

instar.
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3.5, Experimentos de produclo e patogénicidade dos

fungos entowmopatogénicos.

2.5.4. ProducBo de M rileys em diferentes meios soli
~glog

Mests experimento wbtilizavam-se os meios de
SGHMAY, FCRa, PFUS & SFOCA

s meios foram prepavados de modo Jjd descri-
to anteriormente ¢ vertidos em placas de Fetyi.

Feporos de N rilegs, ds 5% repicagem, Foram
ugados para  preparav-se uma suspensio de 9.5 w 168 gaporos
Jml . Todos os meios foram inoculados com 8,1 ml da suspen—
o espalhado sobre s supevficie do meio utilizando-se uma
atga  de ﬂrimmlgkg, wbilizando-se, portanto, a tdonica de
placa chein.

apos  a dnocuwlacio as placas foram  deixadas
em  sesbufa incubadova B.OD., mavea FANEM, a 2690 e fotope-~
viodo de 42 hovas.

0 delineamento sxpevimental utilizado foi o

suializado com 8 {vatamentos {(Tab.- 1) & 8

intedramente

repetictes  pov  bratamento sendo feitas 2 obsevvacBes por

&

repeticlo.  Em cada observagBo fol Peitw a guantificacio do

ndmeye de esporos produsidos em oum ofveulo de 14 mwm de did-
o gore » ] 2 anre » . " . .
metro com 285,63 am®™ de daven. Bate civeowlo Toi vebtivado,

usando-se  wm vasador, de uma reagifo de pleno crescimento
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seporulacio do fungo.
Tabela 4 « Tratamentos ubilizados no experimento
de produclo de esporos de A rifeyi em
diferentes meios

Tratamentos weddas apos 2 inoculacio

T5e 198 PRSI0 Feer ST G0N Gure FedL ire G0em EYT GGES Goan Bits miVR MesB BE BaFE GeSE SORS G00s Fise Gly SuRD wSrD MSaE 06aS OAS DITS SN0D FUPE S0sd 4005 SIUD SRVE Sus PAUB SURY AEFE SH0E POP Fede SAIF HORE Sety ENS Whea

PFEFCA &

FOoOBRA id

8 F 38 16
#Ndas em que foram vetivados os civeuwlos de medo

para as guantificagbes.

Em todos o melos ?mr&m feitan  obsevvagdes
didrias, em micvoscdpio de contraste de fase, atd o inigio
da gapovrulacio do fungo.

Apds a coleta dos dados procedeu-se a andli-
e da  vavridncia e a compavacio das médias dos  diferentes

tyatamentos pelo teste de Tukey a0 nidvel de 1% e 5% de pro-
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brabilddade.

3.9.8. Teste de patogénicidade com &, rifsyy, pro-

duzido nos meios sdalidos, sobrvre A gemmatalis.

Decovvidos 16 dias apds a inoculagio, espo-
o produsidos nos difeventes meios fovam atilizados para
g bestar a patogénicidade & =a virﬁlﬁﬁcia guando aplicados
gm lagavtas de A gempafalis.

Fara a inooulaclo das lagavias forvam uwsados
wirveulos de Folhas, um por vepeticlo, de 4.% om de  difime-
tvyo. Foram pulverizados ambos os Iados dos ofroulos,  com
9,1 ml de uma suspensio de ssporos de concentragio 6,%
10%  gspovos/ml. Deste modo fovram destribuddos  aproximada-
ments H1¢ espovros pov mme de area foliarv. Fara a testemunha
ubilizou-ae dgue estéril mais espalhante adesivo (Tween 86,
dune gobtas por Tityol.

s civowlos de folhas de cada uma das vepe-

tictes de cada tratamento foram colocados uns ao lado dos
outros e pulverizados ao mesmo tewpo ubdlizando-se um  mi-
croatomizador com presasbo de 49 Lﬂﬁpmlﬁ-
Apos  a polvevizagHo, os pedagos de folhas fovam colocados
e placas de Petvi, wm giveuwlo por placa, sobre papel de
Filtvo estevilizado & levemsnte umedecido.

Finalmente, 25 lagavtas de 282 dnstay  foram

delwadas  pov 48 hovas alimentando-se das folhas. Apds este
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periodo & durante todo o expevimento, as  lagavtes  Foram
alimentadas com folhas de soda. O biosnsaio Yol condurido a
BA0TH B0 0 oam estuda incubadora para B.O.D. .

fis observagBes velativas & movialidads foram
feitas diarviamente, sendo as lagaritas movtas deixadas a 269
£ e sob elevada umidade velativa para a ssporulacio &  cone
Fivmacgho da movie pov . rileyi.

O delinsamento supevimental wtilizado foil o
inteivamente casvalizado com 5 tvatamentos, uma testemunha
#  sspovos produzidos nos 4 difeventss medos, com % vepet i~

o

29 lagartas porv vepeticio totalizando 198 lagaritas

oy
el

¢Hes,
poy tratamento.

A determinagiio do tempo letal médio (Thsed,
para o8 difevenies btratamentos, foi feita atilizando-se

Pyobit .

3.5.8. Crescimento & produclo de de £ bas-

sfana em diferentes meions sdlidos.

Utildearam-se neste sxpevimento o meios de
B, FCBA&, PFOA e BFCA Estes meios fovam preparvados do sodo
JR descrito no dttem 3.2.4.82. & vertidos sm placas de Pebvi.
Fapovos de £ Haszians, Torvam utilizados pa-
ra oA dnoculagRo dos melos. Em cada placa foram  feitos 3
pontos, equidistantes, onde se dinoculow o fungo. Duvants o

experimento as placas foram deixadas a 26976 59 O em incu-
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badora pavsa B.O.0.

O pavmetros avaliados durante o sxpevimen—

to Foram os seguintes:
crescimento vadial & didvio das coldnias
R M.

~  produciio de espovos vetivando-se, civoue
Toe de 4% mm de difimetro, do centro de coldnia, 7 dias apds
a dinoculagio.

Para andlise dos dados dos dois pavimetros,
crescimento vadial e produgBo de espovos, o delinsamento
gxperivental utilizado foi o dnteivamsnte casualisado com 4
tratamentos e 42 vepeticles sendo feibtas 30 observages por

tyatamento ou 3 por rvepeticEo.

Com os dados coletados procedeu-se & andlise
da varifincin & & comparacio das méddias pelo teste de Tukey

a 1% de probabilidades.

3.%. 4. Teste de patogénicidade de £, Hasgiana produ-
zido nos meios sdlidos, sobre 8. ssgvissima.

apds a coleta de opevdvias de ¥, sasvission,

gm  ninhos naturadis, estas Foram colocadas ewn vegepientes

plasticos, com uma camada de 4 a 4,5 cw de gesso no fundo e

com  as pavedes untadas de Floun. O objstivo do gesse foi o

de manter o recipiente dmido durante o experviments & do

Floun foil o de svitay gque as Formligas escapasem povy ocasilo
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da abeviura do vecdpiente.

O vecipientes forvaw colocados ewm ama bande-
Ja com uma esponin enbebida sw dgum. A alimentagio das for-
migas  Fol feita usando-se ww alimentador com dgus & mel =
8%, 0 alimentador & » solucio foram trocados a cada  dois
dimag.

Pava a2 aplicacio do fungo ubilizou-ze, para
cada  um  dos  tratamentos, uma suspensBo  de concentragBo
igual @ 4 x ieb saporos/ml . Para a testemunha wtilizou-se
dgua  estdril mais espalhante adesivo. A& pulvervizaglo ¥oi
feita  em capela de Fluxo vertica! ubtilizando-se um microm-
tomizador  com pressio de 1% LB/polf. Cada vecipiente con-
tentdo asz  forwmigas foi pulvevizado por 3 segundos. apds =
pulverizaco, os recipientss Foram deixados, atd ac  FYinal
do expevimento, a 2697 2500 ew estufa incubadora para B.0.
L

0 nuwmero  de ?mrmigaﬁ movias fmi 5hﬁﬁvwmdw
diaviamente. Apds movvevem Foram lavadas em solugBo de &1~
cool a 7% por 30 segundos e duns veses em dgun sstdvdil por
wm minuto. Depods da lavagem, evam plagueasdas ewm meio agar/
agun para o contirmacio da movitalidade pov B Hassiana.

3 delineamento experimental Ffoi o dnteiva-
mente  casunlizado com & bvatamentos & 9 vepeticles {(reci-
pilentes?) contendo 1@ formigas poy repeticlo, totalizando 9@

fovmigas por bratamento.
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Aapds a coleta dos dados procedeu-se h debsy-
minagho dos tempozs letais wmddios, pars cada um dos  trata-
mentos, (Tlsed, pelo método de Probit,

3.5.5. Teste de patogénicidade de £, dagssiana produy-
#ida nos meios sdlidos, sobre 0. ssccharalis.

»

Faporos de £, Saggiznag produxidos nog dife-
ventes medlos foram bambém pulverizados sobve lagartas de D
wsRooharafis para e testar sun patogdnicidade & vivalén-
cia.

Lagartas de 39 dnstar de 0. sacckaralis fo-
ram  vebtiradas de diﬁta artiticial ¢ Tavadas com hgus  pava
retivar-se o8 restos de dieta.

Grupos  de %9 a 4@ lagartas Toram gntio pul-
verdzadas  com L oml de uma suspensio com Gt o7 ®#EPOVOS  pOY
ml. O sapovos foram produzidos em placas com os diferentes
meios, da PP vepicmgem de &, sievigsion. Para a festemunha
utilizou-se somente dgun eastévil mais espalhante adesivo.

0 saguipsmento wbilidzado na pulvevizagBo foi
oomesns J8 descrito pava os dtens anteviorves. Apds a inocu-
Tagfo, as lagavtas foram colocadas, individualmente, em re-
cipiente pldstico ¢ alimentadss com colmos de milho, os
guais evam trocados diaviamente. 0 experimento foi conduzi-

do a P&OYR. 500 em clmaras de BLOD ..
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Fovram feitas observagtes didrias da moviali-
dade . Az lagarvias movias fovam dﬁixmﬁﬁﬁ em ambignte satura-
do, com i9¢ ¥ de umidade velativa, a 2690 para & confivma-
GHo da movtalidade pov & bassiass.

1 delineamento sxperimental utilizado fol o
inteivaments casualizado com % tvatamentos, % vepeticBes =
L8 lagartas pov vepeticho totalisando 56 lagartas por bra-
tamento.

Apos = colets dos dados, procedeu-se & de-
terminagfo  do They pave os trvatamentos ubilizando-se Pro-

it .
3.5, 6. Nesenvolvimento de . rileyi em meios liquidos

D5 A4, Curva de crescimento & de producio de

matdria seca.

Ueildzaram-se neste experimento os msdios de

8HY o FOBL preparados de modo Ja8 descrito no dtem 3.8.3.8..

Farva  cada medio Fforam wbilizados 3% Evisnmavers de 8206

wl oo 156 ml de meio. Cada um dos Evienmayers fol inocula-

do cowm  @,4 ml de uma suspensio com 108 geporos por ml  de
Morilpsy de 4 repicagem.

apds a inoculagBo os veciplientes foram colo-

cados  num agitador incubador ovbital, maryes Teocnal TE~426,

B aproximadamente 499 vpm a2 POV
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Mo transcovrey do experimento, de acovdo com
9 erescimento do fungo, nos diferentess meios, deierminou-ss
o dndcie da colets da massa fingica. Apds o dindoio das co-
Tetas, sstas fovam fedbtas didrismente, 2 dintervalos de 24
horas, duvante U dias.

Diarviaments fovam retivados 5 Evienmayers ao
acaso. A wmassa Fdngloa fol entio separvada por Filirvacio, a
wacug, abtilizando-ae um funidl de Rlichner & papel de filtro.

Apds  w Filtragem, as % amostras  velivadas
diaviaments, Tovam colocadas em placas , gue forawm fechadas
g deixadas em geladeiva atdéd a dltima coletan.

Fosteviorment e, as 3% amosbras blveram  seu
peasn  sece determinado colocando-as an 18890 por 24 hovas
gendo  entio retivadas e dedlxadas em dessecador atd ssfvia~
vem. Finalmente, procedeu-se A pesagenm de todas as amostras
Cem balanga analitics.

0 peso da massa fPdngica fol determinado sub-
traindo-se do peso total da amosiva o peeo do papel de Fil-

tyo.

3.5.7. Desenvolvimento de &, dasgiana em wmeios

-

ligquidos.

3.8.7.4. Curva de crescimento & produglo de

matdria seca.
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Meste expevimento comparou-se o desenvolwi-
mento de B passizos em BD g FORL, preparados de modo j&
descvito anteriovmente no ftem 3.2.3.8..

A metodologia utilizada fol a mesms id des-—
crita no dtem anterior pava &, rileyi.

