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Pr'c)(:luç:Í":\Q d(o:? NOnu.lr~.~4!í'rA ri !(::'Y.i (F{-=tHLOW) f3AI"180N (lo' Bl!:'~!lUVl!i·r.i,:!I 

bassiana (BALa.' VUILL. utilizando meios de cultura l 

1:H:\~:;t:·~ df:? fa r inh <l\ d(-:~ c r' i ~i~~'~ 1 :i. d a d (;) b :i. c h o'"'d ,a· .. · l!Htda BO/flb.<:JH Iflor:l. 

L., 1. ?~.)H 

Autar:Pedro M. Janeiro Neves 

Orientador:Prof. Dr. 8~rgio B. Alve. 

o objetivo deste estudo foi o de desenvolver um meio 

f:~1~:lc:i,(iI~nb~ ft f:?c(:môm:i,c:(:) p,H'a (:l. pr·()(.1uç:{~0 d(~ (i1~.pm"O~ll d«~ Nomu .... 

nh.,\ d«(!' (::r' i.~5(H ida do b:í.t:htl .. ··(:h'f\ .... 1S.~td,':\ DOIl1b.iJfl.· mor.i 1... . .f.?'5'l'1 'POl"<':\IlI 

preparados com agar no processo s61ido. A 'arinha foi tam­

b'm utilizada no processo bif~.ico no qual o mic'lio foi 

produzido no meio liquido e os esporos em meio .cilido. A 

virulincia dos fungos produzidos nestes meios 'oi compara­

da atrav.s de bioensaios com a virulincla dos esporos pro­

duzidas nos meias comumente utilizados para estes entomopa­

tógenos(SHAY • BOA). Para N. rileyi a maior produ~io de 

esporbs foi obtida em SMAY (ixi0i2 esporos/litro de meio), 

O meio de farinha-de-cris'lida-batata (FeBA) 'oi a mais 

econômico. Neste meio a forma~io de esporos foi mais r~pida 

• ° custo de produ~io foi 2.3 vezes menor do que em SMAY. 

No processo bifásico a maior produ~aa de esporos de N, ri­

leyi 'oi observada no meio de batata (Bat.). No entanto, a 
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meia de FCBA demonstrou ser a mais econ8mica para a produ­

çlo de esporas e a mais produtiva em t@rmas de massa mice­

lial ( 5,4 mg/m). Para o fungo B. bassiana. na processa 

·;;;dl:i.dc), foram produzidas mais esporos em BDA, custando me-

nos da metade do custo de produ,lo em FCDA. No processo bi­

"sico, o meio de farinha de cris~lida (FC) 'oi mais pro­

dutivo que a de BDA, sendo FC 127,8 vezes mais econ8mico. 

A produ,io de massa mieelial seca de B. bassJana, em culti­

vo liquida foi maior na meio de farinha de crisilida batata 

(1064,4mg/ml). A virulincia dos esporas de N. rile~i nia 

foi afetada quando produzidas nos diferente. meios de cul­

tura. Na entanto esporos de B. bassiana produzidos no pro­

cessa sólido em FCDA e no processa bi,jsica em FC foram 
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(BALS.) Vuil1. utilizing culture media made with 

Author:Pectro M. Janeiro Neves 

Adviser:Prof.Dr. Sirgio B. Alve. 

SUKMARV 

lhe obje~tive of this stud~ was to develop an elfi-

~,ri pUPBe were prepared with agar in a solid proces. and 

also in a two-phase process in which the m~celia were pro-

duced in liquid and the spores in a solid mediurn. lhe viru-

lenee. oI the fungi produced in these media were compared 
, 

with the virulences of the spares produced in the media 

commonl~ utilized for these entornopathogens CSMAY and PDA). 

For N. ril.yi, the largest prodution of the conidia was ob-

tained in SHAY ({ x 1012 conidia/liter of medium). lhe me-

dium with pupae and potato (FCBA) was the most economical. 

In this medium the formation cf spores was faster and the-

refore the pfoduction eost was 2.3 times less than in SMAY. 

In the two-phase process, the largest prodution of N. rile-

yi spores was observed in the patatc mediurn (Bat). However, 

FeBA to be 
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for produtian af canidia and the mo.t productive in term •• 

Df m~c.lial ma •• (5.4ms\ml). For B. bassiana. the ma.t .pa-

re were praduced in the salid prac ••• with PDA. costins 

1 ••• than ane-half af the praduction ca.t with FeBA. In the 

two-pha.e process, the pupa. medium (Fe) was more practucti­

ve than the PDA medium. being 127.8 time. more economical. 

lhe productian of dT~ m~celial mas. of B. bassiana in li­

quid culture was larger in the pupa medium (1064 mg\ ruI). 

lhe virulence af N. rileyi was nat affectect when praduced 

in different culture media. Hawever, B. bassiana 

practucect in FeBA .olid prace •• and in the FC two-phase pro-
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i. INTRODUC~O 

Os entomopat6genos, parasitóides 

predadores, sio importantes controladores naturais de 

populações de insetos. Atuando em conjunto ou isoladamente, 

eles exercem o chamado controle biológico. 

o contole dos insetos por patógenos ~ feito 

baSicamente pelos fungos, vírus. bact~rias e protozo~rios. 

Dentre os diferentes patógenos, os fungos 

pertencem um dos grupos mais importantes sendo 

respons~veis por B0% das doenças identificadas, agrupando-

se em aproximadamente 90 gineros e mais de 700 esp~cies 

(ALVES. 1986). 

Entretanto, D uso de fungos no controle de 

insetos pragas 
, 

e ainda incipiente em funçio de algumas 

desvantagens das 

principais desvantagens dos inseticidas microbianos, em 

relaçlo aos inseticidas químiCOS, relaçio 

custo/beneficio, a curto prazo, para o agricultor. Esta 

relaçio est~ intimamente ligada ao custo de produçlo e ~ 

virulincia do produto. 
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o custo de produ~io, bem como a virulincia 

do produto, dependem do meio e do m~tDdo utilizado para a 

sua produçio em larga escala. 

cont: r:;:\1" :i.(). dos vírus e de :::\ 1 gum:;'\1,; 

propiciando um amplo campo ao estudo de novas alternativas 

para o desenvolvimento de meios de cultura e mdtodos de 

produ~lo que visem diminuir o seu custo final de modo a 

torn~-los economicamente vi~veis. 

Com o objetivo de se desenvolver um meio • 

programa de produ~io em larga escala, utilizou-se 

como ingrediente princ:i.p:;:\l. neste estudo. a farinha 

de crisilida, um f.wb p \" od u t: (;) d <':\ :i.ndl.t~:ft r :i .• ':\ '1 :i..r.<":\t.;:Í.~{o da 

seda, oriunda do cozimento e macer<":\~io das crisilidas do 



2. REVISIO DE LITERATURA 

controlE dE insEtos 

o fun!,)o entomopatoginico 

diversas pragas de importincia econ8mica no Brasil e em 

várias partes do mundo. 

Em ·lavouras algodoeiras no estado de aio 

Paulo constatou-se um parasitismo da ordem de 50 a 60% em 

ril~yi (ALVES ~t alii, 1978). 

Em lavouras de soja, epizootias provocadas 

frequentes. HOFFHANN ~t alii (1.979) c:i.t:~:\l··l·:\m N. J"il~!:'yi como 

o patdgeno mais importante, em lavouras de soja no Estado 

33% de Plusia spp. 

No Brasil, N.ril~yi é ainda citado como 

(F. J j.794) '." i: .. I 

f'rur:! i p~r:'rda (,.I. E. SI"'! J: Tl-I , 3.79'7) «(.~L. VES J 1. '?H6) . 
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como patógeno de outras espicies de lnsetos. 

Ind:i.a t r'f}~:; '1 ((~P :i. d Óp t ((~r' o~:> , 

(L. . ) 

susceptíveis a N. rileyi em cond1~5es de laboratório, 

(PHADKE & RAO, 1978). 

I GNOFFO ( :l <tB i. ) , relatou que N.rileyi, 

Estados Unidos da América, ocorre parasitando lagartas de 

como l~grof:.i'f;i .ip~:;i 10rl (Hufnagel,1776), ~. 

BI"as:i.'J. .' P ainda em Ostrinia nubila1is (Hubn.1796) p 

(F. ) . Este autor citou também como 

d D:i. 1,; (F. ) ("' 

Um isolado de N. rilsyi proveniente do 

l·, • 
'I'O:L 

utilizado em testes para o controle de S. 

(MANIANIA & FARGES, 1985). Tambcim, de uma importante praga 

N.rileyi para estudos de crescimento e produ~io (IH et 

ali,i, j.9HB). 



.~') "!i 
I: ... I .... 

controle de pragas. 

funElo 

patógenos de insetos malS estudadDs. 

é um dom 

A sua oCDrrincia 

parasitando insetos em virias partes do mundo e no Brasil 

tem sido bastante citada. 

ALVES (1986) apresentou uma relaçio 

as esp~cies de insetos de importincia ~:\fJ\":í.cola 

J,' • 
',;;u !"C €?p.:: :t v(·:~:I. s a B. bassiana. Dentre as 

l ·),::tt, ... 'J0 ..... 
,-'1. •• ".01' ot •• 0' 

vil"idllla ( I... . , :1. ?~:ja ) , ga:i.ld:i.ni :i. 

Também <:\ 

B.bassiana i c:l.tada como parasitando E~schistlls heras 

frequentemente parasitado por B. bassiana. 

Nos ~stados Unidos, BEI...I... & HAMAI...I...E (1970) 

constataram 100% de parasitismo em larvas e 90% em adultos 

(Germ. ,1824), ~ também parasitada por B. bass:i.ana (DELATTRE 

No Brasil emte fungo vem sendo 



utilizado para o controle deste inseto em condi~5es de 

campo (MELO, 1983 j ALVES, 1986). 

Uma importante praga no hem1sf~rio norte, 

Ostrinia nubilalis, tem sido controlada com a aplica~io de 

B.bassiana (FERRON, 1981 e FENG et alii. 1988). 

FERRON (1981) citou que na Uniio Soviética o 

produto Boverin (80X109 esporos de B.bassiana por grama) ~ 

pequenas dosagens de clorpirifós. O controle deste inseto 

na Am~rica do Norte, em lavouras de batata. usando 

B.bassiana, vem sendo tarnb~m estudado (ANDERSON et alii, 

Os insetos parasitos e predadores assim corno 

(bicho-da-seda e abelhas) tim sido atacados por B. 

Assim, MAGALH~ES et alii (1986) 

c: on ",} t ,':\ t ~:\ r' ,:\1"11 , em cond1~aes de laboratório, 

2.3. Hitodos de produ~lo de fungos entomopatoginicos. 

estrat~g1as podem ser utilizadas 

introduzir, incrementar ou conservar uma doen~a 

de insetos. Assim podem ser utilizadas 



práticas culturais adequadas. uso de defensivos seletivos. 

f:~t: C .. 

Ent r'I!:~t: (~nf.: o. :\. n t r C)(j tU;: ~;\ o 

. I t . :tnul1<: 'i\.: lva há a necessidade de liberaçio de grandes 

quantidades do patdgeno no agroecossistema em pulverizaçio, 

como normalmente é feita com inseticida químico. Neste caso 

torna-se necessária a produçio de grandes quantidades de 

indculo por um processo economicamente viável. Basicamente, 

de suas vantagens em rela~io à elevada virulincia dos 

propJgu]os produzidos. torna-se impratic~ve] pelo baixo 

rfi.~nd:i.m(:!:ntc) ob·t:i.do. Por outl"(:) l~:\do. {:\ pr'oduç:f~o ":;.n v:i.tr·c)" é 

vi~vel e altamente exequivel para muitos fungos. 

Um meio de cultivo ideal pode ser definido 

como aquele que produz do 

agente infectivo (conídio), 

virulência. num curto espaço de tempo e a um baixo custo. 

Segundo SOPER & WARD (1981), um meio deve 

conter uma fonte de carbono. uma de nitrogênio, 

em alguns casoS. certos fatores 

c r' f.~1:\C :i. m(;~n t (:) . 

de~ 

b) meios liquidos ou fermentaçio submersa p 



c) meios líquidos ou semi-líquidos p sólidos, que ~ a 

fermentaçlo bif~sica. 

Alguns autores consideram os meios sdlidos e 

. '·1· I ~;;(·:~riI 3. .... !:;!.:).\ :lo C Dl:; como mdtodos distintos (ROBERTS & YENDOL, 1971 

SOPER & WARD, 1981). lntretanto, neste t:,",:\balho, 

seguiremos o proposto por ALVES (1986), que considera o uso 

destes dois tipos de meio como um método ~nico de produçio. 

2.. ~~. 1.. Pl"odudlo de Nt.,n1w .. tAê~~~ ri l{E'yi (lo' 

bassiana em meios sólidos. 

1lI.":\. :i. o r· :i. <:~ dos trabalhos relativos 

pr·oduç:~\o meios sólidos objetiva-se um,:\ 

quantidade de esporos visando testes laboratDriais sobre 

insetos hospedeiros. Deste modo, utilizam-se geralmente 

nutrientes dispendiDsos misturados a agar em placas de 

P €-~ t: r· :i. . 

N. rileyi tem sido produzldO 

extrato de levedura a 1%) (BELL, 1975; GARCIA & IGNOFFO, 

1978; BELL st alii, 1982; MOHAMED st a/ii, 1985; COUDRON et 

alii, 1985; HOLDON & VAN de KLASHORST, 1986al ALVES, 1986; 

BALARDIN & LOCH, 1988 e IGNOFFO et alii, 1989). Alguns 

autores ut:ilizaram diferentes concentraç5es de extrato de 

levedura como O,5% (IGNOFFO, lo 976,a) f:' ("1) , i~~% (FMWES í.~ 

RODRIGUEZ-RUEDA, 1980). V~rios '.:\ut: or·f~i:;' têm i!:~~!J.t ud,:tdo <":\ 

:i. n f I ul,~nc lo <\\ da concenta~io de (,.~ >d: r '.:\ 1: (:l d(~~ 1 i!.·:v~:~dur,:\ n(:) 

desenvovimento de N. rils~i. Na maioria dos trabalhos 



observa-se que a adiçio deste nutriente tem melhorado a 

esporulaçio do fungo. Assim. IM et alii (1988). constataram 

f.ml mf.·~:i.o s6lido, o extrato de levedura a ~:) o/. 
t ...... v 

a melhor fonte de carbono. 

observou que N. rileyi nio se desenvolveu em meio mínimo. 

Ent r«(·~t ant Co" quando se adicionou 18 gramas de extrato de 

levedura por litro de meio, o fungo cresceu e esporulou 

abundantemente, produzindo 12.23 * 109 esporos por placa de 

CAMARGO (1981), testando diversos meios para 

N. r:i.ll!l'Y:i., 

·Po:i. (:) 

desenvolvimento micelial do fungo, 

SILVA & LOCH (1987), ao testarem meios ~ 

base de arroz polido para o crescimento de N.rileyi. 

extrato de levedura. 2X e 4%. e chegaram a uma equaçio de 

regressio linear que mostrou um aumento na concentraçio de 

esporos ~ medida que se aumentou a concentraçio de extrato 

d(~ l(·:·~v(·:~dura. 

Cc)m ~:\ m.d:rom 

ingredientes que possam substituir o meio de SMAY no 

crescimento e esporulaçio de N. rileyj em meios s6lidos. 

vários estudos tim sido feitos. 
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FARGES & RODRIGEZ-RUEDA (1980) utilizaram um 

meio de suco de cenoura e tomate (200m]), CaC08 (8g), 

glucose (5g), extrato de levedura (2g) e gelose (15g) em um 

litro de água destilada. Entretanto estes autores nio 

citaram as produ~5es alcan~actas. 

Um meio à base de arroz foi utilizado com 

agar (60g de arroz p 15g de agar em um litro de água 

destIlada) por CAMARGO (1981). Entretanto, o cresci~ento 

micelial foi reduzido, nio ocorrendo esp00ula~io. 