0 meio dos Erlenmavers foi inoculado com uma
suspenaio dé a8 sapovos de £ Hassiass por ml, 29 vrepica-

gem oem . sapvissims .,

3.9.8. Produciio de ssporos de K. rilfsyi usando o

processo bifdsico.
3.9%.8.4. Produgio do indculo em meio 1iquido

Mo producBo do indoulo, para o processo bi-
fasdce, wtilizou-se o meio FOBL seguindo-se a  metodologia
g descorita no dtem 35,44

Apos & inmﬁulmgﬁﬂvmﬁ Evienmagers fovam ded-
wados pov % dias num agitadoy  incubador  orbital, =a
RADYG B0 & (@@ vpm, tempo suficients pavra  ooorvrey um

cyeascimento vegetativo homog gneo do fun GO0 no meilo.

3.5. 8.2, ProdugBo de espovos em meios sdlidos

Fara o bteste de producio de sspovos de &

rifexy pelo processo bifdsico, foram usados como melos sd-
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lidos Babt, BFC, FC e Av. Estes meios Foram prepavadogs  de
modo ja descrito no ftem 3.8.8.8..

Whilizando 4 wl de suspensio de micélio,
produzideo no medio lTiquido, inoculou-se o meio sdlido sm ca-
da um dos Erlenmavers. Apds 3 inoculaglo, o meio sdlido foi
agitado de forms vigovosa para uma boa distvibuwicio do ind-
culo,

1 expevimento foi conduzido a R0 acompa-
nhando-se dinviamente o desenvolvimento do fungo. Observa-
cBes Foram feitas 2 olho nu & ao microscdpio para se detec-
tar o dindedo da sspovulagio nos diferentes tratamentos.

Apos & plena ssporulagio do fungo colocaram-
se em cada Evlenmmager 59 wml de dgua destilada, estéril
com  gspalhante adesivo. Os BErlenmayervs fovam colocados  em
agitacko por 30 wminutos a 15%Q rpw.

Retirarvam-se entio 2 amostvas, de 410 ml, de
cada um dos Evienmaders onde guantificou-se a produglo ds
EHPOTOS .

Utdlizou-se o delinsaments experimental in-
teivamente casualizado com 4 tvatamentos & 9% repetictes com
2 obsevvaglics pov vepeticio.

Com o8 dados remultanté% das auantificacles
WYQG&GEU“%Q A oandlise da vavifincia & & compavaclo das mé-

dins pelo teste de Tukew a 1% de probabilidade.,



J3.9%.9. Teste de patogénicidade de &, rifeyi produzi-
do nos difervrentes meios sdlidos, do processo

hifdsico, usando lagartas de #. geomafaliy.

Testou-gse an patogénicidade & virulénocia dos
saporas produzdidos nos difeventes meios sobre lagavias  de
. pwamabalis.

& metodologin utilizada no biosngsaio fol =

Jd descvita no dtem 2.8 B

&3
e

.10, PyoducBo de £ passiana utilizando o processo

hitdeico.

3.5.49.4. Produgiio do dndculo em meio ligquido.
HEdildizouw-se neste teste 3 mebtodologia  j4

descrita para & rifeyd no dtem 3.5%.8.4 ..

3.5 40.2. ProdugBo  dos sepovos em meios sdli-
dos.

& metodologia J8 descevita pava &, rilfsyi no

ttewm 3.%. 8.0, foi tambdm utilizads para a wrmdumﬁm de 2.

HRwwyana . Fatretanto, foram colocandos 108 ml de doun estéd-

vil por Evienmmayger pava as quantificacles.



3.%.44. Teste de patogénicidade dos sspovos de 8.
F ¢ ¥
bassiang produzidos nos diferentes meios sd-

lidos, do processo bitdsico, usando operd-

viags de 5. sasvissisma.

Com o8 espovos produridos wtilizando-se o

PYOCE

o bifasico, testou-se a patogénicidade & a virulén-
i sobre opevdavias de 0§, seledssims vtilizando a2 metodo-

logia Jjd descrita no ftewm 3.5 4.,

BHAR. Teste de patogénicidade dos esporos de 8.
fasg¥ana produzido nos diterentes meios ad-
lidos, do processo bifdsico, sobre lagartas

de B, sacchkaralis.

Teastou-ss a virulénoia & a patogénicidade
dos gspovos de B Hassiansg sobre O ssocckarafis ubilizando-

e n omebtodologdia 48 descrita no dtem 2.%.85 .

3.6, Custos de produglo dos esporos de N, rileys

produzidos pelos métodos testados.



Fava andlise dos custos de producHo dos ss-
povos  de & rileyd considerou-se somente os cusntos relati-
virs ans melos de cwltura ubtilizados,

s valoves em cvuzeivos fovram fambdém tvans-
Formados  em ddlaves (U.85%) & refevem-se ao custo de um 1i-

o tvo de medio de cultura,

Fara  todos o msios compavados ﬁﬁtabﬁlaueuﬁ
se gque 4 litro de meio pode ser distvibuido em 42 placas de
PFetri de ¢ cm de difimetvo, dves de 2. .544,7 omt

Todas 2% guatificagtes velabivas & producio
dee gsporos nos difeventes wmedios  foram feltas em 1€ w1l de

Agusn efevil comn suspensio oviginal.

3.7, Custos de produgio de espovos B, bassiana

produzidos pelos métodos testados.

Utilizmou-se = mebodologia jd  desorvitas no

ttewm antevior.

oy

3.8. Andlise da composigio centesimal da Farinha de ovi-

sdlida do bicho-~da-sedsa.
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& andlise da composicBo centesimal da Favi-
nha de crisdlida foil feits seguwindo-se a metodologia pro-
posta nas novmas analiticas do Instituto Adolfo Lubs (REBO-

GHO, 4988 .
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4~ RESULTADDS E DISCUSHAD

4.4, Andlise da composicBo da farinha de ¢grisdlida  do

blcho~da~seda.

Na resultados refeventes 4 andlise da ¥Fari-

nha de orisdlida do bicho~da-seds sncontram-s8 na tabela 2.

Tabela #- Resultados da andlise da favinha de erisdlida do

hicho~da-seda

: , : 2 e Ewxbyato Besfdue Extrato Cdlicio
BEDR e hruta agtdyen mineval nfo nit.
A ¥ A % % % %

448 Sisa Bese Ph0s $204 SavS ere HAIL R40a ETes SSIF aver Bies ARes duae GTND 4rP SHM 4ETB USIN €O06 4ORD FONS FAE GORE BIE SeTH SPFM 000 NSS4 G100 SN14 See4 R4 RIS 4006 BA14 SVA NBTE RNIY SPOL VBRI G048 MHES APES R0 $508 R4S SPCH SRS F1NS 4IRS E0eR Ebee AP deas omer

Wh LG 3,95 5% .47 26,38 4,08 1. 80 1.68 @ 48

168 aotn 4440 S50 G0 NEse S016 ERTR GNSE fars reus dbee 440D 40en $in oue $44s bavh S34s Séee Bies Five SNie SIS SIS ANID SE0E SEIE IR wive Jevh duEl €104 WHbe Hsem BiUs Gase Gers Sate ebed bis 4rep eniw Siem bies ¢Ind iss LOTE NIE ehie S908 NENN Ese ABDS SHSE SESD GR06 PUIU mest

Os rvesultados mostram-nos ague s farinbha de
crisdlida  (F.0) apvesenta uma elavada poveentegem de  pro-
tedins bruta (5%,47 %), ouw seda, ¢ rvelativamente vica em ni-
tropénio. A poveoentagem de govduras (extrato stédrend mose

tra-~se  tambdw elevads (846,38 %Y. Por outreo lado, 5 concsn-
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tragio de carvboidratos & baisxa (16,45%) . Esta baixa concen-
fragfo de carboidvatos na PO levournos a misturd-ia com o
caldo da batata pov ser este de baixo custo £ Ffacilmente

disponivel .

4. 2. Produgio & crescimento de ¥, rileyi nos diferentes
meios & testes de  patogénicidade com os esporos

produzidos .,

4. 2.1, ProdugBo de espovos de N rileys em meios sd-

Yidos.

0 auadro de andlise de vavifincia dos vesul-
tados observados para a produciio de & rileyi nos diferen—
tes meios solidos encontva-se na tabela 3.

s rvesultados veferentes & comparvacio das
ngdias obsevvadas nos diferentes tratamentos na producio de
sspovos de A rxfmyﬁ em meios solidos encontram-se na btabe-
ta 4 ¢ gstio representados graficaments na figura 4.

Mas Tiguras 2 ¢ & cbserva-se 0 desenvolvi-
mento  de & rifsyl vespsobtivaments aos 8 & 146 dias apdy a
inoculacio. As  dreas clivoculares sem melo foram  vetirvadas
para as quanbtificacdes da produclo de esporos nos diferen-

tea {ratamentos.
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Tabela 3~ Andlise de wvarifincia das observagdes relativas a
producio de espovos de A, rileyi nos diferentes

meios solidos.

Gl 5.4. Q.M. ¥ PROE
yOF

s

Teatam. 7 LHE0Re, 1a¥ PRET. LS iBG, 08 4,00001
Restduo T 169,831 1,894

@507 6%ae £r00 B80s 4xP0 Buns Sri G9NS SIRN B4RE SNSS EN0U SN BN SEe WReS TASa S04 ERFS Ses GBI KIE biet Best BOSS Fiss Geme Thee S4as UL G04H TP SRES EeS GRS SEEA WACE $508 S4Ee BRGE G8EN 040 TRPL LURH GOTE SIRE TERS SRE SEUH SNBA FIRS SNES SWOF PERE SORS EovT Rime

Total &3 1689, Pav

P4rs btme bers then dure tarn tash duse arer 1+ 1h1n aned e1as base Sher veut baes vere ou ooee teun wnes 4m0s vaon €ret Houe waen anih 1aes sess sese were Sere sess senr
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A andlise dos vesultados da tabela 4 mostra
que o mele onde obtiveram-se maioves produgdes foi o de
SMAY  aops L6 dias gue diferiu sstatisticamente de todos os
oubros  tratamentos. O meio de SMAY (1é6) propiciow  produ-
chHes 47 .8% wmadoves do gue as observadas no B9 wmelhor meio
FORE& (163

As  obsevvacess relativas ao meio de  FORA
mostram  que, apesiar de nfo tey havido diferencs significa~
tiva para a colheits aos 8 & 14 dias apds 2 inoculagio, com
produgBes de 19,5 % 199 esspovos pov ml e 85,68 x 8% sapo-
ros pov o ml respectivamente, & colheltas aos 16 dias Foi 31,7

nowmanior do ogue aos B dias.



Tabela 4- Frodugio wmédia de sspovos de &, rileyi n

rentes meios adlidos sos 8 e 16 dias

culagHo.
Dias

Mumers médio de esporos

apds

os dife-

‘a ino-

001h beke reae sera vas 020 a0e weae

40E Seab $98D 20PN 6343 S010 2ese HEED S1ra @ise aras re? S4NS BAFE 4920 €HED S4YS GIBG G0le W048 4ITH 4008 4OV EEAE SHIF VEN BU0H AbEe TEDA SASH AUOH 1NE SI4D GBS SV BATH 4008 ASND CHew AUID

Meios apds For ml (Xxied) For placa®™®

meding
inoe

transd. oy igin.
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T

BHayY ié 19,43 ax 37,94

FLBA g 19,85 b 25, 68 1.7

FoBS 19,86 1,3

PG ¥ 16,84 o idh, 18 &, 48

BFL& & Y,04 ¢ 8,14 &, 54

For

mi de

med o

th, HY
@,5n
G, m?

@, 81

PEGA 1

SFCA L2
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n.M.5

w

i3
Hﬁdxam
tests de
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WHR
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0oy [Eig =
Ly S ot
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2, Beaer
meguidas
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Som
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e
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PROD. DE ESPOROS (Xx10E6)

SFCA PFCA
MEIOS

771 PROD. A0S 8 DIAs XY PROD. AOS 16 DIAS
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SMAY

Figura 1i-
Figura 2-

&HQ

Frodugio de esporos de . rifeyy nos diferentes

meios (Xxi@6) .

\ “

. " 2
Aspeto da producao de esporos de . ryleys

diferentes meios aos 8 dias apds a inoculagio.

nos
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Nomaraea weleye

16 DIAS APOS INOCULAGAS

Figura 3~ Aspeto da produclo de espovos de N, rileyi nos

diferentes meios apds 16 dias da inoculagio.

Fica portanto svidente que, considervando-se
somente a varidvel btempo, num processo de producHo em lavga
gescala o meio de FORA produz aos 8 dias apds a  inoculagio
uma  gquantidade de sspovos igual & metade da pvoduzida  pov
SMAY aons 16 dias. Sob este aspecto o meio de FCRa () ¢
tambeém mais produtivo do que o de FORA (16).

Comparando-se os vesultados obtidos nos bra-
tamentos  de PFOA & SF0A nota-se gque estes foram estatisti-
camente  infeyioves aos meios de SHMAY (16 & FURAGLS)Y e (8}
para gqualaguer uma das épocas. Fsta difevencga sstd provavel-
mente  associada 3 menov quantidade de carvboidratos nestes

dois  medios swm valagio a SHMAY = FORA, isto &, concorvdam com



o vesultados de HOLDON & KLASHORST (1986462, o guais mos-e
tyavam a dmpovidncia do amido soldvel no desenvolvimento de
N, rileyy.

Felos  reswltados, verifica-se também que,
apesar  de nio ter bhavideo diferengs significativa entre  os
byvatamentos PFCA e SFCA, parva qualguer uma das @pocas, o
medo  de PFOA Fol sempre supervior ao de SFCA. Basta superio-
vidade  deve-se, provavelmente, ao fato de o meio de  PFFOEA
apresentay maioves concentvacles de nitvogénio. Isto porgue
wate slemento, na farinha de orisalida, sncontra-se prin-
cipalmente  em substénciss quitinoses nBo se  solubilizando
BN R .

Finalmente, o meilo onde foram obsevvadas me—
noves producBes fol o de 8MAY (83 . & Justificativa para a
neovvéncia  de  menoves producfies &wté relacdonada com  uma
caracteristics apresentada pov ¥ rifeyi em S8HAY, onde no
infoio de desenvolvimento do funge ocorve a formagio de um
sstdgio  leveduviforme, bastante cavactevistico, & com  uma
duvacio de 24 a 9 diss guando, entio, iﬁiﬁiawme o oyegscimen-
to micelial do fungo. Deste wodo, o indcio da Yormagio de
conididforos & ssporos de N orileyd em SHAY ocovveu por vol-
ta do 70 dia apds a dinoocwlagBo sendo que no BY  dia a pro-
dugio de sspovos fol bastante veduzida. For outro lado, nos
meins de FO oo estdgio leveduviforme foi wmais vapido, va-
riande de 1 a 2 dias, propiciando uma maior precocidade no

desenvolviment o micelial & na  fovmacBo de conididforos
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€ EEROYOS .,

finda compavando o meios de BHAY & FOBEA po-
dawﬁé SUPOYT gue © meio de SMAY propiciou maiorves produgdes
de  sapovos devido i presenen do extvato de levedura & da
peptonz,  Fontes vicas em nitrogénio ¢ lwportantes na sepo-
vulagio de K. rifewi. Tsto & confirmado pelos resultados
obtidos por LOCH (4978) que n#o observouw o desenvolvimento
de & rileyd ewm medio wmindimo. Entrvetanto, guando se adicio-
now 1% de extrato de leveduras ocorrvew  orescimento micelial
g ssporulacBo  dintensa do fungo. CAMARGD (4981 confirmou
também 2 dwportincin do extrato de lsvedura observando que
no melo de 8MA o fungo cresced vegetativaments ndo ocorven-
do entvetanto  esporwlacio. Adinda SILVA & LOCH (4978 de-
monsteraram  oum aumento na produclo de seporos A medida  gus
s aumentou @ concentragio de extrato de levedura. Apesar
de  vico ewm nitrogdnio, o medo de FORA n#o apresentou  uma
saporulagio %o intensa como a observada sm SHAY, provavel-
meEnts pelo modo de dispondbd lidade deste glemento no exbra-
to de levedura ou devido & presenca de oubtros slementos o
portantss neste nutviente para 2 esporulagio de &, rifeyxy.
Como  wum dos principais objetivos deste estudo foi o de se
desenvolver um medo alternativo a 8MAY, de baixo custo, n#o
we  testou a adiclo deste nutriente aos meios & base de FO.
Entretanto, esstudos  futuros deverfio sev dessnvolvidos no
sentido de ze estudary a in%lu@nuia da adigio deste nubtvien-

o

te a0 meilo de FOBA. Esta discusio também pode sey zplicada



para & peptona e para a malitose, nuitrvientes dmportantss no
medo de BMAY.

A comparacio dos resultados deste experimegn-—
o com os obtidos pov outveos avtores, tovna-se difdicil, na
medids  em ogue existe uma grande variagio nas undidades ubi-
Tigadansg  parsz » gquantificacio da produgBo de ssporos, além
de  bevem sido ubtdlizados isolados diferentes. Entvetanto,
LOCH (1978 obteve produgtes de 4,8 x 1039 eeporos por pla-
ca ubtilizando medo de SHMAY, com 8 g de sxivato de levedura
poy litro de wmelo, 14 diss apds o inoculaglo. Esta producHo
ficow abaixo da observada neste experimento nos {ratamentos
de BMAY(LA), FOBA{LSGY & FOBAE)Y que foi respectivamente de
2,5 4,7 & 1,3 x 169 EBPOVOoY poy placs.

Fov outro Tado, BALARDIH (4984) observouw pa-
va o fisolado Passo Fundo, pyodugBes de 4,8 « ipl® BHPOTOS
poy A3 ml de wmeio ﬂé SHMAY em uma hves de 7.%56 omb, ou 3,84
x 1610 SEPOTOS paArn A dren de umn placa de Yowm de difdmetvo,
producio  superior 2 aloancada pelo melhor tratamento neste
expevimento. Jd  para o dsolado Camagui, o subtor obssrvou
que o melhoy meio fol o de sxbvato de tomate com productes
corvespondentes @ 1,% x jple geporos por placa de Yom  de
difmetvo. Mota-se, povitanto, gue as melhores produgdss para
este isolado Foram infevioves hs observadas  pava SHMAY (163
@ bastante proximas ds alocangadas no meio de FOBRA.  Entre-
tanto,  BALARDIN  {i984) wilizouw nos meios alternativos =

BMaY, exbvato de levedura a 4,5%% e guantificou a produgio



&%

de esporos 14 diag apds 2 inoculacho.

Fipalwmente, SILUA & LOCH (1987)  obtiveram
produghes de sspovos de M rifesd, em meio de SHAY, de 7,08
x  ie¥ por 48 g de meio, produgBo ssta inferiov é.mbﬁﬁrvaﬂa
nests estuwde para os btrvatamentos SMAY (162, FORA  (ié4)
(B,

Torna-se, povianto evidente gue, sm  Lavmos
guantitativos, o meio de FORBS mostrvou-se compebitivo gquando

comparado ao meio de HSMAY, na producHo de & rilsyi.

4.2.8, Teste de patogénicidade dos esporos de #.
rifeyy  pvoduridos em diferentes meios soli-

dos, inoculados ew lagartas de &, goomatalis.

I resultados pave este biognsaio encontram-
s na  tabelm 5. A porcentagem de movialidade corvigida e
acumilada ¢ vepresentads graficamente na Figura 4.

Fela andlise dos vesuwltados observa-se gque
nao ocorveram diferengas relevantses nos Thae dos diterentes
tratamentos.  Entvebtanto, ao analizav-ge o Thyyp observa-se
que o tratamento de BMAY Foi o gque produziv esporos  mals
viruwlentos, propiciando um Theg bastante dnferior ao obser-
vado ﬁmé outros tratamentos.

Para o wmeio de FOBES oz espovos produzidos

Foyam o8 wenos virulentos em COnparag B0 com 0% provduzidos



o ch

nos  outvos melos com um TLﬁﬁ’ g um Thog rvespectivamente de
o v 48,4 dian.

43 0 tratamento de SFCA produziu ssporos gue
provocaram o menor  Thgy dlgual a 3,8 dias. PFor owlvo lado o
Tigp foi slevado em cowmparagiio ao dos espovos produzidos am
BMAY & dgunl a 44,84 dias.

{ig

sporos produridos no melo de PFOA apre-
sentavam wm comportamento mediano guando comparado an  dos
ouivos meios.

Atravds dan figura 4 pode-se obsevvay aque pa-
va oo tratamento SHAY entre o Y9 e o 89 ding apds 2 inocula-
cEe  movvevam B9% das lagaritas, séendo gque no measmo  periodo
para SFCA, PFCA & FOBA movvevam BEX, 7Y8%, & &5% vespectiva-
mente.  Fica, portanto, evidente a maiov vivaléncia dos eg-
povos  produzdidos em SHMAY em compavacio aos produazidos  nos
meios de PFO& e FOES,

A maior  vivulnoida aszssociada  AQE  BEPOTOS

produzidos  em SHMAY deve-se, provavelmente, ao fato de ter
ororvido neste medo um estdglo leveduwriforme mais cavacbe-
ristico & pyolongado do gue nos outvos meios. Este sstdgio
Jga  foi corvelacionado com a virulénoda pov MORROW &¢ zifi

(L1988 .
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Figura 4~ HMortalidade covrigida & acumulada de lagartas de
A. gemmatalis inoculadas com espovos de K rileyi

produzidos nos diferentes meios sdlidos.

No  tratamento 2 base de FCEA  constatou-se
uma madior movtalidade de lagartas devido a outrvos +fatoves
que ndo o fungo, deixando as lagavtas com sintomas de morte
provocada  por bactérias. Isto pode ter ocorvido por conta-
minagio do meio de FCBA onde, apesar da esterilizacio e do
uso de antibidtico no meio, algumas bactévias possam tey se
desenvolvido . Também este fato pode estar correlacionado

com @ maior produgio de exotoxinas proporcionado por estes

’

meios.
Os Thye observados apresentam uma baixa va-

riaclo quande compavados aos obtidos por oubros autores, na
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inoculacio de A gesmafalis.  Assim,  TONOFFO & alri
(4976b), utilizando metodoiogia idéntica & uﬁﬁda neahe @y
perimento, obtivevam um Thse de 6,4 diag para wum  dsoladoe
Brasilelvo. BOUCIASR wf afid (4988 wtildizando wma concen-
tvagBo de esporvos de YE0 por mmE de dieta observaram  um
Thimg de 5,6 dias. Jd na inoculagio de um dsolade Brasileive
na concentvagio de 3@@>Eﬁﬁﬁrﬁﬁ por mmt de folha, BOUCIAE af
affd (A984) observaram um tempo médio de moritalidade de 7,8

dians.

4.8 3 Curva de crescimento de . rifeyi e producBo

de matdria seca

i} ﬂumdrm de andalise da vardfincdia pava as ob-
servacies relativas & produgfo de matdria s8oca encondva-ses
na tabsla &.

fs  dados veferentes & produgHo de matéria
seca £ & ourva de orescimento de N rilexi nos melos de Fo-
Bl & BMY enconbvam-se, rvespechivaments, na tabela ¥ & Figu-
ra 5,

fanatisando-se o8 resuliados mhﬁérvamm@ quE o
medo de FORL propicion uma madior producBo de masss fungioa
com oum ploo no P9 dia (246 hovas) apds a dinocwlagio. En-
trvetanto, estatisticamente nlo houve diferengs significati-
va na produgBo de matdria secn, no meio de-FQHL, a partiv

do WO dia apds = inoculiaglo.



Tabgla & ~ Andlige da vavifincia pava as observagBes de pro-
ducio de matévia sBea de . rilsyi em meios 1i-

gquidos .
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Tabela 7 ~ ProdugBo média de matédria séca de N, rifpys ewm

meios liguidos.
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wEnt os)

e
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Figura 5- Produg8o de mateéria seca de . rileyi em meios

liquidos.

fibsevvando-se a curva de crescimento na fi-
gura 5, nobta-se que para o meio de FUOBL ocovveu um aumento
bastante slevado g estatisticamente significativo, na pro-
dugiio de matéria seca, do 69 para o 79 dia apds a inocula-
¢ wvariando de 494,.2 wg pava 723,82 myg, respectivamente.
Tambeém apds o 99 dia 2 curva mostra uma tendéncia a baixar
provavelmente  devido ao esgotamento dos nutrvientes do nmeio
bem como & formacio de agregados de hifas em “"pellets” pro-

vorando um vompimento das células do sew dntevior.



,-

"
™
W

Ao se analisavem os dados referentes & pro-
dugiio de matéria secan de A rifeyi no meio de SHMY, nota-se
que o crescimento fol bastante lento em comparaclo ao meio
e FOBL, sendo as produgbBes sdgnificativamente menoves. A
slevada  difevenca snire as produgBes dos dois meios prova-

welmente ocorvrew devido f maior disponibilidade de nitrogé-

nic  do wmedlo de FORL, o gque propiciou um maior corescimento

micelial. Fste crescimento mais viapido do micdlio do fungo
no o omeio  de FOBL foi também obsevvado nos meios  sdlidos,
provavelmente devido As mesmas causas.

Fara o wmeio de 8MY, & produgio de matéria
sHon atdingiuw ww pico no 199 dia apos 2 dnoculagBo. Entvre-
tanto, a compavacfo das médias nfo mostrouw difevenca esha-
tidstica em nenhum dos dias observados.