Utilizando também arroz com diferentes 

propor~5es de grios, liquido e extrato de levedura, com ou 

sem fervura pré-esterilizaçio, SILVA & LOCH (1987) 

observaram que as diferentes proporç5es de grios e liquido 

nio influíram significativamente na produ,io de esporos mas 

a fervura pré-esteriliza,io p o extrato de levedura 

influíram significativamente. O melhor tratamento, em 

relaçio produção de esporos, foi obtido quando se 

utilizou 1:1 na proporçio grios e líquido, com 4% de 

extrato de levedura r um minuto de fervura pré-

esteriliza~io, obtendo-se uma produçio de 3,16 x 1010 

esporos por 409 de meio, sendo a rroduçio em SMAY 19ual a 

7,08 x 109 esporos por 40g de meio. Em relaçio ao custo dos 

dois meios, utilizando-se arroz, o melhor meio teve custo 6 

vezes menor que o meio de SMAY sendo este de US$ 3,OO e US$ 



.'i i. ." .I. 

Ainda, testando nutrientes de baixo custo 

p.,\ r' ,,;\ ,,:\ p '" oel U(j: ~;{o d(·'!; ri :i. .11 f:~ \" (,}~ n t ~:~~:; :i.~!;(;)l,':\dos dE~ l'rf. ,I":i. l ~nt.~'I.i. , 

BAI...(.~I:~:O I N ( :'1.9(3·4) ~:·~:d: udou m(;~:i.Dm 
, bi':u,;(", cI (,~ .:". >< t: \" a t C) df.1' .:\ 'lV€~:I.<:\ , 

batata, tomate e cenoura, (extrato a 25% mais 3% de farinha 

de cevada maltada para aveia, cenoura e tomate e 2X de 

dextrose para o meio de batata adicionando a todos os meios 

1,5% de agar e 1% de extrato de levedura), em compara~io a 

SMAY. Este autor observou que, para a isolado Passo Fundo, 

o melhor meio foi SMAY e para o outro isolado, Camaqui, o 

melhor meio 'oi o de tomate com prDdu~5es de 12.382,5 x 

1. 4 d :í. :1:\ 1" :j.nDcul:~\(j:i~o. D .:\ut Ol" , entretanto, nio fez uma 

anilise de custos de produ~io para os diferentes meios 

HOLDOM & van de KLASHORST (19B6b) testaram 

diferentes fontes de carboidratos e de proteinas para a 

elabora~iD de meios alternativos a SMAY. Observaram uma 

grande variaçio na crescimento micelial e na esporula~io em 

todos os meios utilizados, inclusive em SMAY. Neste ~ltimo 

meio, entretanto, a produ~iD de esporos foi maior. Para a 

produ~io de esporos,entre os diversos nutrientes estudados, 

a melhor fonte de proteina foi o levedo de cerveja meguido 

por lelte em pó desnatado e a melhor fonte de carboidratos 

foi amido sol~vel seguido do amido de milho. Observou-se 

amido. Os custos dos meios alternativos foram dez vezes 



menores que os custos de SMAY. 

N. rileyi, BELL et alii (1982) produziram 5,5 Kg de esporos 

um custo de US$ 1,75 por grama de esporos (1978-1979) cem 

('\ 

uma media de 74,2 x 10 7 esperos por grama. 

Assim, torna-se evidente, a possibilidade da 

a "j • '" \.I.t: l. .1 :ur. <lU';: ,;1. O de nutrientes de baixo custo, em compara~io '.:1. 

SMAY, para a produ~io de esporos de N. rileyi. 

Com B.bassiana, para a sua 

produçio em pequena escala, visando a utiliza~io dos 

esporos em testes de laboratório, usou-se, na ma10r1a dos 

o meio de batata, dextrose, agar (BDA) ou 

1981; BARBOSA & CZEPACK, 1984; ALVES .t alii, 1985; ALVES, 

1986; FOGAL.t alii, 1986; e STIMAC et alii, 1987). Para a 

obtençio de malores produ~aes de esporos, algums autores 

adicionaram tambcim ao meio de BDA extrato de levedura a iX 

(BELL & HAHALLE, 1970; HAGALHIES .t alii. 

1988 e FERN~NDEZ, 1989). 

o crescimento radial p a esporula~io de B. 

bassiana utilizando vários meios em placas de Petri foi 

estudado por NAHAS & ARAI (1987). Para o crescimento radial 

houve um decrciscimo nos diferentes meios na seguinte ordem 

farelo de arroz, 'fedders, 

farelo de trigo, farelo de soja, Czapeck p 



Sabouraud. Para a produçio de esporos, os melhores melOS 

Pontecorvo e farelo de trigo com 11 x 109 e 13 x 

109 esporos por placa de 7 cm de diimetro, respectivamente. 

neste experimento. 

(peso/volume). Ainda segundo estes autores. para o meio de 

farinha de cris~lida do bicho-da-seda a PToduçio de esporos 

J' . .1 ti'; • 1>'9 .q •••. '" . '" '1"' ~~ I., .. , ....... : '" ,., '" '1' (:) :t ü f:~ t ,{.) >< .1. \fI (~ •• !> P (,). (,) :!; t t~. J.... I., ~.~ ,,'/ .:1 .i. ,,, •• ~ .• por placa. Esta foi 

a ~nica citaçio encontrada de farinha de cris~lida sendo 

utll:tzada como nutriente no desenvolvimento de um fungo 

entomopatoginico. 

Visando o cultivo de B. bassiana em larga 

escala para aplicaç5es a campo, tim-se utilizado meios 

sólidos ~ base de 'areIas ou grios de cereais. Um dos 

cereais mais utilizados ~ o arroz que ~ inicialmente 

tratado numa pr~-fervura. para que amoleça parcialmente, 

sendo entio colocado em sacos autoclav~veis, garrafas de 

inocula o fungo, ocorrendo um intenso crescimento micelial 

e esporulaçio (VILLACORTA, 1976; MARQUES et alii, 

GOETHEL, 1984; ALVES. 1986 e FOGAL p~ a/ii, 1986). 

Assim, GOETTEL (1984', quantificou PToduç5es 

de 0,a }( 108 esporos de B. PU}" 

utilizando farelo de trigo. 

et alii (1986) utilizando tamb~m 

farelo de trigo observaram produç5es de 60 mg de esporos 

por grama de meio com uma concentraçio de 7,5-9.5 x 107 



esporos por mg ou aproximadamente 4.5-5,7 x 109 esporos por 

( j. 989) 

método de bandejas, utilizado o arroz como meio, colocado 

em sacos plásticos onde o fungo ~ inoculado. Após a 

forma~io do rnicélio. c material ~ transferido para bandejas 

especiais onde ocorre a esporulaçlo do fungo. Estes autores 

observaram produ~aes de 30,8 mg de esporos por grama de 

meio com urna concentraçio de 2.0 x 108 esporos por mg ou 

6,16 x 109 esporos por grama de meio. 

(.~lém do farelo de cereaIS, pedaços de 

mandioca de 1 cm 2 misturados a farelo de arroz (8:1 

peso/peso), suplementados com fontes de nitrogênio de baixo 

custo como uréia e extrato de farinha de peixe fervida 

foram também utilizados na produ~io de B. bassiana (MOHAN & 

PILI...AI, 1. 9Bíi!.) . 

TONET & REIS (1979), testaram vários meios 

para a esporulaçlo de B. basszana. As maiores produç5~s 

foram observadas no meio de semolina-agar com 414 x 107 

esporos por círculo de 13 mm de diâmetro, sendo que em BDA 

a produçlo foi de 74,5 x 107 esporos por circulo. 

2. . ~~ . 2.. P l"t1 d u ç ~{o t1f! liIolm.l nu:' ~1I r i 1 ~n' ~f .i (~~ B~E' ,:;U.l ve r .i a b J.HIi S .i a IU~ 
em meios liquidas (fermentaçlo submersa'. 

De um modo geral. a utilizaçio de meios 

liquidas tem por objetivo a produçlo de grandes quantidades 



do .jlunHo, esse processo de produ~io, quando comparado 

produçio em meios sólidos, tem a vantagem de utilizar menor 

entomopatoginicos em meio liquido, ocorre geralmente a 

forma~io de blastosporos que apresentam menor capacidade 

infectiva e sio menos resistentes ao armazenamento e aos 

fatores climáticos (RIBA & GLANDARD. 1980 ; BELL, 1975). 

Para a produ~io de N. 

"1 :í qu:i.dos, BEL!... p r· odu;:r. :i. r· 

<i\P I :i. c ,·:\d ()l5. 

t: Df.! :i. C:i:\In f.'."1'l t !!,~ 

mortal :i.d,·:\.d<-:·:, caracterizahdo a falta de infectividade. 

Esporos do mesmo isolado produzidos em SHAY provocaram 

98.4% de mortalidade para estas lagartas. 

RIBA & GLANDARD (19B0),utilizando um meio 

de levedura (O,5%). testaram a influincia da adi~io de 

observando um incremento na df,: 

blastosporos para uma concentraçio de 0,01% e 72 horas de 

fermenta~io.Estudando a melhor fonte de nitrosinio, estes 

autores observaram que o nitroHinio inorsinico CNH4 ou N03) 

foi pouco ou nada assimilado. Por outro lado, o nitroginio 

extrato de levedura a 2X. foi o que propiciou um 

m€~"1 hor do -l'unfJD. 
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observou-se ainda que o citrato de sódio favoreceu também o 

desenvolvimento da massa micelial sem afetar 

blastosinese. Os blastosporos produzidos quando inoculados 

tópicamente em H.a.a nlo causaram mortalidade. Entretanto, 

a injeçio intrahemocélica dos blastosporos foi patosinica 

às lagartas. Ainda com rela~lo ao extrato de levedura, IM 

et alii (1988) citam que este nutriente a 8% foi a melhor 

fonte de nitroginio para N. riJeyi. Com relaçio ~ melhor 

fonte de carbono estes autores concluiram ser a sacarose. 

Devido à dificuldade de se produzirem 

esporos em meio I íquido, alguns autores testaram a 

possibil idade de se produzir somente a massa miceI ial que 

após um tratamento poderia ser armazenada para posterior 

aplicaçio no campo. onde ocorreria a esporulaçio do fungo 

com a consequente produçio de esporos (Me COY et alii. 1971 

e Me CABE & SUPER, 1985). 

Com relaçio a N. rileyi, HOLDON & KLASHORST 

(1986a) produziram micélio, por fermentaçio submersa, 

utilizando SHY. 1Após colhido, o micélio sofreu vários 

tratamentos. Entretanto, observou-se que ocorreu maior 

esporulaçio quando o micélio foi deixado para esporular sem 

sofrer nenhum tratamento. Estes autores testaram ainda a 

aplicaçio do micélio do fungo sobre folhas de feijoeiro • 

algodoeiro pulverizando-as ou mergulhando-as numa suspenslo 

de micélio do fungo que, após colhido, fai misturado a 

diversos nutrientes. As folhas, depois de tratadas. foram 



:1.7 

deixadas sobre papel de filtro umedecido em placas de 

se alimentarem das folhas tratadas e, para todos os 

tratamentos, ocorreu mortalidade das lagartas pelo fungo. 

folhas apresentavam d(~ 

esporula~io. No tratamento no qual as folhas de feijoeiro 

foram mergulhadas na suspensio de micélio, com 1% de leite 

em pd desnatado. 4% de glicerol e O,01% de friton X-100, 

ocorreu uma mortalidade de 89,7% das lagartas. Por outro 

lado, quando se pulverizaram plantas de algodoeiro e 

feijoeiro com uma suspensio de micélio, nio se observou 

& BOUelAS (1988) efetuaram um.:\ 

do (::r(·:~ií>c:í.I1I(,~nto ":i.1"1 v:í.i:ro" 

htfal e do est~gio micelial de N. rileyi em meio à base de 

SMY.Estes autores avaliaram parâmetros de crescimento (como 

peso seco), parimetros morfoldgicos, utiliza~io de carbono 

p nitrogênio e altera~5es no pH. medido no sobrenadante. 

Neste experimento definiu-se como corpos hifais o micélio 

retirado de placas de Sabouraud dextrose ~gar mais extrato 

de levedura a 2% CSDY) inoculadas com esporos de N.rileyi 

retirados de lagartas mortas pelo fungo. O e9t~gio micelia] 

foi definido como omicélio desenvolvido em caldo de SDY a 

partir de esporos de N.rileyi retirados de placas de SMAY. 

o estudo foi ralizado a 27° C em fermentadores de 6 litros, 
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pH inicial igual a 6, com aera~io (5 litros /min.) P 

agita~io. As amostras foram coletadas de 4 em 4 horas. 

No desenvolvimento dos corpos hifais 

observou-se uma fase estacion~ria de 4 horas, com um pico 

no crescimento 50 horas após a inocula~io. Por outro lado. 

o est~gio micelial mostrou um crescimento linear at~ 23 

horas após a inocula~io. ocorrendo entio um decréscimo de 

46,6% no peso sico devido, provavelmente, ~ forma~io de 

agregados de hifas provocando o rompimento das células no 

seu interior. Entretanto, após esta fase de decréscimo no 

crescimento do micélio, o mesmo voltou a crescer atingindo 

o máximo peso sico, 15,8 rug por ruI de meio, 57 horas após a 

inocula~io. 

Com rela~ao ao pH do sobrenadante, no 

desenvolvimento dos corpos hifais observou-se um pH 

constante na fase estacion~ria de crescimento. diminuindo 

para 5,5 decorridas 48 horas após a inocula~io. Para o 

sobrenadante do meio onde se desenvolveu o 

micelial, houve um aumento constante do pH correlacionado 

com o aumento do pesa seco. Neste caso, o maior pH (7,5) 

foi observado na fase de crescimento estacionário. Ainda, 

cam relaçio ao pH, IM et a1ii (1988) citaram a faixa de 6 a 

7 camo a ideal para o desenvolvimento de N. rileyi, com um 

ótimo de 6,7. 

MORROW & BOUCIAS (1988) observaram ainda 

que, embora ocorram formas de crescimento diferentes para 
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as duas culturas. corpos hifais e estágio mieelial, ambas 

tim curvas de crescimento similares e que o máximo peso 

seco de ambas depende da concentra~io inicial de 

carboidratos e aminoácidos do meio de cultivo. 

Estudas relativos ~ produ~io de B.bassiana 

em meio liquido sio encomtrados em maior n~mero do que 

para N. rileyi. 

Com rela~io ~ seleçio das melhores fontes de 

carbono para o desenvolvimento de B. bassiana, SHITH & 

GRULA (1981) citaram que uma fonte de carbono como glucose-

n-aeetil glucosamine. glueosamina. quitina, amido ou 

lanolina, entre outras. deve estar presente para qUE ocorra 

a germina~io dos esporos em meio líquido. CAMPBELL et aJii 

(1983) estudaram o crescimento de B. bassiana utilizando 

meios com diferentes 'ontes de carboidratos observando que 

D-melezitose propiciou as maiores produções de massa 

micelial seca com 515.2 mg por 45 ml de meio ou 11,44 mg 

por ml de meio. SANSIN~KOV~ et alii (1981) citaram o 

sorbitol como melhor fonte de carbono para o 

desenvolvimento de B. bassiana em meio líquido sem 

agita~io, onde ocorre a formaçio de uma nata de micélio na 

superfície do meio com uma subsequente esporulaçio. 

Com rela~io fu utiliza~io de nitroginio. 

SMITH & GRULA (1981) citam que tanto as 'ormas orginicas 

como as inorginicas sio facilmente assimiladas pelo 

patógeno. BARNES et alii (1975) referiram-se ~ peptona de 
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soja r ~ peptona de caseina como sendo as fontes de 

nitrogênio que propiciaram o maior crescimento micelial e o 

extrato de levedura, a maior esporulaçio. CAMPBELL et alii 

(1978) estudaram o desenvolvimento de B. bassiana em melaS 

contendo diversos amino1cidos e relataram que as maiores 

produ~5es foram observadas para L-triptofano, produzindo 

222 mg por 50 m] de meio ou 4.44 mg por ml aos 20 dias após 

a inoculaçlo. Por outro lado, SANSIN~KOV~ et alii (1981) 

relataram ser peptona a melhor fonte de nitrogênio para o 

desenvolvimento de B. bassiana em meio líquido. 

Para a formaçio de blastosporos 

crescimento micelial, os meios de peptona (1X', g]ucose' 

(2X) e extrato de levedura a 0,2X 'oram, respectivamente, 

os melhores (BIDOCHKA .t alii. 1987). Estes autores 

observaram produções de biomassa de 2,5 mg por ml de melO 

no 6 0 dia após a inoculaçio. 