Figa, portanto, evidente que, num método de,
produgiio  bifdsico, o meio de FOBL em comparacfo a  8MY &
mais  produtivo, devendo por dsso sey wbtilisado na fase de
produciio do micdlio.

A comparacio dos resultados obbtidos pava FO-
BL ocom oz de MORROW & BIOUCIALE Q988 para o crescimento mi-
celinl  de M.'rifﬁyx em BOY Sabouraund, dextrose, saxtrato
e levedurad, onde #mram‘aimanmmdaﬁ productes midximas  de
15,8 mg pov wl de meio, mostra-nos gue as smaloves producdes
conseguidas  en FORL fovam 3 vemes menores com ww maximo de
B4 ma pov oml de meio. Entvetanto, sstes autoves conduzivam

o sey estude em Fermentadores com condighes dbiwmas de aeva-



0 & agitacBo, bem como ubtilizandoe um outro meio de cultu-

TR

4.82.4. Produgio de espovos de &, riteyd pelo proges-—

s0 bifdsico

Ma  tabela 8 encontva-se o gquadro de andlise
da wvarifincia referente aos dados de produgio de esporos de
&, riefyy nos difeventes meios no procssso bifdeico de
produg o,

Os dados vefeventes & produglo de espovos de
. rifeyi nos difeventes welos do processe biftasico sncon-
tyam-se na btabela 9 e estlo vepresentados grdflicamente na

Figura &,

Tabela 8 -~ Quadro de andlise da varidncis dos dados de pro-
dugBo de espovos de N, rilfeyi no processo bifd-
sico de produgio

Pyl

.M, ¥ Yy F

Tyatam i e, 08 Fo, 08 BL,08% G, 04779

Rersddu 2 48,16 4,7y

10 4rer 1100 454 S00P UAPN Fune £ROF TAPE G870 SROD 4STE 41D NSNS WSS aEAS ERB) GYES 41FD Aob N6 SIS 00D SS4T 4SUS SOGO G09S 1SS Gueh use EMa 4FEF SNEH €126 O30W B4R AEAE Sed 4R SLEA S4re GHIA 40RD TELO 9100 1908 €RSO SHEH SVES EVES EEA 4E4P BOrs SFSN SiFS AevE 4B

DOV = B, RETY Dados transformados sm raidz de (240,52
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Tabela 9 ~ ProducBo média de esspovos de ¥, rifeyi no pro-

cesso bifdsico de produgfo

000 400 aveD ao1n a4he bars Goma arve srve dere sues 4P0E Srus duty

Medos Froducio de espovos®¥
Médias tansd. HMdédias orviginais

Bat . @, 64 a¥ 115, 34

BFC : 4,@Q8 b L&, 38

DHM.S. 8% = 8§, 40

* Meddias seguidas das mesmas lebtvas nd@o diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

¥pyoducio média de % rvepetifes

Obsevva-se  que soments ocovvew ssporulacio
nos meies de Bat. e BFL. No meio de arvor obssyrvou-se,  ao
‘microscopio, @ formagad de conididforos e de pequena quan-
tidade de esporos & no melo de FL houve somente um vedusideo
crescimento micelial de . rifwgﬁ {Tabela 9).

A comparvacio dos vesultados obbidos pava os
meios onde ocorvew producio de ssporos mostra gue o melo de
Bat . fol significativamente supevior ao de BFC, cow pyodoe
cles  médins de L1%xied gapovos por ml e de 16,38 x 109 gpge

povros respectivamnents .
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Figura 6~ Froducio de espovos de N rileyi nos diferentes

. R4 . ot & ‘
meins do processo bifasico de producio (Xxié).

Analisando a constituicifo dos dois meios ob-
HSEVVACHE  QUE O meio de BFC € mads vico & com uma madioy di-
versidade de nufwientem do que o meio de Bat.. Entretanto,
AG WALOYES prwducﬁmﬁ fovam obtidas no meio de RBat. & n#o no
meio de RFC. Isto pode ter ocovrido devido & dncovporacio
de  alguma substéncia desfavorvavel ao daﬁanvoivimentm £ oes
porulacio  do fungo guando do cozimento da batata com & fa-
rinha de crisalida na glabovacio do meio da BFLC.

f melhor desenvolvimento do fungo no meio de
Eaf. veforga & imporvtdncia do amido soluvel deste tubéreulo
ne  desenvolvimento de & rifeysy . Deste modo € dimportante

gue em estudos de meilos pavra o desenvolvimento de A rileyi
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a batata ou o seuw caldo sedam consldevados. & dmpovifnoia
do  amido de batata, € confivmada por CAMARGD (1984  que
produgiv A rileyd  em meio ldiguido de batata e dexbrose
vertendo @ massa micelial Juntaments com o meio em placas
de BOG, obtendo uma intenss ssporulacio do fungo.

Um  exame micvoscopico feito nos  diferentes

medos durante o desenvolvimento de AN rifesd mostvou o apa-
vecimento  de um sstdglo leveduriforme nos medlos de BFCe FO
ne  primeiro dia apds a inoculaclo sendo que no segundo dia
somente s obsevvou a presencsn de micdlio do fungo. Jd nos
meios de  HBat. e Ar. nHeo ocorveuw o estdgico leveduriforme,
mas  somente o micdlio do fungo. Assim como pava o0s  meios
sOlidos, o estdgio leveduriforme pavece estar associado &
presenca de alguma fonte de nitvogénio, no presents CRs0 R
farinha de ovisdiida.

0 apavecimento dos primeivos conididforos e
gapovos  fol obsevvadeo no 49 dia apds a dinocwlacHo no  melo
de Bat . & no 59 dia pava o meio de BFEG.

Com relago o orescimento micelial notou-se
um maioy  desenvolvimento em BFO em compayacio ao meio de
Bat .. Isto vem a reforgar a hipdtese de gue, apesar do meio
e BFO sery mads vico gm onubvientes propiciando  uam maiov
cresedment o vegetativo, algum Fatov do meio contribuiu para
a inibig8o da ssporulaclo de &, rilsyi.

Utilidzando  S$HMY como meio para a producio de

miceélin de K. riifeyy, HOLDOMN & van de KLASSGHORST (4984,
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inpeulavam o micélio produgido em bagaco de cana-de-aguoar,
ohtende  wma  producio mddia de g, 7xia¥ gaporos por H g de
bagago . Neste sstudo foi feito um teste com a ubtilizacio do
bagago mas somente observou-sg uam leve orescimento mice-
tial. Entretanto, a rompavacio dos vesultados obtidos no
presente  estudo cowm os obtidos sm bagaco mostram-nos que o
bagago Ffoi considevdvelmente mais produbtive do gue o melog

e Bab . e BFC.

AP .5 Teste de patogénicidade cowm esporos de &
rilowy, produzidos nos diferentes meios do
processo bifdsico, inoculados sm lagartas de

8. goemmadtafiy.

O resultados refeventes ao teste de patogé-
nicidade & vivuléneia dos esporos de & rifayid  dinoculados
em lagavias de A, gesmafaiis enconivamese na tabela 1@, &
povoentagem  de movialidade corvigida e acumulads € repre-
sentada graficamente na Figura 7.

Felos rveswltados obsevva-ge que o meilo de
BFC, apesay de wmenos produtivo, fol mais vivulento do gue o

medo de Bab ..



Tabela 46 -~ Tempos letais medianos , em diag, intervalo de
contianga & esaquacio da reta resultantes da ino-
culacBo de lagartas de A. gemswafalis com espo-
vou de A rifesi produridos nos  diferentes

meios do processo bifdsico de produgio.

Meios T Tor. Tloe Eaua. da reta

45 ¥Hss 4BLs JuNG $use €700 VeRs 490N SNeO S1a GREE Besd 2006 Tess Srer E0 S6RS RNLs GiSn FBVH 0RS R4H €008 Bews SMNS AERG Gesy Smih 4004 BIAS FO0A TEeS SOULD SEES S4es AO%e WAee P4 SOBE ©1A S0is S9AF 6PN ORI Weer SINE Sirs msta $ese FIBN G148 WEVs Anes Gums dres Sebe wese

Fat . . % AR 10 16,84 spameedh TG, oo
wre &H,8 S,8-7,4 7.7 Yo 30, 3E+1LH, Blogx

o veo er ovre srae aree 2 4108 G440 B04E NEIS BPes 4TAE 450s BB £4T8 Seey NeRs Eaes B0e S0ts FMIS ANEE GN0R Sdes 4000 S4B Reuw bea CUTR dase IO00 AORS PEAS 4NES Sebe sesb AEAE AESH SACH EASH 4105 0430 CAIF ure ses eaer

& Thop em diag

2+

Como Ja discubtido no itewm 4.8.8., a formagHo
e um estdglio leveduriforme, apesar de vdpido, no meio de
BFD pode  tey conbtribuldo para o aumento da vivuléncia  do
Fungo ewm comparacio ao meio de Bab ..

A s compavavem o resultados aagul obbtidos
com o8 observados no teste com esporos produszidos em meios
sidlidos, am placas de Petvi, nota-se gue os Tlee dos dife-
rentes  btratamentos dos dois bioensaios sBo bastante seme-
Thantes. Entretanto, ao analizavrmos o Theg PARYAR 08 #8POT0s
produridoes em BFC, obsevva-se que este fol consideravelmgn-
b2 dnfevior aos Thgy obtidos com os esporos produnidos nog
meins  solidos, principalmente ewm comparacHo com o €8pOYros
obtidos do meio de FOBA, Esta diferenga ¢ provavelmente de-
wvida B baixa movialidade causadsa por bactévias quando  da

inooulacio das lagartas com os ssporos do meio de BFC. Isto
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pode  ser contivmado enalisando-se a figura 7, onde, para o
tratamento  BFC, a mortalidade total foi de 99 %, Destes 99
% & movtalidade foi maior no &% 70 e 80 dizs apds a ino-

culacgio, com respectivamente de 28, 47 & 29 %,
Porcentagem de mortalidade
¥ == -

00 P—
80 ' e

o IO A
50 .

10— -

o —
104

0

1 : : —
¢ 7 8 9 10
Dias apos Inoculacao

Melos
 —*%—BFC —©-BAT

Figuva 7~ Mortalidade corrigida e acumulada de A. goomata-
}is inoculada com esporos de ¥, rilfsyi produzidos

pelo processo bifdsico de produgio.

Felo discutido fica, povtanto, evidente que
nEo  ocorrew uma diminuicio na virwléncia dos esporos de A
¥ Fey) auando produzidos pelo processo bifdsico aqui testa-
do en relagio ans esporos prmduﬁiddﬁ por outvos métodos por

diferentes auntores.
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4.3, Crescimento € produgio de £, bassiana nos difeven-
tes meios ¢ testes de patogénicidade com os espo-

ros produzidos

4. 3.4, Crescimento vadial & produgfo de esporos de

8. pavsgiana nos diferentes meios sdlidos

O quadros de andlise da varidngia para  as
ohessrvagbes do corescimento vadial de B, bassiasa nos dife-
ventes meilios sncontrame-se nas tabelas 14, 18, 43, 44 & 1%

respectivanents  pora o 29 30, 48, BO o O din apas a inoe

culagio.

Tabela ii-Guadro de andlise da varvifincia pavra as obssrva-
pies relativas ao orescimento rvadial de £ Hag-
siana nos diferentes meios solidos no 29 dia apds

a inoculacio.

0oy, 6oL 8.Q. Q.M. F Pyob.» ¥

eis nia Sems mass 4416 aten Grie STV Hiaw BATE 4INS E00 Rnt Bny B0st Bins Siwe dbvn SUSL S0s ESs A0S 41E 4404 406 BrSe SOSD GAEG S04D 4R SUND SASE 44K S4vb SATE S4B Serh S1Ns S0b¢ FEID Eves deen deve $FAF emee HE AING Sora 0SS Gt9d Bire ENSL HAEC Fere Yers 4res dens Thee Seve

Mesi o 3 18,97 4,38 19,74 @ . 0066]
el du 34 ¥, 8 &, P

B, 85

LoV w8 ARY
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Tabela 48~ Quadro de andlise da varifincia pava as obsevva-
gies relativas ao crescimento radial de #». bHas-
siana nos difeventes meios sdlidos no 39 dia

aptis a inoculagBo.