Assim como outros fungos B. bassiana em 

fermentaçlo submersa produz também blastosporos quando sob 

agitaçlo. Entretanto, THOMAS et alii (1987) produziram 

esporos em fermentaçio submersa utilizando um meio 

definido. Segundo estes autores. a produçio de esporos 

depende da natureza da fonte de carbono e da presença de 

nitrato como fonte de nitrogênio. As maiores produções de 

esporos, 5 x 108 por m] de meio, foram obtidas utilizando 

glucose como fonte de carbono numa proporçio glicose: 

nitrato de 5:1. Observou-se que a reduçlo da concentraçio 
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de fosfato diminuiu a quantidade de esporos, embora estes 

se mostrasem morfologicamente mais semelhantes aos esporos 

verdadeiros. Estes autores observaram ainda que os esporos 

mio formados a partir dos blastosporos por um microciclo de 

esporulaçio. Neste estudo nio foram realizados testes de 

patosinicidade dos esporos produzidos. 

ROHBACH (1989) produziu esporos de 

bassiana em meio líquido utilizando sacarose (2 X), extrato 

de levedura (0,5 X) e sais bisicos, obtendo 73-170 x 106 

esporos por ml de caldo, sendo que 95 % destes esporos 

germinaram. 

A t r • .ecnlca de produçio de micélio de 

B.bassiana em meio liquido visando a sua aplicaçio no 

campo, onde ocorre a esporula~io, tem sido também 

estudada. Assim, PEREIRA (1987) tendo como objetivo 

desenvolver a melhor formula~io para o micélio, utilizou um 

meio de dextrose (1X), extrato de levedura (1 X), 61eo de 

Birasol (O,1 %) e penicilina estreptomicina (0,05 X). 

Utilizando um meio de sacarose (3,5 X) e 

extrato de levedura (3,5 X), ROHBACH st alii (1988) 

obtiveram as maiores produ~aes de micélio. Por outro lado, 

a produ~io de esporos por mg de micélio seco foi maior com 

o micélio que se desenvolveu num meio com maltose (2X) p 

extrato de levedura (0.75%'. 

Considerando-se o custo do fermentador e do 

meio e vizando otimizar a produ~iD de esporos por ml de 



.';) ~':j 
i .. , i .. , 

'l~i':~l"mf.~nt: ador , estes autores concluíram que as maiores 

produções sio obtidas com um meio de sacarose (3,5 X) e 

extrato de levedura (3,5 X). A patoginicidade dos esporos 

produzidos durante este experimento nio foi testada, 

A utilizaçio de meios liquidos de baixo 

custo p facilmente disponíveis tem também sido estudada 

para B,bassiana. FIL.HO .::.1-. , ...... 

utilizaram meios ~ base de caldo de feijio, arroz e batata 

:í. n CH: U 1,:\ r' ~:\m deixando crescer uma nl':1.ta 

superficial onde, posteriormente, ocorreu a esporula~io do 

Quantificando a produçlo de esporos, 

observaram ser a caldo de feijio e,a vezes superior aa de 

arroz e 16,8 vezes ao de batata, 

Ainda testando meias de baixo custo para o 

cultivo de H.anisDPliae, AD~HEK (1965), utilizou um meio i 

base de xarop~ de milho (3 X), glicose (4 X) e extrato de 

Procurando determinar a curva de crescimento 

em meio líquido, McCOY et alii (1975) colocaram 99ml de 

meio em Erlenma~ers de 250 m) dispostos num agitador a 180 

rpm, D.:\m hor.:\s :1, n ()c u '1 (l(~f~o , for'.:\nI 

a cada 24 horas, 

determinou o peso seco da massa f~ngica. Observou-se, para 



um pico no crescimento micelial ~s 120 horas 

após a inoculaçio. Em estudes de crescimento e esporulaç~o 

dt·:: B.bassiana p H.anisDPlia. em meio liquido, 
.-

autores ~tilizaram metodologia semelhante à usada por Me 

COY .t a/ii (1975) para a determinaçio do peso seco (BARNES 

1975; CAMPBELL et a/ii, 1978 e ROMBACH et a/ti. 

MeCOY et alii (1971) produziram o micilio 

m:i.cé:l :1.0, i'o:l. pulverizado no campo onde ()C Dl" r (I,:u 

esporulaçio do fungo 24 horas após a aplicaç~o. 

WINKELHOFF & McCOY (1984) produziram também 

cultivo 

submerso. Estes esporas foram patoginicos ao ~caro da falsa 

c~ . ~:~ . ~:l . P r' C) cI lA ç ~~ () d (\o; NO/fIl'( r ,~~li'-~~ r i 1 ~l!'.<j i (\o; B~l:· JiU.( Véi' r i <~ b,~ "l:Hii i ,:UUA 

pelo processo bifisico. 

Como já discutido na item anterior. 

maioria dos fungos entomopatoginicos. deuteromicetos. n~o 

produzem esporos em meio líquido e sim blastosporos sem 

capacidade infectiva. Para se contornar este problema. 

desenvolveu-se um processo bifásico de produçio, onde. numa 

primeira fase o micé:lio do fungo i produzido em meio 

liquido sendo posteriormente inoculado num meio sólido onde 

ocorre a esporulaçlo com consequente produçio de esporos. 



Para a produçio de esporos de N.rileyj pelo 

CAMARGO (1981) retirou um pedaço de micélio 

de placas de SMAY e colocou-c num recipiente com meio de 

batata p dextrose por 7 dias. O conte~do do frasco foi 

entio vertido em placas com BDA. observando-se uma intensa 

esporulaçio, 6 dias após. 

Culturas de 4 ~ 7 dias de N. rileyi em SMY 

foram utilizadas por HOLDOM & VAN DE KLASHORST C1986b) para 

o estudo de um processo bifdsico de produçio. Após 

centrifugada, a massa micelial foi resuspensa em diversas 

soluções com diferentes nutrientes. Observou-se entio uma 

intensa esporulaçio em todas as placas aproximadamente 2 a 

4 dias após a inoculaçio. sendo os melhores tratamentos 

SMY, seguido por extrato de levedura e neopeptona. Em outro 

os autores utilizaram o bagaço de cana-de-aç~car 

como substrato para a inoculaçio do micélio produzido em 

SMY ou em caldo de leite em pó e malte. A quantificaçio da 

produçio de esporos, no bagaço, mostrou que o miccilio 

produzido em S.M.Y, quando inoculado em bagaço. produziu em 

média 8,7 x 109 esporos por 5 gramas de meio, produçio esta 

10 vezes superior ~ alcançada quando se inoculou o bagaço 

com m:i.cél :i.o produzido em lelte em pó mais 

Entretanto, o meio de leite em pó mais malte foi 20 vezes 

ma:i.!:; f!:conôm:i.co. 



.")'::' r. .. ".J 

Para a produçio de B.bassiana através de um 

b i ·p,:\'::;:i.CCi, têm 

principalmente na U.R.S.S .. Assim, FERRON (1981) relata 

que naquele palS, após produzido em fermentadores, 

mic~lio de B.bassiana é colhido e colocado em bandejas onde 

ocorre a esporulaçlo. Este autor citou ainda que uma 

fábrica piloto produz anualmente 22 toneladas de Boverin, 

um pl"odut o c omi::·~l" c :i. a '1 

2.4.Teste de patDgênicidade com esporos de NOilw / .. JiI ~i? J..~ 

v:i.tro·' pod(':: <,\ulTlf.~ntar ou d:i.m:i.nu:i.r a V:i.l"uli:~nc:i.<,\ d(:~ ~;(:·!u~r. 

esporos quando comparada à virulência de um mesmo isolado 

m <:\ :i. o r' :i. a fungos entomopatogênicos 

r f!:P :i. c a9 €~n!5 .. :i. n v :i. t r o" d im:i. n u€·:m <'~ i"U,,\ c: ap ,'ilC :i. dad (~: :i. n f(i~c t :i. v,,\ . 

no desenvolvimento de um meio de ~ultivo 

necessário estudar-se a influência dos meios de cultura na 

virulência dos esporos ali produzidos. 

Entl .. ~::tant:n, nota-se que na maioria dos 

trabalhos visando o desenvolvimento de um meio de cultivo, 

nio sio feitos testes comparando a virul&nc:ia dos esporos 

produzidos nos diferentes meios. 



Com ~ virulincia de 

r·f.~p:i.C<ld:;iJ. d:i.vf!'i"~:;<:\t:; V~~~:r.f:~t:; ":i.n ',/it\"o", IGI>J.OFFO et" J)!i.i.i (:í.(?BE~<:\) 

ni <'\PÓ!:; 

repicagens em SMAY (1% extrato de levedura) em comparaçio a 

doze repicagens em r. ni. Mudanças na coloração ou na 

m (;) \" .j~ [) '1 (] ~:) :í. <i\ "in vi t 1"0" ou "in vivo" não ·Fol" am 

A partir da 12a repicagem at~ à 18a houve um 

decriscimo no CL~J'9 proporcionado pelos esporos produzidos 
... (! 

nio sendo esta diferença estatisticamente 

.,:;:i. i:) n :i. -I' :i. c: <':'~ t :i. '.1<":\ • Estes autores citaram ainda que quedas na 

v:i. r ti I ;;'~nc: 1:;:\ ao crescimento do 

condiç6es subótimas. 

MORROW et alil (1989), estudando um outro 

:i. !;;O 1 <,\d o d (.,: N. observaram que, a partir da 6 a 

repieagem em SMAY os espores inoc~lados em A. 

provocaram a morte das lagartas, nio ocorrendo, entretanto. 

A partir da 10a repicagem os 

mostraram-se cada vez menos virulentos sendo que após a 16a 

repieasem nio foram mais patosênicos ~s lagartas. 

autores associaram as reduçBes na virulência ~ perda de 

capacidade na formaçio do estágio leveduriforme observada 

após a 6 a repicasem de esporos em SMAY. 

baseia-se nos resultados observados neste experimento, onde 

de 80 repicagens de corpos hifais no 

leveduriforme em SMAY nio diminuíram a virulência dos 



As tcicnicas utilizadas para a inoculaçio de 

IV. rlleYl em bioensaios, visando testar a 

virulincia e a patoginicidade deste fungo , sio basicamente 

duas. Na primeira delas, a aplica~io ~ feita topicamente 

por pulverizaç_o ou pincelamento dos insetos em estudo como 

(BEL.!..., 

19?5; FARGES & RODRIGEZ-RUEDA, 1980; BELL & HAMALLE, 1980 e 

MIELITZ & SILVA, 1985). Um outro modo de inocula~io de 

rilsyj baseia-se na pulveriza~io 

superfície de um substrato como folhas da planta hospedeira 

do inseto (IGNOFFO et a/ii 1976bJ FARGES & RODRIGEZ-RUEDA, 

1980; BELL & HAMALLE, 1980; BOUCIAS et alii, 1984; IGNOFFO 

& GARCIA, 1985 e MIELITZ et alii, 1988) ou pulverizando-se 

superfície de dietas artificiais, sem 

f~ngicas, onde os insetos se alimentam por um certo 

período (BOUCIAS et alij, 1982 e GARCIA & IGNOFFO. 1978). 

Comparando os dois mcitodos de inocula~io, em 

dieta artificial e em dicos de folhas. GARCIA & IGNOFFO 

(1978) concluiram que o tratamento de superfícies de dieta 

·j'ü:i. ficil de ser usado. ~ntretantD. esta A' • 
t:f.-~cn:l.c(·ÕI. 

menos sensível do que o tratamento de folhas, 

u til :i. ~~':1.I11 
M ~ baixas concentra~Des de espOfOS por mm~. 

Estudos referentes ao ínstar do est~gio 

larval em que o :l.nseto deve ser inoculado mostram que 

quanto mais desenvolvida a lagarta maior ci a resistincia ao 



par' ,:1. um,:l. determinada dosagem ( nOUCI(.~S ~:- e· 
'lO •• ~, 

1. 904) . 

Na maioria dos trabalhos em que lagartas de 

noctuidios foram inDculadas com N. rileyi, utilizaram-se 

ou 3 0 instar (IGNOFFO et alii, 

GARCIA & IGNOFFO, 1978; BOUCIAS et alii, 1982 e BOUCIAS et 

~:~ I .i i, j. 984) . 

Para a determinaçlo do CL50 de diferentes 

'..,-,,\1" 3. <,:\b i 1 idadf::? IGNOFFO 8 GARCIA (1985) determinaram o CL50 

df!; dois isolados de N. '1' I I rJ eYJ, sento um co 

Observaram que o CL50 foi de 62,4 e 200.000 esporos pDr 

") 

mm~. respectlvamente. Em outro estudo, IGNOFFO et al.ii 

Ci976b) testaram v~rios isolados, entre eles um coletado no 

nr·alO;:!.l., que na con~entraç~o de 310 esporos por 
.r:) 

mm"" d€~ 

folha, provocou u~a mortalidade de 90% nas lagartas de 2 0 

instar com um fLS0 de 6,4 dias . 

. ,:-ll.i.i (j.98F.~), ut.:il:i.:<r.:;;\ram <:\ 

concentraçio de 7.500 esporos por mm 2 de dieta artificial 

obtendo um fL50 de 5,6 dias. 

( j. 984) , testaram um isolado 

de origem brasileira na concentraçio de 500 esporos por mm2 

observando 100% de mortalidade com um tempo médio de 7,2 



patoginicidade com esporos de B. basslana 

par',,\ 

entomopatosêmicos, . . 
1~'} .. ::~ ~7i :::'j .i": ~:~ rl .. :.~ 

pat:o~;J{'i~nic:i.dad*:~ (.:.: vil"ulÍi.~nc:i.<:\ cI:í.m:i.nu:i.das qu~\ndo cult:i.Vildo ":i.n 

virulência ~ mais acentuada quando ° fungo é cultivado em 

cond:i.(j:ê)ii.~~;; d(·~ ~;;ubnut:l":i.(j:f~o ":1.1'1 v:i.i:\"o" ( SAI'lSINÂ!{OVÂ 8: I<Ál...O~)Á, 

Como N. nos experimentos 

v :i .• r..:\1"I d o t i!":'1:~ t .:\ r . '1 " . ,:\ V:l.l"U i!.~nc:l.,:l. ut i '1 i:;r..:l.rn .... f:}f.·: 

baslcamente duas t~cnicas. !'~a p\" im(:,::i. i":;:', 

superfície de um determinado substrato onde os insetos se 

alimentam ou caminham (IGNOFFO et alii, 1982; IGNOFFO et 

,:;d ii, 1983 e HAGAl...H!ES et alii, 1986). A segunda t~cnica 

baseia-se na pulveriza~iD direta dos insetos a serem 

:i. n De uI i:uj O~l~ . Com relaçio a esta t~eniea, STIHAC et a/ii 

testando a patosinieidade de 7 B. 

bassiana p B. brangniartii para oper~rias de 

uma 

:i. g t.u:\ 1 (:\ m1 , dUl"an"l: ((~ ..... ~ 
,;) 

As formigas, em n~mero de 10, toram colocadas em 

de 4 x 5 em, com o fundo de gesso. 

Durante o experimento, conduzido a 26° +0,50 C, as formigas 



alimentaram-se com uma solu~io de 19ua e mel a 10%. Após 

morrerem foram lavadas em ~lcool a 70% por 30' seguido de 

hipoclorito 2,5% por 30' f:i.nalm((~nt(""' 

lavagens em ~gua estéril. Após a descontamina~io externa 

foram colocadas em placas de Petri com um meio de agar ~gua 

a 2% para a confirmaçio da mortalidade. 

para os isolados estudados, um TL50 que variou 

de 7,2 a 13,8 dias para uma dosagem de 1 x 107 esporos por 

mI . 

Num outro teste utili2ando 3 isolados de B. 

(1988) observaram serem os isolados 442 e 447 os mais 

virulentos com um TL50 de 7,1 e 6,7 dias respectivamente. 

Neste estudo utili2Du-se uma suspensio de 1 x 108 esporos 

por' ml. 

Em um outro teste STIMAC et a/ii 

bassiana sobre ninhos de formigas de S. 

e concluíram que o isolado 447 causou 

mortalidade média de 67 a 100%. 

BEL!... (:I.97t?) 

patoginicidade de B. bassiana, entre Dutos fungos, 

"1 <":\ r V <:". I; d (:,.' .c'/""<~~ l coderiFlU'i!i ~!lenoli!'i(S lYI:i. f,., f.: u r <1<1"1 d o o~> t:~'::;I:) or' D':5 com 

arela e solo numa concentraçio de 1,86 x 1011 esporos por 

).1 r' <:l In .:\ d (~~ ."~ C) 1 (:) . 

TOI'-!ET (1.979) 

p a 1: C) ~.:J {~~ ri :i. c :í. d {:\ d i':'~ 



pulverizaram os insetos com uma suspensio de 1,6 x 107 

ALVES et alii (1985>, determinaram o CL50 • 

esporos por mI, de B. bassiana em pri-pupas 

mergulhando as pri-pupas numa suspensio de 

Por outro lado, FERNANDES.t a/ti 

testaram a patoginicidade de B.bassiana para a broca-do-

utilizando tris mitedos de 

No primeiro método, grios de café foram 

no segundo, folhas de cafeeiro e ne terceire 

mét:odo, os insetos foram mergulhados numa suspensio de 

esporos do fungo. 

insetos a serem inoculados foram colocados em balaes de 

vidro em contato com a massa f~ngica. 

GOM~Z (1990' testou a patoginicidade e a 

virulincia de diferentes Isolados de B. bassiana em 

pulverizadas com uma 

l"t 

100 esporos por ml observando uma varia,io no TL50 

de 5,87 a 12,30 dias. 



3-MATERIAL E M'TODoS 

o presente trabalho foi desenvolvido no la-

boratório de Patologia de Insetos do Departamento de Ento-

r' o~r.·'. d ':i Un :i. v('~l" j!; :i. d c:\d (~~ d (':~ São P<:l.u1 c:) J P 1. l~ (':\C i c (:tb.:l. .... SP . 

3.1. Patógenos utilizados nos experimentos 

o fungo N. rilsyi utIlIzado no presente ex-

em lavouras de soja na região de Campinas-SP e encontra-se 

armazenado em sí11.ca ge1 na micoteca do laboratório de Pa-

tologia de insetos da E.S.A.L.G., sob o n~mero 804. 

o isolado de B. bassiana utilizado foi co-

tra-se armazenado no mesmo laboratório sob o n~mero 447. 

3.2. Meios de cultura utilizados nos experimentos 

3.e.l. Meios sólidos em placas de Petri 



3.2.1.1. Conmtituiçio dom meiom 

Meio Sabouraud maltose agar e extrato de levedura (SMAY) 

:1.0 fi 

Extrato de levedura 1.0 9 

4(4 !:1 

Sulfato de estreptomicina o , ~:; 9 

, I" .. \ I Á~.:j u::,~ C €·~m ( :I. I • • ":\c ,':\. 1.000 1111 

Meio de batata (BDA) : 

í?00 fJ 

Sulfato de estreptomicina 

1.000 1111 

Meio de farinha de cris~lida mais batata (FCBA): 

Farinha de crimalida 200 9 

Sulfato de estrepromicina O,5 9 

~gua destilada 1000 m1 

Farinha de crim~lida 200 9 



Agar 

Sulfato de estreptomicina 

&gua destilada 

15 

O,5 

1000 

9 

9 

ml 

Meio de sobrenadante de farinha de crisilida (SFCA): 

Farinha de crisJlida 

Agar 

Sulfato de estreptomicina 

&gua destilada 

3.2.1.8. Prepara~~o dos meios: 

Meio de SMAY 

200 9 

15 9 

0,5 9 

1000 ruI 

34 

Os ingredientes foram misturados com igua 

destilada sendo o agar colocado por ~ltimo, aquecendo-se 

ent;o a mistura at~ ao ponto de fervura. 

Meio de BDA 

A batata fatiada foi fervida em i~ua des-

tilada até ficar mole quando, por filtra~iD, separou-se o 

caldo. A este foram adicinados dextrose e agar e seu vo­

lume completado para 1000 ruI aquecendo-se at~ o ponto de 

fervura. 

Heio de FCBA 
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A farinha de crisálida em água foi fervida 

por 5 minutos l sendo entlo filtrada, para a extra~lo do 

caldo. Posteriormente, o caldo de batata, extraído do mesmo 

modo descrito acima, foi adicionado ao caldo de farinha de 

crisálid~. Finalmente, adiCIonou-se o agar deixando-se a 

mistura aquecer até o ponto de fervura. 

Meio de PFCA e SFCA 

O meio de farinha de crisálida preparado do 

mesmo modo já descrito, 'oi entlo filtrado em funil de Buc­

ner a vácuo. A suspen~lo resultante permaneceu em repouso 

até a forma~lo de um precipitado. Posteriormente foi feita 

a separa~lo do precipitado do sobrenadante completando-se o 

volume, para cada um dos meios, at~ 1000 ml e adicionando­

se agar. Finalmente, os dois meios foram aquecidos ati o 

ponto de fervura. 

O sulfato de estreptomicina foi sempre adi-

cionado com o meio ainda quente, antes da autoc]avagem. Es-

ta foi feita, para todos os meios, a 120°C sob pressio du­

rante 30 minutos. 

Apds a autoclavagem 0& meios foram distri­

buídos em placas de Petri de 9 em de diimetro vertendo-se 

aproximadamente uma camada de meio de 4 a 5 mm de altura 

por placa. 



3.2.2.1. Constitui~~o dos meios 

Meia de batata (Bat.) 

Batata 

~gua destilada 

Meio dE batata em farinha de crisálida (BFC) 

Batata 

Farinha de crisálida 

~gua destilada 

MelO de farinha de crisálida (FC) 

Farinha de crisálida 

~gua destilada 

Meio de arroz (Ar.' 

Arroz 

~gua destilada 

3.e.2.2.Preparo dos meios 

Meio de (Bat.' 

200 9 

1000 ml 

200 9 

200 9 

1000 ml 

200 9 

1000 ml 

100 9 

1000 ml 

86 

As batatas nio descascadas foram cortadas em 

fatias de 8 a 4 mm de espessura e fervidas at~ ficarem mo­

les. Foram entio coadas e dispostas nos Erlenma~ers umas ao 

lado das outras. 
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Meio <aFC) 

Batatas descascadas do mesmo modo já descrito an-

teriormente l foram fervidas com farinha de crisálida at~ 

ficarem moles. Foram entio coadas e colocadas lado a lado 

nos Erlenma~ers. 

Meio de eFC) 

A farinha foi fervida por 5 minutos em água 

destilada sendo entio coada. distribuida nos Erlenma~ers. 

Meio de (Ar.) 

o arroz foi cozido em água at~ ficar com a 

camada externa mole quando apertada. O arroz foi serarado 

da ~gua com auxilio de uma peneira e colocado nos Erlenma-

~ers. 

Em todos os Erlenma~ers. foram colocadas 10g 

dos diferentes meios. Para os meios Bati BFe e FC adicio­

nou-se 1 ml de água destilada a todos os Erlenma~ers e no 

meio de Ar adicionou-se 1.5 ml por Erlenma~er. Os meios fo­

ram autoclavados a 12eo C sob pressio pelo período de 3e 

minutos. 

3.2.3. Meios liquidos 

3.2.3.1. Constitui~io dos meios 

Meio de 'arinha de crisálida mais batata (FeBl) 

Batata 200 g 



Farinha de crisilida 

Sulfato de estreptomicina 

~gua destilada 

200 9 

O,5 9 

1000 ml 

Meia de Sabouraud maltose mais extrato de levedura (SMY) 

Neopeptona 

Extrato de levedura 

Maltose 

Sulfato de estreptomicina 

~gua destilada 

Meio de batata dextrose(BD) 

Batata 

Dextrose 

Sulfato de estreptomicina 

~gua destilada 

3.e.3.e.Prepara~~o dos meios 

Meio de SMY 

10 9 

10 9 

40 9 

1000 ml 

200 9 

20 9 

0,5 9 

1000 ml 

88 

O preparo deste meio foi idintico ao j~ des­

crito para o meio SMAY n;o se adicionando, entretanto, o 

agar. 

Meio de FCBL 

O modo de prepara deste meio foi idintico ao 

ji descrito para o meio de FCBA, nio se acrescentando o 
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agar. 

Meio de BD 

Este meio foi preparado de forma idintica ao 

Todos os meios, apds colocados e misturados 

os ingredientes, foram filtrados em funil de BUchner a v~-

cuo sendo entio destribuidos nos Erlenma~ers e autoclavados 

a 1200C, sob pres.io, por 30 minutos. 

3.3. Produ,lo de esporos e padroniza~lo das suspens5es 
para os bioensaios. 

Em todos os experimentos utl11zou-se a cima-

ra de Neubauer para se quantificar a produ~io de esporos 

nos diferentes meios bem como para a padroniza,io das sus-

pensaes de esporos a serem usadas nos bioensaios. 

3.4. Insetos utilizados. 

3.4.1. Insetos utilizados nos testes de patoge-

nicidade de B. bassiana. 
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foram coletadas de col8nlam naturais em ~reas 

<":I. o J)(.;~P .:\ r t.: <":\m(i.~n t: () de En t (;)ITI() 1 O~l 1. <"~ d:;1\ F <:) (:!t I (~ ·-·lJ<:tP· .. · .- .... ,. .. .... ".. . ' .. ~ ,. 

P:i.r.':\cicab(:\. .... 8P. 

Nos bioensalos utilizaram-se formigas oper~-

riam de tamanho médio. 

t,H' • ) 

As lagartas de D. saccharalis utilizadas fo-

ram pl"ovinientes de criaçio massa I da Usina Costa Pinto l 

P:i.l".?iC j.c<\\b('i\ .... BP. 

Nos bioensaios utilizaram-se lagartas de 40 

instar de desenvolvimento. 

3.4.1. Insetos utilizados nos testes e patoglni-

cidade de N. rileyi (Farlow) SAMSON. 

testes foram provinientem da crla~io massal do Centro Na-

clonal de Pesquisas da Soja, ElTlbrapa. em Londrina-PR. 

Nos bioensaios utilizaram-se lagartas de 2 0 

:{ n !:~ t (':\ \.. . 



4j. 

Experimentos de produç~o e pataglnicidade 

'ungos entomopatoglnicos. 

3.S.1. Produçlo de N.rileyi em diferentes meios s61i 

····d()~1 

Neste experimento utilizaram-se os meios de 

8MAY~ FCBA, PFCA e SFCA 

a. meios 'oram preparados de modo j' descri-

to anteriormente e vertidos em placas de Petri. 

Esporos de N. rileyi, de Sa repicagem, foram 

usados para preparar-se uma suspenslo de 9,5 x 108 esporos 

Iml. Todos os meios foram inoculados com e,l ml da suspen-

slo espalhado sobre a superfície do meio utilizando-se uma 

al,a de Drigalsk~, utilizando-se, portanto, a t~cnica de 

p 1 <:l(: a c h (,.; :i. i:\ . 

Após a inocula~io as placas 'oram deixadas 

em estufa incubadora B.a.D., marca FANEH, a 260 C e fotope-

riodo de 12 horas. 

a delineamento experimental utilizado foi o 

inteiramente casual1zado com 8 tratamentos (Tab.- 1) e 8 

repeti,aes por tratamento sendo 'eitas e observa~aes por 

n~mero de esporos produzidos em um circulo de 11 mm de dii-

metro com 95~e3 mm 2 de irea. Este círculo 'oi retirado, 

usando-se um vasador, de uma resilo de pleno crescimento e 



esporulaçio do fungo. 

Tabela i - Tratamentos utili~adam na experimenta 

diferentes meiom 

Tr'at: am(l~nt: Oi~· ~ . , . '1 '" *~las apos a lnacu açao 

F r . , B A 

." . n 

ti 11 A Y B 

P F C (.~ f' :'l 

(;' r (" ?, Ü ,.) .. ., 

F C B (.'1 1.6 

(" ,:) 11 A Y 1.6 

F- I'" f' foi j,6 .. 
.1 

~:) I"" f' A 1.6 .. 
.. I 

*Dias em que foram retirados os circulos de meio 

para as quanti'icaç5es. 

Em todos os meios 'oram feitas observaç5es 

diirias, em microscópio de contraste de fase, at~ o inicio 

da esporulaçlo do 'ungo. 

Após a coleta dos dados procedeu-se a an~li-

se da variincia e a comparaçio das m4dias dos diferentes 

tratamentos pelo teste de Tuke~ ao nivel de 1.% e 5% de pro-



b.:\b :i.l idad~~' . 

3.5.2. T~.t~ de patoglnicidad~ com N. rileyi. pro-

Decorridos 16 dias após a inoculaçlo, espo-

ros produzidos nos dif~rentes meios foram utilizados para 

se testar a patoginicldade e a virulincia quando aplicados 

Para a inoculaçlo das lagartas foram usados 

círculos de folhas, um por repetiçio, de 4,5 em de diime-

tro. Foram pulverizados ambos os lados des circules. com 

0.1 ml de uma suspensio de esporos de concentraçie 6,5 x 

106 esporos/ml. Deste modo foram destribuidos aproximada-

mente 310 esporos por mm 2 de ~rea foliar. Para a testemunha 

utilizou-se ~gua est~ril mais espalhante ad~sive (Tween 80, 

duas gotas por litro). 

Os círculos de folhas de cada uma das repe-

A' lo< \; :1.(;: CH~ 15. de cada tratamento 'oram colocados uns ao lado dos 

e pulverizados ao mesmo tempo utilizando-se um mi-
/., 

croatomizador com pressio de 15 lB/polc. 

Após a pulveriza~io, os peda~os de folhas 'oram colocados 

em placas. de Petri, um círculo por placa, sobre papel de 

filtro esterIlIzado e levemente umedecido. 

Finalmente. 25 lagartas de 2 0 instar foram 

deixadas por 48 horas alimentando-se das 'olhas. Após este 
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período p durante todo o experimento, as lagartas foram 

alimentadas com folhas de soja. O bioensaio foi conduzido a 

260 +0.5D C em estufa incubadora para B.O.D .. 

As observa~5es relativas ~ mortalidade foram 

feitas diariamente, sendo as lagartas mortas deixadas a 260 

C e sob elevada umidade relativa para a esporula~io e con-

firma~io da morte por N. rilsyi. 

o delineamento experimental utilizado foi o 

inteiramente casualizado com 5 tratamentos, uma testemunha 

e esperos produzidos nos 4 diferentes meios, com 5 repeti-

~5es, 25 lagartas por repetiçio totalizando 100 lagartas 

por tratamento. 

A determina~io do tempo letal m~dio (TL50)' 

para os diferentes tratamentos, foi feita utilizando'-se 

Probit. 

3.5.3. Crescimento e produção de de B. b~s-

siana em diferentes meios sólidos. 

Utilizaram-se neste experimento os meios de 

BDA, FeDA, PFCA e SFCA Estes meios foram preparados do modo 

já descrito no item 3.2.1.e. e vertidos em placas de Petri. 

Esporos de B. bassiana, foram utilizados pa-

ra a inocula~io dos meios. Em cada placa foram 

pontos, equidistantes, onde se inoculou c fungo. Durante o 

experimento as placas foram deixadas a 260 +0.50 C em incu-



badora para B.a.D .. 

Os parlmetros avaliados durante o experimen­

to foram os seguintes: 

crescimento radial e di~rio das co18nias 

(i~m mm. 

produçlo de esporos retirando-se, círcu­

los de 15 mm de diimetro, do centro da co18nia, 7 dias após 

a :i.noc:ul,:\ç:~~o. 

Para an~lise dos dados dos dois parimetros, 

crescimento radial e pradu~io de esporos, o delineamento 

experimental utili2ado foi o inteiramente casualisado com 4 

tratamentos e 10 repetiç5es sendo feitas 30 observa~5es por 

tratamento ou 3 por repeti~lo. 

Com os dados coletados procedeu-se • an~lise 

da variincia e ~ compara~io das médias pelo teste de Tuke~ 

a 1% de probabilidade. 

3.5.4. Teste de patoglnicidade de B. bassiana produ-

,!'ljPÓ,!;;'l eolE;:ta de ope\-.ir:i.<'-\~l; df:~ $. :::i,'M~i!'v:i'fij'fijim'';:~, 

em ninhos naturais, estas foram colocadas em receplentes 

pl'sticos, com uma camada de 1 a 1,5 em de gesso no fundo e 

com as paredes untadas de floun. a objetivo do gesso foi o 

de manter o recipiente ~mido durante o experimento e do 

floun foi o de evitar que as formigas escapasem por ocasilo 
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da abertura ~o recipiente. 

o. recipientes foram colocados em uma bande-

ja com uma esponja embebida em ~gua. A alimenta~io das for-

migas foi feita usando-se um alimentador com 'gua e mel a 

10%. O alimentador e a solu~io foram trocados a cada dois 

dias. 