Lo L0 W 5.4 .M. F Frob.y F

5 008 Naes 4405 F0U8 AING 20N RSN @Ees SHES 4246 F008 NaSh STUH 4NFD 226 FLES S4vS A0VE GONE UEEE TUSE 4TCT SACH SAEU KNS G0VA TS NANE SeFS €186 SALD 459D S40P $HSD SF0R FEIE Sure FEIN SEG RIS GG Sny S0S4 G4RE AUR) SUTS GTLO NEM UBEE SbeS SMV GEir SrE

Medos 3 &, 44 24,48 DL AR &, 000014
Reastdun 34 Y &, B

ank $40s $one gusa qaE Hibe 4024 mbes Bebe o0t atup

Total

e s o et s £ 2 28 e v p 408 10 13 A e 0 10 S 5 s S8 S e e S8 0 45 8 At 20 s e s S0 5 s e
Wy oy
VAo a 1

4 411 eere Gees NEIS aLEe SAE) S4B URED Rise SPRe SNN G4NS HFVS 4908 Seer FOOP 1ee Ssws S0er 444D BB NETS AESH SATS G0AE D408 A4 005 ANDI SETE S4er Gded SBME TAEA OELa Sebq APea Soen $eed €S SUSE Seve $300 WSS 4BIE Gaks 2vED fuse SOTE BETE IS GBI Fens TN doeu Sere

0o w4 B68

Tabela 43 ~Quadro de andlise da varifdncia para as obssvrva-
gles relabtivas ao crescimento vadial de & Hag-
siana nos diterentes meios sdlidos no 49 dia apds

R inoculagHo.

4 $500 £a00 0488 Cxos Baus Ten FOIB NSO FRUE SUve SUAD 4D Gerd ede Bea BUSE S00 RES SHES Gued SEin Arie Geds SBIF SRS SUBD €149 PSE SAR4 Sr4u Sris AOUS EMD SSED UEL S04S PO4D MEVE OO GFEY ACE 404R FEOY G40k 2008 Biss SHew Sesd STED ANIE GNeR FAea SHOL SECH 0ebe Suse

.M. S Fryabh . F

WESe $104 3EAD Abts @1et $PrD 9050 VI ENB4 GEIR SRIR GE1n Skep S4Ep 4210 SAwe dees $4S1 GNib SEe Sons SAEB MBus GUEE SEES REH MORE S04s 4646 Sese Wivs

Hedos 3 ga,.e 34 .48 Fé,a8 0. 00001
Residuo e IR B, 44
Total 39 T09,44

4000 sh0e Bars Sabs S408 wmee Sere Tee Sera SerR OTES 49EF SRR ERAE G4t SOE Gate €re NS Sork SEAD S4B €BN EE0 BaNs SeEn Sers feud $008 GORS WUFS POD SRLA B004 SReD TRSH

CLVL w4, 0568



Tabela 14 ~Quadro o

cies vela

HIRAa nos

a lnoculag

oy
ad

3b

Meldos
Residuo

39

3,614

4ARS nren anes 45sm west sore sise 40es 4ire sarn aber SOr Sars 0

B

¢ andlise da varifincia para as obsevva-

tivas ao crescimento vadilial de £, Hag-

difeventes meios sdlidos no 59 dia apds

B0 .

5.4. .M. ¥ Fyob . ¥ F

LA, 9% S, AR 9H,45 0. 00001
oo, B? &, 58

igs, 88

46 4340 0416 4200 Ss4p 4RI Sh0s wEwa shia Sere BO4E CEUH NOSH ANIE 4UFM GTRE ERMS VRS SReb SR AU SAFE OEQ SRRE MRV Srbe 4t

Tabela 45 ~ Quadreo de andiise da varifincia para as observa-
¢ctes velativas a0 crescimento radial de & Has-
siana nos diferentes meios sdlidos no Y9 dia
apde n inoculagBo.

ooy 4.6, 8.4, oM. + Froab .y F
It BEG, a9 804,348 85,460 6,00001
S 3% ,47 &, 98

Total 28 .57

TRt . o . o v e e et e

Ma ta

crescimento radiail

1idos, sandn gqus @

]

na figuvras 8. & Figur

em cada uw dos

bela 14 encontyame-ae dados médiog do

4

de 8. bassiana diferentes meios sd-

nos
vepresentacBo avdfica destes dados ssta

a 9 mostra o orescimento de 8 bassiana

weEd o,
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Tabela 416~ Dados médios do covescimento radial, (mmy, de 5.
Hawsiana em diferentes meios de cultura sdlidos

e em difeventes dias apds a inoculacBo.

v @ dnoculagio
b V)

Medons i 3

#518 wmoy TON Guih sern Heen ANb wen Gs KOL SAND SAAR fite $EUW VHIE 4408 Heeb 4N H4u FUIS Smit ovme

FORa 5, Gpa¥ 14,188 16, 19 Ba, fhn B9, 18
B 5, bé&n 19, 30k L5, B2ob 4., B2oh R4, 180
BFCH 4,780 8,900 13, 93¢ 19, 6% 23, 4%be
PG 4, 1ébe 7, 85d 13, 98¢

ats abv 2ens ovee o

Ji,om &

8, 86

TreiER 0, 696 B, 90606 4. 44is

* pMéddins seguidas das mesmas letvas nas colunas nfo ditevem
entve i pelo teste de Tukey ao nivel de 4% de probabili-
dade .

Assim os meios de FOBA & BDA apvesentavam um
maior cvescimento vadial das colbnias de & bassiana em ve-
TncHo aos medios de SFCA & PFCA (Tabela 46).

Compavando-se o meio de FORA com o de BA
pode-ae obsevrvar que o melo de FUBA apressntou, a pariiv do
a9 dhin apde a inoculagHo, um cvescimento radial significa-
tivamente supevior, Bata diferenga am velagio ao mels de
BOA pods ey ooovrido poy osev FOBA mads vico sm nutvientes,
principalmente  em nitrogénio. 4 dmportincia da pressnen de
uma Fonte de nidtvogénio pava o védpido desenvolvimento mi-

celial de B, Bagwiang fol confiveado por SHMITH &  GRULA
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(1981) ewm meio liguido. Festes autores também constatavam a
importéncia de uma fonte de carvbono e energia, representada
nestes meios pelo amido gque estava presente 8m WaIOVES Con-
centraghes nos meios de BIDA e FOBRA, sendo assim, provavel-
mente  um dos fatores que contvibuivam para um  crescimento
@

significativamente maior destes dois meios em relacgio a HF-

CA o PReS.

CRESG. (mm)

DIAS APOS A INOCULACAD

| TRATAMENTOS
FCBA PFCA SFCA BDA

Figura 8 - Crescimento radial (mm} de P, bHassiana nos dife-

rentes meios de cultura



Sobrenadante

de
F. Crisilida

TRAT 2
Precipitad

de
F.Crisalida

Figura 9 - [esenvolvimento de 8. bpassiana em diferentes

meios de cultura no 79 dia apds a inoculaglo.

Ainda, com relacio ao meio de FORA, as coldH-

apresentaram um crescimento vadial gue

variow de ifmm oa 3Pmm no peviodo de 3 oa 7 dias apds a ino-

culagio.

AT CASEY Yy os gquais, no entanto, wibilizarvam a Favinha de
crisalida a 3 % sem a adigfo de batata.

1 gquadro de analise de varidncia para os da-
dos  de  producio de esporos de £ Aagsiana nog  diferentes
meios solidos encontra-se na tabela 17

A producio média de esporos em cada um  dos
difeventes trvatamentos encontva-se na tabela 8 & estdo

araficamente vepresentados na flogura 1@



Tabela 47 -

cles velativas & producho de ssporvos de 8.

FIANE NOs

Meios 3
Feaiduo

210 S804 G040 B2L4 KNP BRIE WTIL Gira BaRs a41e 400 Teen €IS YOS SRS dbue were S1aw dhin dSbe WESE

Tabela 18- Produgio

tes meios

Medios
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PROD. DE EBPOROS

g7

Figura 1¢ - Produgio média de esporvos de B, passiana nos

meios solidos (x 107 esporos Sml?.

0 meio de FCBA, que apresentou o maior cres-
cimento radial, nﬁm foi o que propiciouw & maior producio de
gapoves, observada no mﬁim de BDA com uma produgio 47,4 %
supevior & obtida em FCORA, apesar de o meio de BDA apresen-
tar  wma menor concentragio de nitrogénio do que a do meio
de FCRa (Figura 1€é). Esta ﬁainr produgio de espovos pode
estar  corvelacionada com uma resposta de sohvevivéncia de
B o bagsiana quando os niveils de nitrogénio estio abaixo dos
niveis sabtisfatorios. Bsta vesposta & sobrevivéncia foi
também sugevida pov CAMPRELL &f alri (4978) gue estudavram o
crescimento e & espovulacio de . fassiana  em MELOS  Con-

tendo diferentes tipos de aminodcidos. Estes autores suge-
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rem  também que as fontes de nitrvogdnio dmporiantes para o
crescimento  micelial podem nHo ser necessaviamente  também
sficientes pars s espovulacfo do Ffungo. Provavelmsnte este

tato pode bter ocovvido no desenvolvimento de 8. Sassiana

ewm FOBRS, gque, apesay de apresentay o melhor  orescimento
micelial, nfo propicion as melhoves productes de saporos.
Comparando-se 5  produclo de ssporos de 8.

baessigaa nos meios de PFRFCAS & SF0H com o de FOBS, observa-se

LT para este dltimo as produgtes foram superioress & sig-

cionada com 8 presenga do amido de batata no meio de FORA,
confivmande a dmpovitdncisa deste nutrvients nfo 89 na espovua-
laglo do fungo mas tambdm no sew desenvolvimento vegetatbi-
WO

A e comparar 0% resultados obtidos neste
estudo com 08 de outros awtorves, observa-se que os melos de
BhA & FORA propovoionavam maioves produgdes do que as obti-
das  por NAHAS & ARAT (49873, onde os melhorves meios para a
gasporulacgio de B Hassians Foram favelo de trigo, Fonte-
corve e farinha de crisdlida com producles, pava uma  dArea
de 7 oom o de difimetvo, respectivaments de  13,44; 14,34 & 4,6
¥ 467 gaporos. Se  forem extvapoladas as produgdHes abtingi-
dos neste estudo pava uma ifgual drea , obteviamos producdes
de 88,47 47,96 9,99 & 9,93 % 107 paporos, respectivamen—

te, pava BOG, FOBA, PFOA = BFCA.



B

Fava o medo de BO6, TONET & REIS (4979 oab-—

i

servaram  produclies de ¥49,%i87 esporos por civouleo de 4358mm
de  didmetvo, o gue davia, pava um oivoulo de 1%mm, 99,2

R0 suppovos,  sendo esta producio dnferdior & obiida neste

esbude para o mesmo melo. Estes awlores observaram sy o
meio  de  semolina-agar o melhoy para a esporwiaclo  de B
bassrans com 556, Snie’ guporos pov civowlo de 1% mm de dif-
metvo, produeiio bestante superiov aos melhoves melos  squi
testados.  Por outve lado, GOETTEL (19843} obteve producfes
intevioves s obsevvadase parva aualauer um dos meios testa-
dos neste estudo. Jd FOGAL o6& alfiy (1986 ¢ ALVES & PFEREIRA
(A98%)y, ubtilizando vespeotivamente Farelo de tvigeo & arvos,
obtiveram producbes de 4,5 a 5,7 » 0% & &,46 x 18¥ ssporos
pov grama de medlo vespechivamente. & comparvacio com os ve-
sultados  aqui  obtidos Fies diddeil pois neste sstudo as

produgfes de esporos Foram expressas por aren.

4.3.7. Teste de patogénicidade com 08 espovos de £,
bassians produzlidos nos diferventes meios so-

lidos.

4.3.2.4. Teste de patogdnicidade utilixandq

operdvias de . sagvissima.



O vesultados referentes &  dnoculacRo de
pprerdarians  de & sasvississ com esporos de B, passiana ene
contvam-se na btabela 4% & figurs 11

Felos  rvesultados, obssvva-ge gque o meio de
SFCA Ffol o que produsie seporvos mais vivealentos com um Thyg
de 4,8 dins, consideravelmente inferior aos outros  melos.
Entretanto, ao analizarmos 0 Thop obsevrvamos que 05 @8poros
prmdumiﬁmﬁ en FORA fovam oz maie vivulentos com $3,68 dias,
valey bastante inferior ao dos esporos dog oubvos meios.

s resuliados aqui obsevvados estlo de acor-
do com os obbtidos por ALVES @f alfii (4988), que observaram
um Theg gus variow de 7,4 a &,7 dias para difeventes isola-
dos  de & basyiascs aplicados em igual dose & aqui ubilisza-
da, atvavéds da mesma metodologiz de inoculagio.

Entretanto, STIWAD «f aliy (4288 obbiveram
Thmg aue variaram de 7,2 a 13,8 dias, para a inoculagio de
diferentes dsolados de £, dzsgisng w 8. broagriasréii, re-
gultados maioves do gue os obsevvados no pressnte  sstudo,
provavelmente devido a2 ubtilizacHo de uma dose menor & igual

. b .
a L oM 19 ssporos por oml,
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Tabela 19~ Tempos latais medianos, intervvalos de contianga

¢ equacio da reta rvesultantes da inoculagfo de

&, SREVISSIME com esporos de B, bassiany produ-

zidos nos diferentes meios solidos.