Para a aplica~io do fungo utilizou-se, para 

cada um dos tratamentos, uma suspensio de concentra~io 

igual a 1 x 108 esporos/ml. Para a testemunha utilizou-se 

~gua estéril mais espalhante adesivo. A pulveriza~io foi 

feita em capela de 'luxo vertical utilizando-me um microa-

tomizador ( .... ( •. ,., I~l" •. '.'.:.·, •. :.~~.·~. (·.1 •.•. 4~,' I q/,.(.·j2 ~~P:l. 1"~("·1·1'~1·~1·1~-.1 I "nó' •. 1 , .l. '.. ... A. ...1.... \.1<,«. <;-, "... .. • .. ~., I. ,,'. con-

tendo as formigas 'Di pulverizado por 3 segundos. Após a 

pulveriza~io. os recipientes foram deixados. atd ao fina] 

do experimento. a 260 +.050 C em estufa incubadora para B.O. 

D .. 

o n~mero de formigas mortas 'Di observado 

diariamente. Após morrerem foram lavadas em solu~io de '1-

cool a 70% por 30 segundos e duas vezes em 'gua estdril por 

um minuto. Depois da lavagem. eram plaqueadas em meio agarl 

água para a confirma~io da mortalidade por B. bassiana. 

o delineamento experimental foi o inteira-

mente casualizado com 5 tratamentos e 5 repeti~5es (reci-

pientes) contendo 10 formigas por repeti~io, totalizando 50 

formigas por tratamento. 



Após a coleta dos dados procedeu-se à deter-

mina~io dos tempos letais m~dios, para cada um dos trata-

mentos, (TL50), pelo m~todo de Probit. 

3.5.5. Teste de patoginicidade de B. ba~~iana produ-

Esporos de B. bassiana produzidos nos dife-

rentes meios foram também pulverizados sobre lagartas de D. 

para se testar sua patoginicidade e virulin-

C :1..:1 .. 

Lagartas de 3 0 instar. de D. sa~~haralis '0-

ram retiradas de dieta artificial e lavadas com àgua para 

retirar-se os restos de dieta. 

Grupos de 50 a 60 lagartas 'oram entio pul-

( ..... (' .. 11'1' '1.1 ~~ f'" '" Ir. '., • .1. In (J «(o; u m4i\ li; U 1:> p «(.~ n 11; a o c (:) m .;) .)( .. 1. 'l}' (i~ li> p (:) r o 1il 

ml. Os esporos foram produzidos em placas com os di'erentes 

utll12ou-se somente ~gua est~ril mais espalhante ades:l.vo. 

o equipamento utilizado na pulveriza~lo foi 

o mesmo j~ descrito para os itens anteriores. Após a inocu-

laçlo, as lagartas 'oram colocadas, individualmente, em r D -

c :í. p :i. (~n t:.~ 'l' J • p. <:\15\: :1. C (;) e alimentadas com colmos de milho, 

quais eram trocados diariamente. O experimento 'oi conduzi-

do a 26o +0.50 C em câmaras de B.O.D .. 



Foram feitas observa~ae. diárias da mortali-

dade. As lagartas martas foram deixadas em ambiente satura-

do, com 100 X de umidade relat1va, a 26°C para a confirma-

,lo da mortalidade por B. . . 
l' ,~~ "5 ~:'i .l .:.~ I'I';.~ . 

o delineamento experimental utilizado foi o 

inteiramente casualizado com 5 tratamentos, 5 repeti~ae. e 

10 lagartas por repeti,lo totalizando 50 lagartas por tra-

Após a coleta dos dados, procedeu-se l de-

termina~lo do TL50 para os tratamentos utilizando-se Pro-

b :i.t . 

3.5.6.Desenvolvimento de N. ril.~i em meios liquidos 

3.5.6.1. Curva de crescimento e de pradu,lo de 

Utilizaram-se neste experimento os meios de 

SHY e FCBL preparados de modo j~ descrito no item 3.2.3.2 .. 

Para cada meio foram utilizados 35 Erlenma~er. de 250 

ml com 150 ml de meio. Cada um dos Erlenma~ers foi inocula-

do com 0,1 ml de uma suspensla com 108 esporos por ml de 

N.rileyi de 4 repicagem. 

Após a inocu1a~lo as recipientes foram colo-

cados num agitador incubador orbital, marca Tecna1 TE-420, 

a aproximadamente 100 rpm a 26o C. 
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No transcorrer do experimento. de acordo com 

o crescimento do fungo, nos diferentes meios. determinou-se 

o inicio da coleta da massa f~ngica. Arda o inicio das co­

letas, estas foram feitas di~riamente, a intervalos de 24 

horas, durante 5 dias. 

Diariamente foram retirados 5 Erlenma~ers ao 

acaso. A massa f~ngica foi entio separada por filtraçio, a 

vácuo, utilizando-se um funil de BUchner e papel de filtro. 

Apds a filtragem. as 5 amostras retiradas 

diariamente, foram colocadas em placas , que foram fechadas 

p deixadas em geladeira até a ~ltima coleta. 

Posteriormente, as 35 amostras tiveram seu 

peso seco determinado colocando-as a 1050 C por 24 horas 

sendo entio retiradas e deixadas em dessecador até esfria­

rem. Finalmente, procedeu-se ~ pesagem de todas as amostras 

em balança analítica. 

O peso da mas.a f~ngica foi determinado sub­

traindo-se do peso total da amostra o peso do papel de 'il­

tro. 

3.5.7. Desenvolvimento de B. bassiana em meios 

liqUidas. 

3.5.7.1. Curva de crescimento e produ~~o de 

mat.ria seca. 



Neste experimento comparou-se o desenvolvi­

mento de 8. bassiana em B.D e FCBL~ preparados de modo j~ 

descrito anteriormente no item 3.2.3.2 .. 

A metodologia utilizada 'Di a mesma j~ des-

cr·:i.t,\l. nc) :I:t:€~m <OI.nt:((~r:i.r.)r· p<?lr.:\ N. J··.ill:~Hi. 

o meio dos Erlenma~ers foi inoculado com uma 

suspenslo de 108 esporos de B. bassiana por ml, 20 repica-

3.5.8. Produ~~o de esporos de N. rilBHi usando o 

processo bifislco. 

3.5.8.1. Produ~lo do indculo em meio líquido 

Na produ~io do indculo, para o processo bi­

f~sico, utilizou-se o meio FCBL seguindo-se a metodologia 

j ,:\ d €·~~!;c: r' :I. t:f:\ no :í. t: f':~m ~:j.!5. 6 . 1. .. 

Apds a inoculaçio os Erlenma~ers foram dei-

por 5 dias num agitador incubador orbital, a 

26o +0.50 C, e 100 rpm, tempo suficiente para ocorrer um 

crescimento vegetativo homosineo do fungo no meio. 

3.5.8.e. Produçlo de esporos em meios sólidos 

Para o teste de produçio de esporos de N. 

rileyi pelo precesso bifisico, foram usados como meios sd-



lidos Bat, BFC, FC e Ar. Estes melaS foram preparados de 

modo j~ descrito no item 3.2.2.2 .. 

Utilizando 1 ml de suspensio de mic~lio, 

produzido no meio líquido, inoculou-se o meio sólido em ca-

da um dos Erlenma~ers. Após a inoculaçio, o meio sólido 'oi 

agitado de forma vigorosa para uma boa distribuiilo do 1nó-

cuIa. 

o experimento foi conduzido a 260 C acompa-

nhando-se diariamente o desenvolvimento da fungo. Observa-

ç5es foram feitas a olho nu e ao microscópio para se detec-

tar o início da esporula,io nos diferentes tratamentos. 

Após a plena esporula,io do fungo colocaram-

se em cada Erlenmma~er 50 ml de ~gua destilada. estiril 

com espalhante adeSIVO. O. Erlenma~ers foram colocadas em 

agitaçio par 30 minutas a 150 rpm. 

Retiraram-se entio 2 amostras, de 10 ml, de 

cada um das Erlenma~ers onde quantificou-se a produ,io de 

esporos. 

Utilizou-se o delineamento experimental in-

teiramente casualizado com 4 tratamentos e 5 repetiç5es com 

2 observações por repetiçio. 

Com 05 dados resultantes das quantifica,Ses 

procedeu-se ~ anilise da variincia e ~ compara,io das mi-

dias pelo teste de Tuke~ a 1% de probabilidade. 



3.5.9. Teste de patoglnicidade de N. rileyi produ~i­

do nos dif~rentes meios sdlidos, do processo 

b i. hts:U:t") I usandt") ·1:i .. \gar·t t-\s de A. f:l€t·mlm.~t·<.~ I ii.L 

Testou-se a patoginicidade e virulincia dos 

esperas produzidos nos diferentes meios sobre lagartas de 

I~. !J~i;'llmm f: ,:.~ l:i."i:i . 

A metodologia utilizada no bioensaio foi a 

j~ descrita no ítem 3.5.2 .. 

3.5.10. Produ~~o d~ B.bassiana utilizando o processo 

b:i.fásico. 

3.5.10.1. Produ~~o do in6culo em m~io liquida. 

Utilizou-se neste teste a metodologia j~ 

d (~~~;}C r :1. t .:l. p r:\ 1" «\ N. r.i ll!;''y.i n D :í. t: (~~IYI ::~.~:i. B . j ... 

3.5.10.e. Produc~o dos esporas em meios .611-

d()s. 

A metodologia j~ descrita para N. r:i.leyi no 

foi também utilizada para a produ~io de B. 

bassiana. Entretanto, foram colocados 100 ml de ~gua est~­

ril par Erlenmma~er para as quantifica~5es. 



3.5.11. Teste de patoglnicidade dom esporos de B 

bassiana produ~idos nos diferentes meios s6-

lidos, do processo bif~sico, usando oper'­

, .. :i. ai!. de 8. ·!N.qevissiltta. 

Com os esporos produzidos utilizando-se o 

processa bif'sico, testou-se a patoginlcidade e a virulin­

c :1. a ,:s(:>b r «(~ op f.~\" (~)" :1. <:\ li; d ((;. ,'.? . 1iiJ~:i. vi :::":::i i 11m u t :1.1 :i. :i:~(:\n d (;) (~. 1Y!(1!t: od o .... 

10sla j~ descrita no item 3.5.4 .. 

3.5.12. Teste de patoglnicidade dos e.poros de B. 

bassiana produzido nos diferente. meios s6-

lidos, do proce.so bif~sico, sobre lagartas 

d f! J'). $'J~CCh~'ilI"J.;f li $' . 

lestou-s. a virulincia. a patosinicidade 

dos .sporos de B. bassiana sobre D. saccharal:i.s util1zando­

se a m.todologia j~ descrita no item 3.5.5 .. 

3.6. Custos de produ~go dos esporos de N. r:i.leyi 

produzidos pelos mitodos testados. 



Para an~lise dos custos de produ~lo dos es-

poros de N. rl1BYl consIderou-se somente os custos relatl-

vos aos meios de cultura utilizados. 

Os valores em cruzeiros foram tamb~m trans-

formados em ddlares (U.S$) p referem-se ao custa de um 11-

. tro d",~ me:i.o d(.;~ (:ultura. 

Para todos os meios comparados estabeleceu-

se que 1 litro de meio pode ser distribuido em 40 placas de 

1~_Lp.I.' .jp 9 (-111 ('10 ('ll'Sly\o.\-r) dr •• ri!. g ~44 ry (-1112 
~ l. I 4 ....... ~ o. . 1,;'4 ., 'Ii'\ •. ",", """ o., ... .:\" 'ih ~~ li. OI f.... ..... , ./ oI , 

Todas as quatificaç5es relativas ~ produçio 

de esporos nos diferentes meios foram feitas em 10 ml de 

água etiril como suspensio original, 

produzidos pelos mitodos testados, 

Utll12ou-se a metodologia ji descrita no 

:í.t:€~m <:\nt:f.~\-:í,Dr. 

3.B. An~lise da composi,io centesimal da farinha de cri­

si1ida do bicho-da-seda. 



A an~lise da composi~io centesimal da fari-

nha de cris~lida foi feita segulndo-se a metodologia pro-

posta nas normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (REBO-

CI-!D J 1. '1 Bt7i ) . 
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4- RESULTADOS E DISCUSSIO 

4.1. An'li.e da compo.i~io da farinha de cri.ilida do 

bicho-da-.eda. 

Os resultados referentes ~ anilise da fari-

nha de cris'lida do bicho-da-seda encontram-se na tabela 2. 

bicho-da-.eda 

Hat~ria Umida- Proteina Extrato Re.íduo Extrato Cilcio Fos-
seca de bruta etéreo mineral nio nit foro 

% ~ ~ ~ % % % ~ 
~ ." ~ ~ 

96.5 3.95 55.47 26.38 4.05 10.15 1.68 0.48 

Os resultados mostram-nos que a farinha de 

cris'lida (F.C) apresenta uma elavada porcentegem de pro-

teina bruta (55.47 %), ou seja, ~ relativamente rica em ni-

trosinio. A porcentagem de gorduras (extrato et~rea) ffias-

tra-se tamb~m elevada (26,38 X). Por outro lado, a concen-



tra~io de carboidratos ~ baixa (10,15%). Esta baixa concen-

traçio de carboidratos na F.C levou-nos a mistur~-la com o 

caldo da batata por ser este de baixo custo e facilmente 

disponível. 

4.2. Produçlo e crescimento de N. rileyi nos diferentes 

meios p testes de patoginicidade com os e.poros 

produzidos. 

4.2.1. Produçlo de esporos de N. rileyi em meios só-

lidos. 

o quadro de an~lise de variincia dos resul-

tados observados para a produçio de N. rileyi nos diferen-

tes meios sólidos encontra-se na tabela 3. 

Os resultados referentes à comparaçio das 

médias observadas nos diferentes tratamentos na produçio de 

esporos de N. rilG~,i em meios s61idos encontram-se na tabe-

la 4 e estio representados graficamente na figura 1. 

Nas figuras 2 e 3 observa-se o desenvolvi-

mente de N. rileyi respectivamente aos 8 e 16 dias após a 

inocula~iD. As ireas circulares sem meio foram retiradas 

para as quantifica~5e. da produçlo de esporos nos diferen-

tes tratamentos. 
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Tabela 3- An~lise de varilncia das observacSes relativas ~ 

C.V. 

Tratam. 
Resíduo 

Total 

meios sdlidos. 

G.L. 

w 
I 

56 

9.0. 

1589,107 
100,831 

1689,989 

G.M. F PROB 
) F 

227,015 126,08 O,00001 
1,801 

C.V. = 12.275% Dados transformados em Raiz (x+0.5) 

A an~lise dos resultados da tabela 4 mostra 

que o meio onde obtiveram-se maiores produ~aes foi o de 

SMAY aos 16 dias que diferiu estatisticamente de todos os 

outros tratamentos. O meio de SMAY (16) propiciou produ-

caes 47.8% maiores do que as observadas no 2 0 melhor meio 

FCBA (16). 

As observa~Ses relatIvas ao meio de FCBA 

mostram que, apesar de nio ter havido diferen~a significa-

tiva para a colheita aos 8 e 16 dias . apos a inocula~ID. com 

produ~~es de 19.5 x 106 esporos por ml e 25.68 x 106 .spo-

ros por ml respectIvamente, a colheita aos 16 dias foi 31.7 

% maior do que aos 8 dias. 



1::' <;> 
.. oi " 

Tabela 4- Produ~~o média de esporos de N, ril.yi nos d1fe-

rentes meios sdlidos aos 8 e 16 dias Bpds'a 1no-

c:ula~ão, 

D:i, ~:\ i,. Numero ru.dio de esporos 

Por placa** Por ruI de 

Il1cül:i,,:u:> mf!':i,o 

innc 

1: r' <:\n S f , Ol" :i, !,:j :í. n . 

BI'1AY :t6 :t.9,4:3 ,1')(' :37 196 ,';) I:" 
i". , ,) 1-

FCB(.~l j.6 j, ~:í I B~::i b í:~t::; , 6H 1 t" 
Ji. I I (D ,69 

FCBI~ B :t,:3,96 b 1.9/~5 1, , ::l 0. ~:jí,:~ 

PFC(.~I 1.6 H~. (46 c 10, iH <!;,68 o ":i';r I (, .. ", 

!:>FCp, j.6 <"1, (/,14 c B, j,6 (lj • ~:54 0,E1. 

PFCA B ~:~ 1"'10' ..... .... i ... J C f? o"j(;;t , ,I"., (;; ,48 (4 1 1,9 

SFCp, ~3 B. ~~8 f' 7' , (.;a 0,41' 0. :1,88 

SI"iAY B ''') t: .. , j.8 d ~j, 61, 0,04 (1,1,0:1,6 

D.M.S. 1% = 2,50397 
* M.dias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo 

teste de Tuke~ a i% de probabilidade. 
** Placas de 9cm de diimetro. 
*** Considerando cada placa de 9cll1 de diimetro com 25 ml de 

mf.~j, n 



PROD. Di iSPOROS (Xx10&8) 

SMAY SFCA PFCA FeRA 
MEIOS 

L::::::::] PROD. AOS 8 DIAS _ PROD. AOS 16 DIAS 

Figura 1- Produçio dE esporos dE N. rileyi nos diferentes 

nos 

diferEntes meios aos 8 dias após a inoculaçio. 
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Figura 3- Aspeto da produçio de esporos de N. rileyi nos 

diferentes meios apds 16 dias da inoculaç~o. 

~lca portanto evidente que, considerando-se 

somente a variável tempo, num processo de produçio em larga 

escala o meio de FCDA produ~ aos 8 dias ap6s a inoculaçio 

uma quantidade de esporos igual à metade da produ~ida por 

SMAY aos 16 dias. Sob este aspecto o meio de FCDA (8) 6 

tamb6m mais produtivo do que o de FCDA (16). 

Comparando-se os resultados obtidos nos tra­

tamentos de PFCA e SFCA nota-se que estes foram estatisti- • 

camente inferiores aos meios de SMAY (16) e FCBA(i6) e (8) 

para qualquer uma das 6pocas. Esta diferença está provavel­

mente associada à menor quantidade de carboidratos nestes 

dois meios em ralaçio a SMAY e FCDA, isto 6. concordam com 
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os resultados de HOLDON & KLASHORST (1986), os quais mos­

traram a importincia do amido sol~vel no desenvolvimento de 

N. rile~i. 

Pelos resultados. verifica-se tamb~m que, 

apesar de nio ter havido diferen~a significativa entre os 

tratamentos PFCA e SrCA, para qualquer uma das épocas, o 

meio de PFCA foi sempre superior ao de SFCA. Esta superio­

ridade deve-se. provavelmente, ao fato de o meio de PFCA 

apresentar maiores concentraçBes de nitrogênio. Isto porque 

elemento, na farinha de crisálida, encontra-se prin-

cipalmente em substincias quitinosas nio se solubilizando 

em água. 

Finalmente, o meio onde foram observadas me­

nores prDdu~Bes foi o de SMAY (8). A justificativa para a 

oCDrrincia de menores produçaes está relacionada com uma 

característica apresentada por N. rileyi em SMAY, onde no 

inicio de desenvolvimento do fungo ocorre a formaçio de um 

estágio leveduriforme, bastante característico, e com uma 

dura,io de 4 a 5 dias quando, entio, IniCia-se o crescImen­

to micelial do fungo. Deste modo, o inicio da formaçlo de 

cDnididforos e esporos de N.rileyi em SMAY ocorreu por vol­

ta do 7 0 dia após a inoculaçio sendo que no 8 0 dia a pro­

du~io de esporos foi bastante reduzida. Por outro lado, nos 

meios de FC o estágio leveduriforme foi mais rápido, va-

riando de 1 a 2 dias, propiciando uma maior precocidade no 

desenvolvimento micelial e na forma~io de conididforos 
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e esporos. 

Ainda comparando os metos de SMAY e FCBA po­

de-se supor que o meio de SMAY propiciou maiores produç5es 

de esporos devido ~ presença do extrato de levedura e da 

peptona, fontes ricas em nitroginio e importantes na espo­

rulaçio de N. rileyi. Isto ~ confirmado pelos resultados 

obtidos por LOCH (1978) que nio observou o desenvolvimento 

de N. rileyi em meio mínimo. Entretanto, quando se adicio­

nou 1% de extrato de levedura ocorreu crescimento micelial 

e esporulaçio intensa do fungo. CAMARGO (1981) confirmou 

também a importincia do extrato de levedura observando que 

no meio de SMA o fungo cresceu vegetativamente nio ocorren­

do entretanto esporulaçio. Ainda SILVA & LOCH (1978) de­

monstraram um aumento na produçio de esporos l medida que 

s. aumentou a concentraçio de extrato de levedura. Ap.sar 

de rico em nitroginio, o meio de FCBA nio apresentou uma 

eSPDrula~io tio intensa como a observada em SHAY, provave]-

mente pelo modo d. disponibilidade deste elemento no extra­

to de levedura ou devido l pr.sen~a de outros elementos im­

portantes neste nutriente para a esporulaçio de N. rlleYl. 

Como um dos principais objetivos deste estudo foi o de se 

desenvolver um meio alternativo a SHAY, de baixo custo, nio 

se testou a adi~io deste nutriente aos meios ~ base de FC. 

Entretanto, estudos futuros deverlo ser desenvolvidos no 

sentido de se estudar a influincia da adi~io deste nutrien­

te ao meio de FCBA. Esta discusio também pode ser aplicada 
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para a peptona e para a maltose, nutrientes importantes no 

meio de SMAY. 

A compara,io dos resultados deste experimen-

to com os obtidos por outros autores, torna-se difícil, na 

medida em que existe uma grande varia,io nas unidades uti-

lizadas para a quanti'icaçio da produ~io de esporos, al~m 

de terem sido utilizados isolados diferentes. Entretanto, 

LOCH (1978) obteve produ,6es de 1,2 x 1010 esporos por pla-

ca utilizando meio de SMAY, com S 9 de extrato de levedura 

ficou abaixo da observada neste experimento nos tratamentos 

de SMAY(16), FCBA(16) e FCBA(S) que foi respectivamente de 

2,5; 1,7 e 1,3 10 X 10·~ esporos por placa. 

Por outro lado, BALARDIN (1984) observou pa-

ra o isolado Passo Fundo. produ,ões de 1,2 x 1010 esporos 

por 13 ml de meio de SMAY em uma ~rea de 7,56 ou 3,24 

x 1010 esporos para a área de uma placa de 9cm de diimetro, 

experimento. J~ para D isolade Carnaqui. o autor observou 

que o melhor meio foi o de extrato de tomate com produ,ões 

correspondentes a 1,9 x 1010 esporos por placa de 9cm de 

diimetro. Nota-se, portanto, que as melhores produ,Bes para 

este isolado foram inferiores ~s observadas para SMAY (16) 

e bastante próximas ~s alcançadas no meio de FCDA. Entre-

tanto, BALARDIN (1984) utilizou nos meios alternativos a 

SMAY, extrato de levedura a 1,5% e quantificou a produ,lo 
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de esporos 14 dias após a incculaçio. 

Finalmente, SILVA & LOCH (1987) obtiveram 

x 109 por 40 9 de meio, produçio esta inferior ~ observada 

neste estudo para os tratamentos SMAY (16', rCBA (16) p 

(8). 

Torna-se, portanto evidente que, em termos 

quantitativos, o meio de rCBA mostrou-se competitivo quando 

comparado ao meio de SMAY, na produçio de N. rileyi. 

4.2.2. Teste de patoglnicidade dos esporos de N. 

rileyi produ~idos em diferentes meios s611-

Os resultados para este bioensaio encontram-

se na tabela 5. A porcentagem de mortalidade corrigida p 

acumulada ~ representada graficamente na figura 4. 

Pela anilise dos resultados observa-se que 

nio ocorreram diferenças relevantes nos TL50 dos diferentes 

\
'" t A 6 'i • .. .. , 
~n,re,an,o, ao anaAlzar-se o 1-90 

que o tratamento de SMAY foi o que produziu esporos mais 

virulentos, propiciando um TL90 bastante inferior ao obser-

vado nos outros tratamentos. 

Para a meio de rCBA os esporos produzidos 

foram as menos virulentos em comparaçio com os produzidos 



nos outros meios com um TL~I'0 e um TLoQ respectivamente de 
... l' I Y'."!-I' 

7,6 ~~ tS,j. d:i.a~;;. 

J~ o tratamento de SFCA produziu esporos que 

provocaram o menor TL5. igual a 5,8 dias. Por outro lado o 

TL90 foi elevado em comparaçio ao dos esporos produzidos em 

Os esporos produzidos no meio de PFCA apre-

sentaram um comportamento mediano quando comparado ao dos 

c)ut: rom m(':~:i.o~:;. 

Atrav~s da figura 4 pode-se observar que pa-

ra o tratamento SHAY entre o 7 0 e o BO dias apdm a inocula-

çio morreram 85% das lagartas, sendo que no mesmo periodo 

para SFCA, PFCA e FCDA morreram 82%, 76%, e 65% respectiva-

mente. Fica, portanto, evidente a maior virulincia dos es-

poros produzidos em SMAY em comparaçio aom produzidos nos 

meios de PFCA e FCDA. 

A maior virulincia associada aos esporos 

produzidos em SMAY deve-se, provavelmente, ao fato de ter 

ocorrido neste meio um est'sio leveduriforme mais caracte-

ristico e prolongado do que nos outros meios. Este estágio 

já foi correlacionado com a virulincia por HORROW et alii 

(i 989) . 
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Tabela 5- Tempos letais medianos, em dias, :intn:~val(J de 

confian~a e equa~~o da reta resultantes da inocu-

de N. rileyi produzidos em diferentes meios .611-

de). , 

L C, 

3,4,·,9. B 

li. j, .... 8. ::i 

'1',6 

T1...9t? 

1. 1. • í? 4 

,'",' '\ .I.~) , ,', 

~=1>62 + 4,44Logx 

~=-B,0B+i5>42Logx 

~=-2,26 + B,5Logx 

~=1,19 + 4,31Logx 

Estes autores observaram que sucessivas re-

picagen. de N. rileyi em SHAY provocaram uma redu~io na vi-

rulincia dos esporos, que est~ associada ~ perda de capaci-

dade de forma~~o do est~gio leveduriforme do pat6geno, 
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Figura 4- Mortalidade corrigida e acumulada de lagartas de 

A. !?eINIlUA,tlJ. I i 'fi inOf;U 1 ada~r. com eSpOl"€lS de N. r II €yi 

produZidos nos diferentes meios sdlidos. 

No tratamento ~ base de FeBA constatou-se 

uma maior mortalidade de lagartas devido a outros fatores 

que nio o fungo, deixando as lagartas com sintomas de morte 

provocada por bact~rias. Isto pode ter ocorrido por conta-

minaçio do meio de FeBA onde, apesar da esterili28,io e do 

uso de antibidtico no meio, " I J." t aLgumas laC(er1aS possam .er 

desenvolvido. Tamb~m este fato pode estar correlacionado 

com a maior produçio de exotoxinas proporcionado por estes 

Os TL50 observados apresentam uma baixa va-

riaçio quando comparados aos obtidos por outros autores, na 



in(Jcul a(j:~áo (~j:)l~ :i. m , IGNOrrO p~ alii 

(1976b', utilizando metodologia idêntica ~ usada neste ex-

perimento, obtiveram um TLS0 de 6,4 dias para um isolado 

Brasileiro. BOUCIAS et a/ii (1982) utilizando uma concen-

") 
esporos de 7500 por mm~ de dieta observaram um 

1L50 de 5,6 dias. J~ na inocula~io de um isolado Brasileiro 

na concentraçio de 500 esporos por mm2 de folha, BOUeIAS et 

alii (1984) observaram um tempo m~d10 de mortalidade de 7,2 

d :i.a1:' . 

4.2.3. Curva de crescimento de N. rile~i e produç~o 

o quadro de an'lise da variincia para as ob-

servaç5es relativas ~ produçio de mat~ria sica encontra-se 

seca e ~ curva de crescimento de N. rile~i nos meios de rc-

Bl e SMY encontram-se, respectivamente, na tabela 7 e figu-

r ,':\ ~5. 

Analisando-se os resultados observa-se que o 

meio de rCBl propiciou uma maior produçio de massa fungica 

com um pico no 9 0 dia ( 216 horas) apds a inoculaçio. En-

tretanto, estatisticamente nio houve diferença significati-

va na produçio de mat~ria seca, no meio de rCal, a partir 

do 7° dia apds a inoculaçio. 



Tabela 6 - An'lise da variincia para as observa~5es de pro-

du~io de matiria slca de N. ril.yi em meios lí-

quidos. 

-----------------------------------------------------------
c.v. 

Meios 
Dia. 
Resíduo 

Total 

C.V. = 18,729 

G.L. 

i 
6 

62 

69 

S.Q. 

8577670,82 
813681,81 
515614,85 

4406967,47 

Q.M. o ,- Probo 
) F 

3577670,82 430,196 0,00001 
52280,30 6,286 0,00001 
8816,87 

meios liquido •. 

após a 
inoeula~io 

6 
ry , 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
jQ ... 
20 

Meios 
Produ~iD média de matéria slea* 

FCBL SMY 

404, 0 
~ 

723, 7 
774, 4 
818, ~ ~ 
768, 5 
795, 7 
719, 7 
-----
-----
-----
-----
-----
-----
-----
-----

1*· ) 

a 
a 
a 
a 
a 
a 

250,8 C 
238,0 c 
256,8 c 
252,4 c 
250,8 c 
271,3 c 
305,1 c 
263,3 r 

i-Riali-ai-5-~i~ifI~aii-ii-ii-ai-iifi~Ii-ii2i~------------­

** Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si ao 
nível de 1% de probabilidade 

D.M.S. 1% = 208,95 (Para eDmpara~io da. médias dentro de 
tratamentos) 
D.M.S. 1% = 153,22 (Para eompara~io das médias entre trata._ 
mentos) 
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Produçio de mat~ria seca de N. rileyi em meios 
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::ri 

Observando-se a curva de crescimento na fi-

gura 5, nota-se que para o meio de FCBL ocorreu um aumento 

bastante elevado e estatisticamente significativo, na pro-

ctuçio de matéria seca, do 6 0 para o 7 0 dia após a inocula-

çio variando de 404,2 mg para 723,2 mg, respectivamente. 

lambém após o 9 0 dia a curva mostra uma tendincia a baixar 

provavelmente devido ao esgotamento dos nutrientes do meio 

vocando um rompim~nto das células do seu interior. 
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Ae se analisarem es dados referentes ~ pro-

du~io de mat~ria seca de N. rilByi no meio de SMY, nota-se 

que o crescimento foi bastante lento em compara~io ao meio 

de FCBl. sende as produ~5es significativamente menores. A 

elevada diferen~a entre as produ~5es dos dois meios prova-

velmente ocorreu devido ~ maior disponibilidade de nitrogi-

nio do meio de FeBl, o que propiciou um maior crescimento 

micelial. ~ste crescimento mais r'pido do micilio do fungo 

no meio de FCBl foi tamb~m observado nos meios sólidos, 

provavelmente devido a'~ . ~ mesmas causas . 

Para o meio de SMY, a produ~io de matiria 

sica atingiu um pico no 190 dia após a inocula~io. Entre-

tanto, a compara~io das médias nio mostrou diferen~a esta-

tistica em nenhum dos dias observados. 

Fica, portanto, evidente que, num mitodo de, 

produ~io bif'sico, o meio de rCBl em compara~io a SMY ~ 

mais produtivo. devendo por isso ser utilisado na fase de 

produ~io do mic~lio. 

A compara;io dos resultados obtidos para FC-

BL com os de HORROW & DOUCIAS (1988) para o crescimento mi-

celial de N. rileyi em SDY (Sabouraund.dextrose, extrato 

de levedura), onde foram alcan~adas produ~5es miximas de 

15,8 mg por ml de meio, mostra-nos que as malores produ;5es 

conseguidas em FCBl foram 3 vezes menores com um m'ximo de 

5,4 mg por ml de meio. Entretanto, estes autores conduziram 

o seu estudo em fermentadores com condi~5es ótimas de aera-
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çio e agitaçlo, bem como utilizando um outro meio de cultu-

ra. 