Meios Tl 1.0, TLoe™ Equa. da reta

FLORA &, S.bh6,8 13,63 Y=£,6 + 3,75 logX
BLA 7.9 A8, 4 17,81 Y=1,8 + 3,6 logX
FFGA ., e S,4J§,5 23,7 Y=,1 + 3,0 logX
SECA 4,9 3,7-6,8 19,08 Y=3,6 + 2,1 logX

S40% 4001 000 Coes S04 Sut BB S4s S0E P04D U0s eed SAE Sees Sen G040 SHes Ges SEEE GELS Sedk S04 A40) BN 4448 S40s RS Bes pes S3es Tesn Bewd Getn Siie Gere shen Bain PN Sk Yesb Geet BEIH SOk beTh Set GBI Fier Fers em0 SmRS SHIh YOS OIS PSS Bebs Gebe fvee S48 Pebe

¥ om dias.

0 Porc. de mortalidade

80

3 4 & 6 7 8 9 10 1 12 1 14 16
Dias apos a Inoculacao

Msioa
——FCBA —+—BDA —*PFCA = SFCA

Figura 11 ~Forcentagem de mortalidade corrigida e acumulada
de opevarias de 5. sagvississ inoculadas com 8.

bassrana.



Nota-se, portanto, gue ot weios agul testa-
dos para 3 produclo de B Passiasaa ndo altevaram a virulén-
cin  dos esspovos guando dnocwlados em opevdavias de § L saee
vIsEima,

Com relagio & wmovialidade obsevvada o meio
de FORA foi onde ocovvew uma maior movialidade com um total
de 88 %, sendo que desse total ¥¢ ¥ das opevarias movveram
atd ao PP dia apds a dinoculagBo. Parva todos os tratamentos
o maior ndmevo de Tormigas movtas foi obsevvado entre o 49
2 0 &% dia apds a dinoculagio com 48 X, 58 ¥, 36 ¥ & 28 ¥ de

movialidade, rvespectivaments, para SFOA, FORG, BOA o FFOA.

4.3.8. 8, Teste de patogénicidade utilizando

lagarias de 0. sacchbaralis.

D resultados referentes 2 movialidade de
lagavitas de 0. sacckarafis inoculadas com esporvos de B
hagsgiang produridos nos difeventes melos sdlidos sncontyam-
se na tabela 89, sendo graficamentse representados na Figura

18
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Tabela 2@~ Tempos letais medianos, intervalos de confianga
& equacio da reta resuwltantes da inoculacHo de
lagartas de R macrcharalis com esporos de £
bagsiana produzidos nos diferentes meios sdli-

dog |

40 0480 8480 Grs wEsh duon Sese mens Bams 4044 W68 2408 4ss Sade NeNe E0R4 G4 Sree FE4D SOUF PIb SNra SEQ SAN4 $ads Foes ONS SIES G586 Stes Sees ANAL BIe SRS 4ET6 €ING HEET WICG VENP G4EP SE40 Dust oea? SERE NTAD CO4R 440F $OIE HEae S433 aVeE TN SOYA NIV CETY AUES DeNs sire wase

Boun. da vrebta

Medos Thoge® 1.¢. Thop™

10 4000 8004 duce sese gase tnnt mors sebe REIR USS 44D Sr1S WETR A0 arm 45un SEL 1630 Bews Guve Gaek exre sbe atve SOND SIS Gese SEE BRR Gens pare aen bes boep €a4r Gebe aoun Sura Saad tase Bere Smbs ars Wr xre aves S01a 4008 200V bire Eare Usas sers aver sran

FLES 2,3 S A9, 30 14,47 Yud @8 + 3, 8logX

.,

BD& 7.8 & TG, a5 i, 89 Yo, 8 o+ 3, 161o9X
BECH 18,4 @,8-4040,6 G, 49 Yl 3o+ 2,0 ogX

HFOA 14,8 11,7-06,% 47,87 Y, 8o+ @, 470X

4a 0350 4020 4se 400 aEa Suas nin 44Ne EERS Oras 00

s espovos  produzidos nos meios de Bl e
FORA  Foram os mais vivulentos, apresentando o menores
Thisg & Thoe dguais & 7,8 e 8,3 dias, respectivamente. Nota-

HE que 08 esporoes produzidos sm FORA, aps e apresenta-

vew  um Thep waior em velaglo aos produzidos em BDA, n¥Ho
mostraram  umn gqueds velesvante na vivulénods sendo mads vi-
vilentos guando analisamos o Thog.

Foy  oputro  lado, oz sasporos produzidos nos
medlos de PFCA ¢ SFCS mostyavam-se menos viralentos apresen-
tando  wuma gqueda considerivel sm velagdo ans oubtvos dols
meios.,  HDevido & esta diferengs acentuada entyve FORBA & os
outvos  dois meios b base de farinha de crisdlida, pode-se
levantar a hipdtese de que o amido soldvel de batats ou &

sun  dintevaclo com outvos nubvientes do medo avmentow a vi-
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ruléncia dos esporos produzidos em FCRBA & em BIA em velagio

ans outros dois MEeLos .

Porc. de mortalidade
100

80

o i 1 ] 3 1 ] I 1 1 ] ]

3 4 &6 6 7 &8 9 10 1 127 1B 14 6 16
Dias apos & inoculacao

Meloa
——BDA —+—FCBA —* PFCA —= SFCA

Figura 12~ Forcentagem de mortalidade corrvigida e acumulada
de lagartas de & sacokaralrs inoculadas com es—

povos de B, bassiana.

Felos dados da fligura 14 pode-se deduzir que
as malaorves porcentagens de mortalidade otovveram para todos
os  meios entre o 50 g op 89 dia apods o inoculagio. A morta-
lidade total corvigida e acumulada foi baixa pava todos 05
tratamentos varviando de 856 a2 80%.

Comparando-~se 0% dados de ThL obtidos neste

estudo  com os observados pov S508A GOWMEZ (4999 na inocula-



2ot

cHo  de lagarias de O saocckaralis, sota-se que ndo ocovrew
uma  variangio aprecidvel, meswo considevando que este autor
3

ubilizouw ume dosagem de 2,7 x i@b Faporos por ml, bastante

suPpevior A oaqul usada bewm como dsolados difeventes.

4. 3.5, Durva de crescimento e producBo de matdvia
s8eca de . bassiany produrida em difeventes

meios liquidos .

0 guadvo de andlise da varifincia para as ob-
[ - - A ol [ +
pervagides relativas & producio de maldéria seca encontra-se

na tabela 81

Tabela 24 ~ andlise da wvavifincia pava as observagBes de
produgio de matdria seca de P Ppassians ewm
metos 1iguidos.

(v mbe S804 sn4s 41ee SDI8 4404 bes duey SHAS €354 E4PE SENE ONPR A1S NeVs bede wbvs SU8S 6NN 050 MRS OE4S S084 vte dvee SOVE GRer R4 DRSS SANG SRS SN fras SN0 SUFS S04t AGa MG 040K 4308 GPET Sdbe TORO CmEE VLS Pad SEIE VeSS Se03 BE0C o case eone

3.4 Q.M. F y ¥

1005 00 1903 48TF 2000 4908 G000 H0rp WEND S4TE GESH 4GS 506 Unew S PANS TRIR BFSE TAUD RADE BEI) feek SUES vANY SEAE ATes VIS GHES TAN GGIN SE40 Bius eved RAPE S43 S008 FTe SEAP AIB S4IE 440 S8y

Medios i D,0471 @,04174 HFE PG %, dpHi
Nine & @, 00604 & . o908 3,064 #h,011@
Resddun &2 @, 0018 @, 00008%

Total &Y 1,738,838

0100 4ans axae 0se be ¢hee mse BIN Sous @4es Gey SRes FOTY FIMO Seur BiNe srba SIS THS SIEe Poes SERe A1RO S aie aree sree euve ave: a0 onb orin asas eme wien

ALV I It 515 T 4 Dados transfovmados em raiy (x+106:
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(s dados rveferentes & producho de mateéria
@O ® R ourva de orescimento de £ Sassiansy nos meios  de
FORL & BD encontram-se respectivamente na tabela ﬂﬁ & Figu-
@ 43,
Tabela 28 -~ Froducho wmédia de matéria séca de 2. bassiana

em meios liguidos.

flins de matdria

e $rme 4ose 4518 4u2e eres Sive Besu SuCK Sru FADS ISP S0 SN FAM GHES doet 410 Sedn Bre $EAD EINA 408 SASS SASH ONS GOre Suss BeLe SA SLs HeUE VENO Se1D thev

Bapos B Medos

inooulag He

4488 10 0401 Gars 4149 SINT SUID Basw abes BEEe Bees GLE €RPS Ees SaeR Sa4s B4e 433D Shae S04y 4400 ORIA SAED 4UA4 TR S430 AR PR SUPO ANEE SBIM DIV ST €14 4PAe Sere VARG

4 19,0087 ¥ GNEE wan o 10,014 a¥¥ p¥WE pan g
) 19,98% bhe = TR, 19,816 Ia 37,9
& 19. 644 abo  a B, 4 10,047 a i J4ap .9
¥ 19,048 abo =a Qhd b 10,844 a b gspa, 7
£ 19,050 ab A Laas, 4 10,0414 a b BEE Y
@ 19,933 a a 16964, 4 18,914 =a y) pEe., v
i 19, 0%¢ ab ® i@, 16,014 a by SEE, O

@ 4754 1OTO GA8 4303 G110 SAY B1FS ATRA Sove GED HANN GUD ESuD NORE 0S4 GIUS 4RED TAL4 GPEY SEIE GGRN SOED 4408 SEaE SEIF SIS PECH €140 4150 P4 A4DO S0TO S6rP S40k Watw 4IRS Bimw F0d0 JVR RERS HIGR AFVA WEAR 404N WL B40R eare S20R PER Bare

,K.

&

Mddia de 9% vepeticfes em mg de matédria sfon.
XU Mbdias seguidas da mesma letra nfo difevem entre si pe
teate de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade pava di
dentyo de medos. DM 8, 1% = & @aL4i87

1o

B

HAF Miding seguidas das mesmas letvas nHo diferem entve si

pelo teste de Tukey ao nivel de 4% de probabilidade pa-
ra meins dentro de dias. DOM.S. 1% = @,o849
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Masea fungtlos (mg)
1200

1000

800 -

600

400

200 -

8 7
Dias spos a inoculacao

MEIOS
FcBL Nsp

Figura 13 ~Producio de matéria séca (mg) 2 curva de cresci-

mento de B, bassiana em meio liquido.

An compararen-se as producdHes de matéria se-
e nos dois melios observa-se gque FOBL foi sempre mais pro-
dutiveo do que BD, sendo a msailor producio de FOBL 3,1 venress
superior f maioy produgio de BID.

Assim como no #studo de ovescimento de &
rifeyi, a maiov diversidade ¢ vigueza de nubtrientes no meio
FORL em velagdo ao de B, principalmente a maiov concentra-
R0 de nitvogénio, propiciaram wn maioy ocrescimento mice-
1iml de £, pasviana em meio Tiauido. A dimpovrtdncia de uma
Fonte de N pava o desenvolvimento de £, ﬁ&ﬁﬁi&né foi  cone

Fivrmada poy SMITH & GROLA (49813, os guais observaram i ag-



dlise  das cdlulas guando este elemento nio estd presente.
BIDOOHKA  wf afisd (4987) confivmaram também n  dwmporvitiincia
deste sglemento,

s

e vesultados obtidos neste estudo codnciden
com 0% obsevvados no dtem 4.3.4., onde o Fungo aloangouw o
maioy ovescimento radial ou vegetativo no meio de FORA

Obseyrva-se também que pava o meio de FOBL o
pico  na produgio de matdrin s#ca ocovrveuw no 99 dia apds  a
inpewlagBo  com $064,4 mg ouw 7,9 mg por ml de welo (Figuva
13, Entretanto, sste resultado nfo diferiv sstatisticamen-
te da producBo aos &, 7, 8 & 19 dias.

For oubvo lado, para o meio de BD nio se ob-
seyvow  diferenga estatistica para a produglo de massa fuin-
gica em nenhum dos dias testados. Entretanto, as maiorves
produgtes fovam atingidas no 69 dia apds a inoculagfo, com
ama produscHo média de 342 mg ow 2,28 wmg poy ml de medo.

A compavacBo dog vesultados observados neste
gutudo  com oz de oubtvos avtoves para n oproducio de  masss
Mingica de B bassiang ndo nos pavece conftidvel no sentido
e ogue nn madorvia dos tvabalhos vealdzados o principal ob-
djetiveo  Ffoi o de se testarem vdrvias fontes de nubvientes
dentvo de grupos como cavbodidratos, aminofcidos e peptonas.

Assim, o meio de FOBL & mais produbtive  do
gue o de BD, devendo tey preferénoia num processo de produ-
cHEo  bitdsico para o ovescimento da wmasss: micelial de &,

Sassianag em melo ligquido.
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4.3 .4, Produclio de espovos de B, bassiana pelo pro-

cessd bifasico

9 quadreo de andlisze da vavifnocia para as ob-
r oaq ov 8 3 0sn 208 Sk gry gee § g oy 4o K . 8. . 1y oy At gen ary o - =] .> a0g ovs gts oF dur e b v pre gin W)
servasdes de produgdo de sspovos de F bassiansg nos  odfee
ventes medos sdlidos do processo bifdsico encontram-ss  na

tabela A3

Tabela B3~ Ouadro de andlise da varifncia dos dados de pro-
dugio de esporos de £ bassians no processo bi-

faaico de producio.

. . e
.M. ¥ >y F

T g P Totpe

oo,

Medos 3 2, 6668 B, 88HY He,9 4 9, 04001
Fesddun ib &, Bare G, 0148

e mess oHe 419 F1%e teee

LV, = 4,78

0440 650w FaSY E7cs RERa KTRS KR ONER HUN) QUIF DI NENY AESO DT BAGF PESS S044 SEHS BIE Siun H1FS 400 TUAL GNP 1548 CADR UAVS 4043 Ate SRS BARL H1SE ABEE S44k duva wuve sevh SNAR 4306 ARAD 8409 S4re 4NNE sher SEv

A comparagio das médias obtidas para cada um
dos tratamentos faz parte da tabela 24, sendo os dados gra-
fioaments representados nan Flaguva f4.

Pode-se  obsevvay que o melhor meio foi o de
O, seguido do de arv., Bat. & BFD, com produgBes wmddias de

.6 n B, P o® XX SHPOVOS POy grvamnn de melio.
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Tabela 24 - PFroduclo média de esspovos de B, passiana em di-
terentes substratos no processo «de produg8o bhi-

tasico. \

av € EEeR EiE orn S2ss Beve Gbem Gube baRe Bive Gbes Bams Sibe cass Bews $Es Aeds $iNN EORE 8RS OBIS 4P ers 1ass guss mses Sees avve epen sise tas re asae weae vase o n fers ebee vEse S0ss eras aske 4ESR 4ben SASE 44%e TORE bate ainp eebs

PFroducio de szporos

e o 2ot 1000 wuus ooun see sore orre

tyanst. Méd

oL . POy g de meio
5 3 3 96

Med o

18 148 61a6 BILE 4000 45D Suru arae 4459 SIS SOUN S1OS Sues GOHS 0SS b4l SaBE PUES Shve Sege GENS GUed TINS Ghna BMSb SFOD GFTS GBNS SPIS GSUS 4N €104 GRS THES 14TH GaiS gaes FEIS EIED SNO 4h0s HOTA SAVE BB SN BiOW aras bers

F 2,004 pWENE

pc)
~

$ 64 5,8
air 1, BR8 b B, BEE @, e
Bat . 1,569 bo 1,974 B,
BFE 1, 4RY o ' i, 560 L. 6

oo o o core

iXx

noM.5. &, Beehn

¥ Mgdias tvansfovmadas em raizix + 2%

R ow ie¥sml

WX o x 1p¥

XX mdding segwidas das mesmas letras nfo diferem entre si
pelo teste de Tukey 2o nfvel de 1% de probabilidade.

fs madioves sspovulagtes de £ dassiana em FO
ocovveram, provavelimente, devido % maior diversidade de nu-
trientes neste meio ¢ também em fungfo dos madloves teoves
de nitvogénio. Entretanto, o maioyr orescimento micelial no
895 8% e 49 dine Yol obsevvado, a olho ny em ovdem decves-
cente nos meios de Hét., BFC, é&v. e FO. BEets fol justamente
# ordem inversa das maloves producfes de esporos. Cowmo  Ja
digoutido no item 4.83.4 ., 2 elevada producio de sapovos po-

e estar relacionada com 2 falts de alagum nubvientes, obvie ——



i9i

gando o fungo a maioves producdes como forma de garvantirv a
sua  sobrevivéncia, principalmente no caso do nitvogénio.
Entretanto, iﬁtm parece #R0 se aplicar no presente caso pa-
ra  este nutviente, uma ver gque o meio de FOC & rigo neste

elemento.

Producao de esporos

../'

Bat. BFC FC
Melos de cultura

Figura i4 - PFroduclo de egporos de £, Hassiana nos diferen-

tes meios do processo bifasico de producio.

Portanto algum outyo fator ndo identificado
deve esstra influindo no aumento . de esporulacio, apesar de
ey ocovvido menor crescimento micelial. Deste modo, estu-

dos  deven sery efetuados no sentido de se ssclarecer  quals



o8 mecanismos  Fisioldgicos envolvidos neste processo.
S0 se conpavaremn os vesultados obtidos neste se-

tudo com o8 v

o~

2latados poy ALVES & FﬁREIRﬁ CA9EYy, pode-ge
ohsevvar gue as productiss em avvor @mwvegmndm o metodo das
bandeins foram de 6,16 x 167 SEROVOE POy grama de medo, 4,8
veres  superiores s observadas pava o melhor meio testado
FG, com 5,2 x 167 sspovos por grams de meio, & 8,8 vezes
superiores ao 89 melhor, av. com #,8 x i8Y esporos por gra-
ma  de meio. Estas diferencas devemn-se, provavelments, aos
difeventes dsolados uwtilizados bem como hs  condicBes de
cultive do fungo no mdétodo daz bandedas onde as  condigfes
de avedamento sfo provavelmente melhoves. Portanto uma com-
paracio ssgura entve estes dois meios, FO e Ay, deveria ser
feita pelo mdbtodo des bandedas wma ver que o meio de PO
aldm de mais produtiveo € tambdm economicamente male vidvel.

& comparagio dos vesultados em FO ocom oz ob-
tidos por THOMAB «f afis (i987), utilizando medlo 1iauido,
mostvram-nos que a2 producio de saporos por owml o de medio foi 46
veres interior & de FOC por grama de meio. fs produgdes con-
seguidas  por ROMBACH (1989 em wmeio liquido, 73-47¢ x 166
gaporos pov sl foram tambédm menoves do gue as de £ dassiae
i oem PO

Considevando  gue o meio de FOC o propiciow
mapiores producles de esporos do gue os oubtros meios testa-
dog, & principalmente, gue seu custo & sconomicaments wmais

winvel, BLAY BT E-HBE, num método de produgio bitdsico de 8.
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optay pelo uso deste meio de cultura principale

meEnte em programnas de produg #n em lav ga escala.

OPevArLag

cont yam-se

Tabela B~

bors aaa tase sae suse snne o

Teste de patogénicidade com o8 espovos de 8.

bassiana produzidos pelo processo bifasico.

4.3.5. 4. Teste de patogénicidade utilizando

operarias de ¥, sasvissima.

O vesultados veferentes & inoculagieo de

de 8. wasvisslian com sspovos Jde B Hassiass 8o

na {tabels £% e Yigura 15,

Tempos letais medianos, intervalos de confianga

e edquagho da reta  resultantes da inoculagio de

. sasvissima com espovos de &£ bassiana produ-

zidos pelo processo bifdsico.

ThoaX Eagua. da rets
P

o, F sprmf B QL e

15,8 g, B, Rlogx

wamft e S na

b, P, B i hHtd, Blogx

06§46 asae wons sees bau 4R4p 4ara 4960 RS S06S SEUS Bess SOFL BIve ese Je0E FIE GENE E0NS ASie SIND FTET GSET 4SYE SNES SOED STFS SHAS AO4E SIS SUIS WavE SIS Beh SEE EUD SNSH SebP 0ve BEns
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104
" Porc. de mortalidade

o 1 () i i /] ] 1 1 1] [ 1

3 4 & 6 7 8 ) 10 1 12 18 14 16
Dias apos a inoculacao

Melos de producao
——Bat. —+—BFC ——Ar. —S-FC

Figura 1% ~Porcentagem de movtalidade covrigida e acumulada
de operavias de 5. gasvissima inoculadas com es—

povos de B, bassiana.

'
i

ﬁfrmvéﬁ da andlise dos resultados obsevvamos
gque o meios de BFC e FO Forawm os que produzivam esporos
mais  virwlentos com Tl de 6,8 & 6,4 dias, respectiva-
ments . Ao considevarmos em conjunto o Theg & o Thoea, o0s
wedios de FDoe BFC Yoram tambem os mais vivulentos com 12,895
g 15,8 dias, rvespectivamente . Assim, os melos confecciona-
dos com o Favinha de crisdlida fovam considevavelmente mais
virvulentns do que os outros dois meios. Deste modo, a ubi-
Jizagio de Yarinha de oriedlida em meios de cultura pava £

bassiana ndo diminuwi a vivuléncia dos espovos mas, ao con-
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trdrio, oconfovrme obssrvou-ss houve wes incremento na vivoe
T8nein .

Ao e oompavray o reswltados obiidos neste
gatuda  com os de ALVES «f alid (1988) & os de STIMalL a8
FELE (4982 contivma~-se que o ueo da favinhs de  orisdlidida
ndag alterow a viruléncia dos esporvos produsidos.

Também » compavagio dos resultados da inocu-
lagio de esporos de £ fassianag produgidos em  FOHEA nos
meios sdlidos & produsidos sm BFC no processo bifdsico com
o resuliades observados da dnoculagio dos esporos dos oue
tras meios, btanto sdlidos como no wmétodo bifdsico, eviden—
ciarvam que os melos onde se utilizou a Favinhs de crisalida
foram maies virvulentos,

A maiov movialidade ovorveuw para todos  os
tyatamentos  entre o 4Y & o B8 dia apds a inoculaclo & va-
riouw 48 ¥ oa &6%, sendo as maioves movtalidades  provocadas

pelos meios de BFE & FU (Figura 5.

4.3.5.2. Teste de patogénicidade utilizando

lagartas de 8. waccharalis.

e rvesultados rveferentes & mortalidade de
Tagarvtas de & sacssaralis dnoculadas com gsporos  de £
Sassianag  produsidos nos diferentes meios no processo bifde
sico  encontram-se na tabela 84 estando graticaments repvre-

sentados na figura 14,
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Tabela £é~ Tempos letais mediamos, intervalos de confianga
¢ equacho da reta resultantes da inoculacHo de
lagartas .de . wacckaralis com gsporos de 8.
bawgiana produzidos nog diferentes meios no pro-

cessn bifdsico de producio.

400 102 G291 0RID G280 GATH GNED SUEO O0uE G204 G0ND G4 UG 1SU GAbe Seoq WU HOOP B44S GAE Abeg Sava KIVE ING FEie §RSO HPSR ISV 4478 BIAS 418 S04 H0m0 €400 4CRE G0SS FALG AUSS S04 CL0h 4USH AR4S 40N Sren FAH 4OTH AOS Saa Avrs

Medos ThLigg™ i)

e Foua . da veba

970 4448 10 S4IN €E0d Woen GATE M0ES 4335 A0SR GrnS S40% GRew vebu BUED WATD SAND GEEE €0CB ESD 035 G460 €HEH USO UAin TAbs TEns B4SH 4U4O Gss REEP U0 SUOH 006 SUEP L4es Seee ERM0 MO 4ME AIS Srh F04a SIS dbon sest eree

i il F.0-8,14 36, 4 w448, Aloax
ar . 2.4 #,1i~18,3 86,4 g e fLogx

BFQ 16,8 g,6-18,8 a7 e, B, Llodgx

Bat | 18,3 24,8-48,5 G, 3

em ding.

s sepovos  produzidos em FO Fovam os madls
virulentos em compavacBo com oz produzidos  nos  outros
meios. Cowmo Jjd discutido nos ftens antevioves, o meio de FC
nflo  cauvsow  diminiuegBo na vivuléncia, ficando evidente um

acvéecimo  destan nos meios com sste nutrviente. Ysto veforga

o gue Jd Fol constatadeo nos outvos bioensaios com  esporos
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3 4 & 6 7 8 9 10 1N 12 1@ 4 18 16
Digs apos a Inoculacao

Melos de producao
——Bat. —+BFC —%Ar, —S-FC

Figura 16 — Forcentagem de mortalidade corrigida e acumula~
da de lagartas de P. gaccharalis inoculadas com

esporos de £, bassiana.

AN se analiﬁaf a2 vivulénoia dos esporos pro-
duzidos em Bat. contva £, saccharallys nota-se & mesma ten-
déncian da  obsevvads no teste anterior com 5. FREVISEING .
Entretanto para  os espovos produzidos nos meios de Av. g
RFC ocorvew uma inversio ne vivuléncia em velacio 3 tendén-~
cia observada pars o teste com ¥ sagvissima.