4.8.4. Produ~lo de ~sporos de N. ril.yi pelo proces-

so bif~sico 

Na tabela 8 encontra-se o quadro de an~lise 

da variincia referente aos dados de prDdu~ID de esporos de 

N. rielyi nos diferentes meios no processo bifásico de 

Os dados referentes à produ~io de esporos de 

N. rilByi nos diferentes meios do processo bifisico encon-

tram-se na tabela 9 e estio representados gráficamente na 

figura 6. 

Tabela 8 - Quadro de anilime da variãncia dos dados de pro-

c.v. 

Tratam 

du~ID de esporos de N. rileyi no processo bif~-

sico de produ~lo 

G.L. 8.0. 

1 79,02 

8 118,16 

O.M. 

79,02 

14,77 

,-o 

Probo 
) F 

5,35 O,04779 

c.v. ~ 56,267% Dados transformados em raiz de (x+0,5) 



Meios 

Bat . 

BFC 

D.M.S. 5% m 5,60 

Produ~io de esporos** 
M~dias tansf. M~dias originais 

9,64 a* 115,36 

4,02 b 16,38 

* M~dias seguidas das mesmas letras nio diferem entre si ao 
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tuke~. 

**Produ~io m~dia de 5 repetiaes Xx105 

Observa-se que somente ocorreu esporula~lo 

nos meios de Bat. e BFC. No meio de arroz observou-se, ao 

microscópio, a forma~aa de conidióforos e de pequena quan-

tidade de esporos e no meio de FC houve somente um reduzido 

crescimento mieelial de N. ril.yi (Tabela 9). 

A compara~lo dom resultados obtidos para 05 

meios onde ocorreu produ~ID de esporos mostra que o meio de 

Bat. foi significativamente superior ao de BFC, com produ-

~aes m~dias de 115x105 esporos por mI e de 16.38 x 105 es-

poros respectivamente. 
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Figura 6- Produçio de esporos de N. rileyi nos diferentes 

Analisando a constituiçio dos dois meios ob-

serva-se que o meio de BFC ~ mais rico e com uma maior di-

versidade de nut~ientes do que o meio de Bat .. Entretanto, 

as maiores produç6es foram obtidas no meio de Bat. e nio no 

meio de BFC. Isto pode ter ocorrido devido ~ incorporaçio 

de alguma substincia desfavDr~vel ao desenvolvimento e es-

porulaçio do fungo quando db cozimento da batata com a fa-

rinha de cris~lida na elaboraçio do meio de BFC. 

o melhor desenvolvimento do fungo no meio de 

Bat. refor~a a importincia do amido sol~vel deste tub~rculo 

nc desenvolvimento de N. rileyi. Deste modo { importante 

que em estudos de meios para o desenvolvimento de N. riJeyi 



a batata ou o seu caldo sejam considerados. A importincia 

de amido de batata, ~ confirmada por CAMARGO (1981) que 

produziu N. ri16~i em meio liquide de batata p dextrose 

vertendo a massa micelial juntamente com o meio em placas 

de BDA, obtendo uma intensa esporula~io do fungo. 

Um exame microscópico feito nos diferentes 

meios durante o desenvolvimento de N. rile~i mostrou e apa-

recimento de um est~gio leveduriforme nos meios de BFCe FC 

no primeiro dia após a inocula~io sendo que no segundo dia 

somente se observou a presen~a de mic~lio do fungo. Já nos 

meios de Bat. e Ar. nio ocorreu o est~gio leveduriforme, 

mas somente o micélio do fungo. Assim come para os meios 

J' • o f.~m \: <:\!:j :1. o leveduriforme parece estar associade 

presen~a de alguma fonte de nitrog@nio, no presente caso a 

farinha de crisálida. 

O aparecimento dos primeiros conidióferos e 

esporos foi observado ne 40 dia após a inocula~io no meio 

de Bat. e no 50 dia para o meio de BFC. 

Com rela~io ao crescimento micelial notou-se 

um maior desenvolvimento em BFC em compara~io ao meio de 

Bat .. Isto vem a re'or~ar a hipótese de que, apesar de meio 

de BFC ser mais rico em nutrientes propiciando um maior 

crescimento vegetativo, algum fator do meio contribuiu para 

a inibi~io da esporula~lo de N. rileyi. 

Utilizando SMY como meio para a produ~lo de 

micilio de N. rileyi, HOLDON & van de KLASSHORST (1986), 



inocularam o micélio produzido em bagaço de cana-de-açdcar. 

DI:! t: €·~n d c.> uma 
1',,. ,. ~ • • <:,,\ produçao medla de 8.7x10· esporos por 5 g 

bagaço. Neste estudo foi feito um teste com a utilizaçio do 

bagaço mas somente observou-se um leve crescimento mice-

lial. Entretanto. a comparaçio dos resultadas obtidos no 

presente estudo com as obtidos em baga~D mostram-nos que o 

bagaço foi consider~velmente mais produtivo do que as meias 

4. f.~. 5.' Test: e de pat (Jgên ic: idade cmn e1!)1)(JrCH5 de N. 

produzidas nas diferentes meios do 

processa bifisico. inoculadas em lagartas de 

Os resultadas referentes ao teste de patagl-

nicidade e virulincia das esporos de N. rileyi inoculadas 

porcentagem de mortalidade corrigida e acumulada é repre-

sentada graficamente na figura 7. 

Pelos resultadas observa-se que o meio de 

BFC. apesar de menos produtivo, foi mais virulento do que o 



Tabela 10 - Tempos letais medianos , em dias. intervalo de 

rile~i produ~idos nos diferentes 

TI...~:)0 :r.. e. 

? I a·-·H. ? 1.0.6 :'.1 ~:: .... 4 • ~~+:t~; • ;:~L.o!;,t ).( 

BFC .I. , ... 
(:I ~ ~J ~.'i • B· .. ·'l , 4 

-----------------------------------------------------------.)(. ·T·I·.. ., 'Y'I ., .",' , .... "'~:)0 h I ··.90 (·:.m (. •• <:\~, 

Como já discutido no item 4.2.2,. a forma~io 

de um estágio leveduriforme, apesar de rápido, no meio de 

BFC pode ter contribuído para o aumento da virulincia do 

fungo em comparaçio ao meio de Bat .. 

Ao se compararem os resultados aqui obtidos 

com os observados ne teste com esperas produzidos em meios 

"1 . I l'HJ. :1.(: OS;, em placas de Petri, nota-se que os TI...50 dos dife-

rentes tratamentos dos dois bioensaios sio bastante seme-

lhantes. Entretanto, ao analizarmos o TI...90 para os esporos 

produzidos em BFC, observa-se que este foi consideravelmen-

te inferior aos TI...90 obtidos com os esporos produzidos nos 

meios sólidos, principalmente em compara,io com os esporos 

obtidos do meio de FCBA. Esta diferença é p~ovavelmente de-

vida ~ baixa mortalidade causada por bactirias quando da 

inoculaçio das lagartas com os esporos do meio de BFC. Isto 
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p od f..~ ~iE·~r· c: on f i r·I1I<":l.d o -afl <":\"1 :i. f:;,':\ n d O····f:iE· <:\ f :i. r.~ u r' <':\ 7, on fi e, p ,':\ r' a (:) 

tratamento Bre, a l1Iortalidade total foi de 99 X. Destes 99 

X a mortalidade foi maior no 6°' 7°, e aO dias após a ino-

culaçâo, com respectivamente de 23, 47 e 2Y X. 

100 

90 
80 
70 
80 
10 
40 
ao 
20 
10 

o 

Porcentagem de mortalidade 

.::----
~ - . .._,-

~/ ":::: 

/" o .,.-----
./ ~ 

/' ~ /' 
("'" ~o 
~ ---:t'" 

I I , , I 

e 7 8 9 10 
Dias ap08 Inoculacao 

Meloa 

-4-8FC -4-BAT 

Figu,"a 7- Hort a 1 idade corr 1,g ida e acumulada de Â. gemmata'-

lis inoculada com esporos· de N. rileyi produzidos 

pelo processo bifisico de produ~.o. 

Pelo discutido fica, portanto, evidente que 

nio ocorreu ul1la diminui~io na viru"1inc:ia dos esporos de N. 

rile~i quando produzidos pelo processo bif~5icQ aqui testa-

do em relaçio aos esporos produzidos por outros m~todos por 

diferentes autores. 
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4.8. Crescimento ~ produ~lo d~ B. ba5siana nos dif~ren-

tes meias e t~ste. d~ patoginicidade com os espo-

ros produ~idos 

4.3.1. Crescimento radial e produclo d~ esporos de 

B. ba5siana nos diferentes meios sólidos 

Os quadros de an~l1s~ da variincia para as 

observa,5.s do crescimento radial de B. bassiana nos dife-

rentes meios encontram-se nas tabelas 11, 12, 18, 14 e 15 

respectivamente para o 2D, 3 D , 4°' 50 e 7 0 dia ap6s a 1no-

culacio. 

Tabela li-Quadro de an'11se da variSncia para as observa-

c.v. 

Meias 
Resíduo 

Total 

caes relativas ao crescimento radial de B. bas-

siana nos diferentes meios sólidos no ea dia após 

B.L. S.a. 

3 12,97 
36 7,8B 

39 20.85 

G.M. 

4,82 
O,22 

F Prob.) F 

19,76 e.11101 

C.V. D 9,427 
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Tabela 12- Quadro de análise da variincia para as observa-

c.v. 

Meios 
Resíduo 

Total 

,Ses relativas ao crescimento radial de B. ba~-

siana nos diferentes meios sdlidos no 3 0 dia 

G.L. 

3 
36 

39 

64,44 
7,76 

72,20 

G.H. 

21,48 
0,22 

,-o Prob.> F 

99,62 0,00001 

Tabela 13 -Quadro de análise da variincia para as observa-

c.v. 

MelaS 
Resíduo 

Total 

,Ses relativas ao crescimento radial de B. bas-

siana nos diferentes meios sólidos no 4D dia após 

G.L. 

3 
36 

39 

8.Q. 

93,24 
15,90 

109,14 

G.M. 

31.08 
0,44 

,-o Prob.) F 

70,88 0.00001 

C.V. = 4,508 



82 

Tabela 14 -Quadro de anilise da varilncia para as observa-

,Ses relativas ao crescimento radial de B. bas-

siana nos diferentes meios s6lidos no 50 dia ap6s 

-----------------------------------------------------------
c.v. 

Meios 
Resíduo 

Total 

G.L. 

3 
36 

39 

C.V. = 3,611 

9.0. 

163,95 
20,87 

186,82 

O.M. 

',58 

F Prob.) F 

95,45 0.00001 

Tabela 15 - Quadro de anilise da varilncia para as observa-

,Ses relativas ao crescimento radial de B. bas-

szana nos diferentes meios s6lidos no 7 0 dia 

C.V. G.L. 9.0. O.M. F Prob.) F 

Meios 
Resíduo 

Total 

C.V. = 3,993 

253,09 
35,47 

288.37 

84,36 
0,98 

85,60 0,00001 

Na tabela 16 encontram-se os dados m~dios do 

crescimento radial de B. bassiana nos diferentes meios só-

na figura 8. A figura 9 mostra o crescimento de B. bassiana 

em cada um dos meios. 



Tabela 16- Dados midios do crescimento radial,(mm), de B. 

bassiana em diferentes meios de cultura sólidos 

Dias após a inocula,lo 
") I: .. !:~ 4· !:S 

Fcnf~ !::; , a (,;; (:\ 'l~ U. I :1. ~:~<it 1.6, 1.9a F..~4, 06 .. 1 í:~9 , 1. ~:la 

BD(.~ (5, 1.~6<:\ H?, ~:H~b 1 ~.'; , E~0b E~ l .• H0b í.~4 , j.~~b 

BFC(.\ 4, 7~:lb H, <10(: j.~:~, 9:k 1.9,69c í1.~:j , 4~:ib c 

PFCI1, 4, j.6bc 7' , f3::~d 1.:3, ~r::k U3, B(l,rc i.~~7!. J /?~:~c 

(1],99606 

* Midias seguidas das mesmas letras nas colunas nio diferem 
entre si pelo teste de Tuke~ ao nível de 1% de probabili­
r.h\(:le~ . 

Assim os meios de FCBA e nDA apresentaram um 

111,':1. :i. or • Il J"I I '1 {' . creSClmen(O ra~la. [as co lnlas 

la,io aos meios de SrCA e PFCA (Tabela 16). 

Comparando-se o meio de rCBA com o de BDA 

pode-se observar que o meio de FCBA apresentou, a partir do 

30 dia após a inocula,io, um crescimento radial significa-

BDA pode ter ocorrido por ser FCBA mais rico em nutrientes, 

principalmente em nitroginio. A importincia da presen,a de 

uma fonte de nitrosinio para o r~pido desenvolvimento l1Ii-

celial de B. bassians foi confirmado por SMITH & GRULA 
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(1981) em meio líquido. Estes autores tamb~m constataram a 

importincia de uma fonte de carbono e energia, representada 

nestes meios pelo amido que estava presente em maiores con-

centraç5es nos meios de BDA e FeDA, sendo assim, provavel-

mente um dos fatores que contribuíram para um crescimento 

significativamente maior destes dois meios em rela,io a SF-

32~----------~--------~--'------~---------~---------­
a04---------~-----·----~--------~-----·---~----------

284-----------~------------+-·---------+---------~:::: ~------

2e~--------+----------~--------+-----------Hm 

24+-----------~--------~--------~~-----~Miií 

22~----------+-----·----r-··--------~;m.---

20~---------+---------~--------~m 

18~--··------+---------~--------~:;: 

1e+--------4~-------+~:: 

14 -t---.--.-+------_+_ 

12+---·------+----------r 
10 +-------+-t:~mllt__-
8 -i-------+iiiíií 

6 4--.. ----·~-Hi·:m 
4 ...L..JIiIw.-f:io ...... 

DIM AP08 A INOCULACAO 

TRATAMENTOS 

lií!ml FCSA _ PFCA l:i:i@! 8FCA _ BDA 

Figura 8 - Crescimento radial (mm) de B. ba55iana nos dife-

rentes meios de cultura 
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Figura 9 - Desenvolvimento de 1~ .~ . bassiana em diferentes 

meios de cultura no 7 0 dia ap6s a inoculaçio. 

Ainda , com relaçio ao meio de FeBA, as colB-

nlas de D. bassiana apresentaram um crescimento radial que 

variou de 12mm a 32mm no período de 3 a 7 dias após a ino-

culaçio. Estes resultados estio de acord o c om os de NAHAS & 

ARAI (1987) os quais, no entanto, utili2aram a farinha de 

cris~lida a 3 X sem a adiç~o de batata. 

o quadro de an~lise de variância para os da-

dos de produçio de esporos de B. bassiana nos diferentes 

meios sólidos encontra-se na tabela 17. 

A produçio midia de esporos em cada um dos 

diferentes tratamentos encontra-se na tabela 18 e estio 

gr~ficamente representados na figura 10 . 



Tabela 17 - Quadro de an~lime da variincia para as obmerva-

c.v. 

Me:i.(:)~.; 

I:~ ~:~ l5. J~ d !..I. (:l 

Tot,':\l 

5iana nom diferentes meiom sdlidom. 

G.L. 

~:j I ~7(y 

Lf?:i. 
t I <ta 
0 / (';3 

F F'l"(:)b. > F 

t:i7 I :1.6 (i,I . 0(';001 

c . V. :11: 9 I f:~99:% Dados transformados em raiz (x+0.5) 

Tabela 18- Pl"oduçlo de esporos de B. ba55iana nos difel"en-

tes meios sdlidom. 

-------------------------------------------------Midias** M~dias No círculo*** Na placa 
t \" (i\ n f:; f . O r :i. ~IJ :i. n .:\ :i. ~;. .)( .. )f ~( .• )I.' 