AsEim, COmME PAYR 0% €s5pOovos produzidos  nos
meidlos solidos, os vesuwliados obtidos guando comparvados com
ot de S08A GAMEZ (1999 nHo wostraram uma grande variacdo,
apgsar deste autor ter utilizado uma maior dosagem ¢ vAvrios

isnlades, como discubtido no dtem 4.32.82.8..
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Cowm relacBo aos Thog observados neste bteste,
notouw-se gue estes Foram bastante elevados. Isto deveu-se
an fato de tery ocovvido uma glevadsn mmrimlidmdw de lagartas
causada  pov bactdrias, diminuindo a mortalidade total ocau-
sadn peio fungo. Az maioves morvitalidades pava todos os Lene
tamentos  ocorvevam entve o 49 @ o P dia apds a dnoculelo
(Figura 16). Observa-sg que a mortalidade vaviow de 92 =
7% sendo n madlor wmovialidade observrvada no melo de FO ose-
guido pov Ay, e BFD

4. 4. Comparacio dos custos de produglo dos diferentes

melos & processos utilizados

£1

4.4 4. Compavagio dos custos de produgBo de N rife-
Wi

4.4.4.4. Nos meios sdlidos

Os pregos de 500g de cada am dos nubvientes
wtilizados no meio de SMAY encontram-se na {abelan 27
Tabela 27 - Custos (US%) de %0eg dos nutrientes utilizados

no meio de SHAY (Marca 0IFCOR)

Mutrisgnte

40 wsee 10 Bars sre ciiv Ghe 44e8 etk wves 4006 abss mbrw sasE

¢ basa emas Toae tevy avse 14ny ove Tms Hew

Maltose ie%h
Fubrato de levedura i34
Meopeptona Ji6

fgar-fAgay 198

s e o ne sas exas ssne 4o, 5404 2h0e arhe abse sair aeth Amen Sa1s PHIN SH4S BNAS Beae 49BE FIE 00s Er4 0RO Pels BIRE Fens $RIE arer Srt avie sbe

¥ooUuss 1 o= ord PSO em QL0394
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Fara o meio de SHAY, wilizando-se maliose
{(4@g )y, EBxt . de levedura (g, Neopeptona (L) & agar
Ci%g )y, tem-se o custo de USE 23,85 pov 1itro de meio.

Oa pregos de 500y dos nutrientes utilizados

ne meio de FOES sncontrame-se na tabela 28,

Tabela 28 -~ Custo de 500y dos nubtrientes utilizados no mgio

de FORA em LSS

5 44as eh4n BaLe S4sk 4118 Gurs wavs dars Shee 4be Res NEeE $4%3 GEen TbL NEeS GINE SHLE SEON SIS G4be 44D E180 NHie Bhes SIS GRS 4048 4ovs SI3D GNIS SUMs H74C BESD 1403 GAIY 400K URON 46NE USND SEIN VAN SASE BeCh SOLF SIP FEGR A1SS 4and AEES SbIE AP4 Ae0o Bots

CHutrientes Dustos (USe

Farinha de crisdalida B, 67
Batabtn @,16

agar (DIECOR) §95

NDeste modo, witilizando-se 298g de FO, ﬁ@@g
de batata e 48 g de agay pava um litro de FCOBA tem-se ©
custo de 5,94 dolaves, sendo, portanto 3,9 vezes mals sco-
némico do gque o meio de BHAY .

Entretanto, dependendo  do prego do agar A
sey ubilizedo, esta diferenga entve os custos dos  dois
meios  pode aumentay . Isto & confivmado pois se ndo se con-
siderar o prego do agar, gue & utiliszado nos dois melos em
igual concesntvacio, o melo de FORA tera um custo de 9,8

gentavos de  dolay pory litvo g o de SHMAY USH 47,92 ou sejsn
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i86,Y veres WRILS CAYo.

Considervando-se gue um Tditvo de SMAY distvi-
buido em 4¢ placas de 9 cm de difmetro, produszivd 1 x ol
espores poy Titvo aoum custo de USE 23,05 & gue wn Ldbvo de
FUBACE), am 49 placas, produzivia 5,2 » 1010 gaporeos 2 um
custo de USS 5,94, precisaviamos de $,7 litvos de FOBA pava
s produziy 2 mesma quantidade de sasporos obtlidas com 1 i~
tro de BMAY gmnetando USE 4@, Deste wmodo, utilizando a meita-
e do tempo, o meio de FOBA produzivia a mesmn gquantidade
de ssporvos obbtidan em BHMAY 2 uwm custo 2,3 vezes menov.

A comparagio dos resultados observados neste
gutudo com os obbidog pov BELL o6 afii (1988, onde em SMAY
a  um  custeo de USS 1,78, produziram 74,2 x 10Y esporos ou
7,4 w 1ell paporeos por USS 17,5 mostra-nos que este custo
Toi dgual a0 observvado para SHMAY. Deste modo, o meio de FO-
$A foi mais econdmico do gque o medlo ubtilizado pov BELL  #f
afdii (L98R).

Com  relaglo ao trabalbho de SILVA & LOCH

(4987, onde para os meios de SMAY & frvoz (4% de ext. le-

vedura)  observavram-se producdes de 1,77 » 10 L eaporos por
Titvo & 7,9 % 4031 gapovos por kg, vespectivaments, obsev-
YATBE, gque a valoves atuadis, uw guilograma de Arrvoz (4%
gxt . levedura) ficavia ao vedoy de USE $4,48, produbividade
inferior & obbtida pava o medio de FUBA(E) .

Flon, deste modo, evidente que o meio de FOPRAED

&  economicamentes mais vidvel do gque os melos de SHAY e ay-
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4.4.4.8, No processo bitdsico.

Feios vresultados obtidos no ftem 4.8.4., ob-
m@rvawﬁé que A, rilesd somente sespovulown nos melos de Bat.
@ BFC, sendo gque as madoves producBes fovam obsevvadas  ewm
Hat . qgue apresenta um custo infevior ao de BFLD. Deste wmodo,
g&rﬁm anplisados agqui somente ou custos de produglo de N
rifesd em Bat ..

Fava o meilo de H¥atbt . obsevvaramese produgdes
de 1,15 x 197 saporos por 49 g de meio ow i,4% x 10% espo-

ros pov guilograma de medlo, & 899 centavos de ddlar o gquile.

e

Com  este produbividade seviam obbtidas, a wm custo de UES
5,94, producBes de 8,48 1qio gaporos, produbtividade sata
menor do ogue a obsevvada parsa o meilo de FOBRA,

Comparando-se @ produtividade sm HBat . com =
aobaervada por SIHLVA & LOCH (4987 em arvor (4% ext. levedu-
ray  gque foi de 7.9 x Lotl gspovos a um custo de US4 14,48,
nota-se que esste custo poderiam ser produzidos em  Bat
4,81 1030 gaporos, produbtividade dinterior & observada em
arvoy por agqueles aubtores.

Mota-se, povtanto, que na comparvacio da pro-
ducho nos meios so0lidos como no pyrocesso bifdsico, o meio

e FORA foi o madis produtivo.
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Vale ressaltar  gue nas comparagdes Feitas
gntre oz vesultados obsevvados neste estuado com os obtidos
poy oubves avbtores, deve-se considerar gue os expevimentos

Fforam desenvolvidon em diferentes condigles & principalmen~-

te, wilizando-gse deooladons diferentes,

4. 4.8, Compavacio dos custos de produgBo de B, Has-

R
4.4 2.4, Nog melos sdlidos

D ocustos de S0¢ g de cada um dos nutvientes

utdilizados no melo de BDA encomtram-se na tabesla 29,

Tabela 29~ Custos de 50dg de cada um dos nubrientes do meio

de BDA

v ehis shte asis atre Beas sirs PEIe Pees KON HITH RISE M4Y 306 0SH O8Es dars dvre Sout wpte rae suen sies Sare sure aree anes eRer 0an 4ees aber Sen

Nubtrientes suntos (USE e

Dextvose (Mextrosolf 3,00
fBatata @,16

fgar-foayr 195

Considevando que ubtilizavam-se 2909 de  dexe-

trose, POG g de batata & 4% g de agav, o custo de 1 litvo
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de  BlAa & dgual a USS$ 6,93, Conforme o dtem 4.4.1 ., o custo
de um litvo de FORA € de US4 5,94, Deste wmodo, considevan-
do-ae  que um litro de medo & distvibuido sm 49 placas de 9
ca de difimetvo, tevemos uma producio de 4,75 x 1638 popovos
por Tityvo de BOA & 1,19 el aapovos por litrvo de FOBA, =
um custo de USS B,73. Deste modo, o meio de Bla & 1,48 ve-
zes mals scondmico do gue o de FORA

Comparando os custos dos meios ubilizados no
processo sdlido com os do processo bifdsico, observa-se que
o processo bifdeico € sxivemamente mais econdmico. Isto &
comprovade  considerando gus pava a produgio de 8. bassiana
s BOA gastaviamese U84 47,9 parva produsiv 2 mesmas gquanti-
dade de esporos obtidas com uwm guilo de FO, custo este
187, 8 vezes mailoy.

A0 se compavar os custos de produco de 8
baswiana ew FO com  os obsevvados por ALVES &  PEREIRA
(L9892, nota-se que pars se produsiy 6,46 % ol BHPOY OS5,
guant idade  obtida por agueles autores utilizando wm  guilo
de  arvor no processo de bandejas, necessitardamos 4,8 aui-
Tos  de FO o um custo de 46,8 centavos de ddlar, custo este
5,98 veres menoy 4o que o observado em arvon.

Com  relaco ds producbes obsevvadas pov oy
tvos  autores ubilizando diferentes meios de cultara, cono
Ja discubido no ftem 4.3.4., todas fovawm inferioves fs agui
obtidas pava FU, sendo gue o8 msios utilizados ap}&m&ﬁtaram

rustos supeviores aos de FO.
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Nota-~-se, porianto, que 0 medlo de FO fol o

mais progubtivo 2 o mais econdmico.

4. 4.2 £, No processo biftasico

Ma produefio de £ bassiana pelo processo bi-

Faslon, as welhoves produgles foram obbidas no msio de  FO

o Y ] . PR
com 5,8 x 187 mspovos por g de meio ou 5,8 » 1030 geporos

por guilogvams de melo a wm custo de 14 centavos de dolayv.
Para o meio de arvoz, as productHes fovam de
2,9 w 41el®  pspovos por gquilo de meio noum custo de  USSE
1,00, Deste modo, pava obtevmos a mesma gquantidades de espo-
ros produarida em FO seviam necessarios 4,8 quilos de arroz
a um ousto de US$ 4,8, Portanto o medo de FO foi 18,8 veses

wmais econfmico do gue o de avvroz.



S CONCLUBSBES

B possivel concluly o seguinte:

o4, 0 meio de Favinha de cvigdlidida batatas (F

BB
nomicaments mads vantajoso na producio de & rilsyi
guands compavado com oz outros meios ubdlizados.

5P, Mo processo bifdsico o meilo de Batata (Hat . 1é o aque

AP EE

snta as maioves produtividades na producio de

A o rYfewd.

5.8, Para oz pyvodugino de massa micelial secs de ¥ rrifse
i,  em omeio liguido, o meio de Favinha de ovisdali-
gda, batats ldguideo (FOBLDY & o maie adequade com um
pioo na producio aos P odias apds a dnoculagio.

5.4, Mo khd decoréscimo ne vivulénodia dos sepovos de N
rileyy  produzidos  em medios A base de  Farinha de
crisdlida, nos processos solide e bitasico, em re-

lagRo aos espovos produsides nos oubtros meios.



508, HNos o meios mﬁlidmm o maior crescimento radial de &,
Bawsians ovorve no meio de Favinha de orisalids ba-
tata (FUEAY & o maior producio de ssporos ewm B.D.A.L
a oum cuwsto $.48 veses menoy do que sm Favinha  de
crisdlide batata.

ro?

s BifRelon, para a produsBo de £ dassia-

ad, o meto de Farinka de orisalida (FCY & o mails
produtivo & guando compayado ao meio de BOO.A . mos-

ra-ae 187,80 veres sinls sconomico.

B.¥ . Pava w produsHo de matdévia secn de B Saswiana, ")
melhory  medo & Farvinha de cvisdlida batata  liguido

(FURL) em comparacio ao meio de B Doa. .

BB, Dom velaglo & vival@necdsn oz sspovos de £ bassizns
produzidos  em  Favinha de ovisdlida hmta%a (FOB&D
sio mais viruwlenton para operdrisg de & sasvlssien
# lagartas de B secocbesralisy do aue 09 espovos pro-

guzidos em BR.D.A L.

Ho9 . Mo processes bifdsico para a producio de & Sassiaas
me espoves produxidos em Favinha de ovisdlida (FO)
sho o mais viralentos em relaclo Ao% esporos pro-

dumidos nos oubros meios.
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A%, Mmoo compavagBo dos meios s meétodos para 2 produgHo
e egpovos e B HSayyiana o meio de Favinha e

crisalida  (FOCY no proce

wey biddAsico, & o sconomi-

camentes mads vantadoso,
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