(x107 /ml) (x107 ) (x109 ) 

BDA ~:~ , t7; ~~~. ~!\ .): 3. (:.~ J 1.8 H~:i'J8 4 ~!l , ~1':i' 

FCBA (:~. 94b 8 I (:.~4 8f!..49 i:.~9 I 7(1) 

PFC(.~ E?. (.~!5c 4· 1 ~:j~~ 4~;;, 87 j.6/~H 

SFC(.~ i.~. i,:?4c 4 J ~:.56 4~;. 60 l.6.4i:2 

D.M.S. 1:% = 0.40146 
* M~dias seguidas de mesmas letras nlo diferem entre si pe-

lo teste de Tuke~ ao nível de 1:% de probabilidade. 
** Médias transformadas em Raiz(x+0.5) 
***Círculos de 15mm de diimetro. 
****Placas de 9 em de diimetrc 
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Figura 10 - Produçio midia de esporos de B. bassiana nos 

meios sdlidos (x 107 esporos Iml). 

o meio de FCDA, que apresentou o maior cres-

cimento radial, nia foi o que propiciou a maior produçio de 

esporos, observada no meio de BDA com uma produçio 47,4 % 

superior ~ obtida em FCDA, ~pesar de o meio de DDA apresen-

tar uma menor concentraçio de nitrogênio do que a do meio 

de FeDA (Figura 10). Esta maior produçio de esporos pode 

estar correlacionada com uma resposta de sobrevivência de 

B. bassiana quando os níveis de nitrogênio estio abaixo dos 

níveis satisfat6rios. Esta resposta. sobrevivência foi 

também sugerida por CAMPBELL et a/ii (1978) que estudaram o 

crescimento e a esporulaçio de B. bassiana em meios con-

tendo diferentes tipos de amino~cidos. Estes autores suge-



rem também que as fontes de nitroginio importantes para o 

cresCImento micelial podem nio ser necessariamente tamb~m 

eficientes para a esporula~io do fungo. Provavelmente este 

fato pode ter ocorrido no desenvolvimento de B. bassiana 

que, apesar de apresentar o melhor crescimento 

micelial, nSo propiciou as melhores produ~5es de esporos. 

Comparando-se a produ~lo de esporos de B 

bassiana nos meios de PFCA e SFCA com a de FCDA, observa-se 

que para este ~ltimo as produ~5es foram superiores e s1g-

nif1cativamente diferentes. Esta diferen~a pode estar rela-

c10nada com a presen~a do amido de batata na meio de FCDA, 

confirmando a importincia deste nutriente nSo só na esporu-

la~io da 'ungo mas também no seu desenvolvimento vegetati-

'1 t I I t . d se comparar os resu ~acos Ol 1.0S 

estuda com as de outros autores. observa-se que os meios de 

BDA e FeBA proporcionaram maiores produ~5es do que as obti-

das par NAHAS & ARAI (1987), onde os melhores meios para a 

eSPDrula~.o de B. bassiana foram farelo de trigo, Ponte-

corvo e farinha de crisálida com produ~ões, para uma área 

de 7 cm de diimetro, respectivamente de 13,411 11,31 e 4,6 

"A9 "<:. '" <'" (,,, ., 3, ~. . ~: ... l P CH a .t>. ,.)f:. forem extrapoladas as produções atingi-

das neste estudo para uma igual área , obteríamos produ~5es 

de 26,47; 17,96. 9,99 e 9,93 x 109 esporos, respectivamen-

te, para BDA, FeDA, PFCA e SFCA. 



Para o meio de BDA, TONET & REIS (1979) ob-

servaram produ~5es de 74,5x107 esporos por circulo de 13mm 

de diimetro, D que daria, para um circulo de 15mm, 99,2 x 

estudo para o mesmo meio. Estes autores observaram ser o 

meio de semolina-agar o melhor para a esporula,lo de B. 

. . 
I.~ a 1.:; "!li .To ~.~ n ~.~ .. . ",'I;~' el',' ·",'7 .,." .. .,. . .. t.um ,.J,.J6, d,{j,~1 *., .t>PC)\ ().:. PD\ circulo de 15 mm de dii-

metro, prDdu~lo bastante superior aos melhores meios aqui 

testados. Por outro lado, GOETTEL (1984) obteve produ~5es 

inferiores ~s observadas para qualquer um dos meios testa-

dos neste estudo. Já FOGAL et alii (1986) e ALVES & PEREIRA 

(1989), utilizando respectivamente farelo de trigo e arroz, 

obtiveram produ~6es de 4,5 a 5,7 x 109 e 6,16 x 109 esporos 

por grama de meio respectivamente. A compara~lo com os re-

sultados aqui obtidos fica difícil pois neste estudo as 

produ~6es de esporos foram expressas por área. 

4.3.2. Teste de pato91nicidade com os esporos de B. 

bassiana produzidos nos diferentes meios sd-

1 :i. dos . 

4.3.2.1. Teste de patoglnicidade utili:a:ando 



Us resultados referentes ~ inoculaçio de 

contram-se na tabela 19 e figura 11. 

Pelos resultados, observa-se que o meio de 

SFCA foi o que produziu esporos mais virulentos com um TL50 

de 4,8 dias, consideravelmente inferior aos outros meios. 

Entretanto, ao analizarmos o TL90 observamos que os esporos 

produzidos em FCDA foram os mais virulentos com 13,63 dias, 

valor bastante inferior ao dos esporos dos outros meios. 

aqui observados estio de acor-

do com os obtidos por ALVES et alii (1988), que observaram 

dos de B. bassiana aplicados em igual dose ~ aqui utlllza-

da, atravcls da mesma metodologia de inocula,io. 

Entretanto, STIMAC et alii (1982) obtiveram 

TL50 que variaram de 7,2 a 13,8 dias, para a inocula~io de 

diferentes isolados de B. bassiana e B. bransniartii, re-

sultados maiores do que os observados no presente estudo, 

provavelmente devido ~ utiliza,io de uma dose menor e igual 

.0:; 

a 1 x 10' esporos por ml. 



Tabela 19- Tempos latais medianos, intervalos de confian~a 

e equa~~o da reta resultantes da inocula~~o de 

zidos nos diferentes meios s6lidos. 

FenA 6,P ~:i 16""6, B t:~, 6~3 Y::::P, 0 + :3 I ~i' ~:j lO!:JX 

BÜ(~I ',' .;.~) , I , ? ,4''''B,4 1.7, ~h Y::::j. ,n ... ::1,6 109)( 

PFCA (.~ ~ ~!I B 14'·'<1 I ~S í::~~~ I :-;' y::::p, j, + :3 , (~ logX 

SFCA 4,B ~~, '/''''6, F..~ j n I::' .. ~ , ,J y:<s, 6 + I;) 
i .. , , j. 'i O~JX 

-----------------------------------------------------------
.l(' ~~Il'l d:i.a~;;, 

Porco de mortalidade 
100~--------------------------------------------~ 

80 1------------ --------~I!F_-e_-_&_~ .... -_18 

80~-----~~------

40r----+~~~~~=-------------------------~ 

20r-~~~--------------------------__4 

14 15 
DI •• apo. a Inoculacao 

Melo. 

-- FCBA -+- BDA ---- PFÇA -Q- SFÇA 

Figura 11 -Porcentagem de mortalidade corrigida e acumulada 

dE~ opel-á1" ias de S. $,õlevi$$im..:~ :i.noc:u I adas com B. 

basiiiÍana. 
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Nota-se, portanto, que os meios aqui testa­

dos para a produ;io de B. bassiana nio alteraram a virulin­

C1a dos esporos quando inoculados em oper~rias de S .sa~-

vissima. 

Com rela,io ~ mortalidade observada o meio 

de FCBA foi onde ocorreu uma maior mortalidade com um total 

de 88 X, sendo que desse total 78 X das oper~rias morreram 

até ao 7 0 dia após a inocula,io. Para todos os tratamentos 

o maior n~mero de formigas mortas foi observado entre o 4 0 

e o 60 dia após a inocula,io com 68 X, 58 X, 36 X e 28 X de 

mortalidade, respectivamente. para SFCA, FCBA, BDA e PFCA. 

4.3.2.2. Teste de patoslnicidade utilizando 

lagartas de D. saccharalis. 

Os resultados referentes' mortalidade de 

lagartas de D. saccharalis inoculadas com esporos de B. 

bassiana produzidos nos diferentes meios sólidos encontram­

se na tabela e8, sendo graficamente representados na figura 

12. 



Tabela 20- Tempos letais medianas. intervalos de conflan~a 

e equa~la da reta resultantes da inocula,la de 

bassiana pradu~ldos nas diferentes meias sóll-

'f'l ,'I. .. ·~:i0" :r..C . TI...90·)(· 

FCHI~I ~L ~:~ 
1°:;" , ~~9''''9 ~ ~:~~;;j :1.6.4?' y:~: j .• (J,o~$ + ::~. í:!l ogX ,-

BDA 7,B 6 J ?'4···<Y, 0~7; 1.9. H~7j Y::::í:~ , í:~ + :~l ; j.61('jgX 

PFC(.~ :1.0,4- 9 , ~3·"· t :t. , é ~3~~. 49 Y:":í:~ J í:.~ + i:~, ?!5Io!;JX 

~)FCA 1.4.8 U, ,7 .... j.6,(j\ l~?· 1 0? Yt:::í.:!', i.~ + í:~ , 4 J. o!:) X 

i-;;-~i;;~-------------------------------------------------

Os esporos produzidos nos meios de BDA e 

FCHA foram os mais virulentas. apresentando os menores 

TI...50 e TI...90 iguais a 7,8 e 8,3 dias. respectivamente. Nota-

se que os esporos produzidos em FCBA, apesar de apresenta-

rem um 11...50 maior em rela~lo aos produzidos em BDA. nlo 

mostraram uma queda relevante na virulincia sendo ma1S vi-

rulentos quando analisamos o T1...90' 

Por outro lado, as esporas produzidas nos 

meias de PFCA e SFCA mostraram-se menos virulentas apresen-

tando uma queda consider'vel em rela~io aos outros dais 

meias, Devida a esta diferen~a acentuada entre FCBA p as 

outras dois meias à base de farinha de cris'lida, pode-se 

levantar a hipótese de que o amido saldvel de batata ou a 

sua intera~io com outras nutrientes da meia aumentou a vi-
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rulincia dos esporos produzidos em FeBA e em BDA em relaçlo 

aos outros dois meios. 

Poro. de mortalidade 
'OO~--------------------------------------------~ 

80r-------------------~-----------------------4 

eOr-----

ao~---~~~---------------------------------------~ 

o~--~--~--~--~--~--~--~--~--~--~--~--~--~ 

3 e 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
DI •• &pOI • Inooulaoao 

Meloa 

-- BOA -+- FeIA --- PFCA ~ 8FCA 

Figura 12- Porcentagem de mortalidade corrigida e acumulada 

de lagartas de D. saccharalis inoculadas com es-

poros de D. bassiana. 

Pelos dados da figura 14 pode-se deduzir que 

as maiores porcentagens de mortalidade ocorreram para todos 

os meios entre o 50 e o BO dia após a inoculaçio. A morta-

lidade total corrigida e acumulada foi baixa para todos os 

tratamentos variando de 56 a 80%. 

Comparando-se os dados de TL obtidos neste 

estudo com os observados por SOSA GóMEZ (1990) na inocula-
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çio de lagartas de D. 5ac~haJ-ali5. nota-se que nio ocorreu 

uma variaçio arreci'vel. mesmo considerando que este autor 

utilizou p uma dosagem de 2,7 x 10~ esporos por ml. bastante 

superior ~ aqui usada bem como isolados diferentes. 

4.3.3. Curva de crescimento e produ~lo de mat~ria 

slca de B. bassiana produzida em diferentes 

meios liquidos. 

o quadro de an'lise da variincia para as ob-

servações relativas ~ produçio de ruat~ria seca encontra-se 

na tabela 21. 

produ~lo de mat~ria seca de B. bassiana em 

meios liquidos. 

c.v. G.L. 

Meios 1 
Dias 6 
Resíduo ,~ uc 

Total 69 

8.0. O.M. 

0.0171 0,0171 
0,00004 0.0008 
0,0015 0,000025 

1,73,83 

,-o 

672.20 
3.06 

Probo 
) F 

0,0001 
0,0110 

-----------------------------------------------------------C.V. = 4,288 % Dados transformados em raiz (x+100' 



Us dados referentes ~ produçio de matciria 

seca e ~ curva de crescimento de B. bassiana nos meios de 

FCBL e BD encontram-se respectivamente na tabela 22 e figu-

em meios liquidas. 

-----------------------------------------------------------Dias Produ~io de matéria seca* 

:i.n~:)cu I ,:\ç:f:io FCl~I." 

T\"<:l.n':,,;·P. 0\" :í.~J . Or·:i.g. 

4 1. ~q , 0~:~7 • ')('1f ,,\ .)( .• )f .)(. 7 4H J ~:~ :í.0,0:t4 .,,·)Hf b')(")H(' L~B7, 6 c. ~., 

~:5 H), 0~3<;' bc ,:\ 7B? ,::5 :1.0, (H6 (":\ b ~l :lo ~I' J <;-
:~) j.0.044 <:\bc ,,\ 1.:~90, 6 1.0,0j.7 :::\ b ~34í:~ , (j.' 

7 :1.0,048 ,:\1:><:: ,:1. 964,6 :1.0,014 ,:\ b (.:~B4, 7 
B H4,0!':;0 <:\1:> c,\ 1. 00t:'i, 1. H;, (H4 ,1 b 2~~f til J 9 
<l :1.0, 0~.'j~~ a ,:\ 30064,4 1.0,0t4 <":\ b (.~ ~? <;; I ~7 

),0 1.0, ~;~::;0 ,':\1:1 :::\ H!lí:~ 1. J 1. 1.<4, (41.4 j1 b i:?BO J 0 

* Mcidia de 5 repeti~aes em mg de matciria sica. 

** Mcidias seguidas da mesma letra nlo diferem entre si pelo 
teste de Tuke~ ao nível de 1% de probabilidade para dias 
dentro de meios. D.M.S. IX ~ 0.011.57. 

*** Mcidias seguidas das mesmas letras nio diferem entre si 
pelo teste de Tuke~ ao nivel de 1.% de probabilidade pa­
ra meios dentro de dias. D.M.S. IX ~ 0,0849. 
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Figura 13 -Produ~io de matiria sica (mg) e curva de cresci­

mento de B. bassiana em meio liquido. 

Ao compararem-se as produ~5es de mat~ria se-

ca nos d01S meios observa-se que ~'CBL foi sempre mais pro-

dutivo do que BD, sendo a maior produ~io de FCBL 3.1 vezes 

superior ~ maior produçio de BD. 

Assim como no estudo de crescimento de N. 

rilsyj, a maior diversidade e riqueza de nutrientes no meio 

FCBL em relaçio ao de BD, principalmente a maior concentra­

çio de nitrogênio, propiciaram um maior creSclmento mice­

lial de B. bassiana em meio líquido. A importancia de uma 

fonte de N para o desenvolvimento de B. bassiana foi con-

firmada por SMITH & GRULA (1981), os quais observaram a au-
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tólise das células quando este elemento nio está presente. 

BIDOCHKA et alii (1987) confirmaram tamb~m a importincia 

deste elemento. 
, 

Os resultados obtidos neste estudo coincidem 

com os observados no item 4.3.1., onde o fungo alcançou o 

maior crescimento radial ou vegetativo no meio de FeDA. 

Observa-se tamb~m que para o meio de FCBL o 

pico na produçio de matéria sica ocorreu no 9 0 dia após a 

inoculaçio com 1064,4 mg ou 7,09 mg por ml de meio (Figura 

13). Entretanto, este resultado nio diferiu estatisticamen-

te da produçio aos 6, 7, 8 e 10 dias. 

Por outro lado, para o meio de BD nio se ob-

ser vou diferença estatística para a produçio de massa fJn-

glca em nenhum dos dias testados. Entretanto, as maiores 

produç5es foram atingidas no 6 0 dia após a inoculaçio, com 

uma produçio m~dia de 842 mg ou 2,28 mg por ml de meio. 

A compara;io dos resultados observados neste 

estudo com os de outros autores para a produçio de massa 

'Jngica de B. bassiana nio nos parece confiável no sentido 

de que na maioria dos trabalhos realizados o principal ob-

jetivo foi o de se testarem várias fontes de nutrientes 

dentro de grupos como carboidratos, aminoácidos e peptonas. 

Assim, o meio de FCBL é mais produtivo do 

que o de BD, devendo ter preferincia num processo de produ-

çio bifásico para o crescimento da massa micelial de B 

bassiana em meio liquido. 
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4.3.4. Produ~~o de esporos de B. bassiana pelo pro-

cesso b1f~sico . 

o quadro de an~lise da variincia para as ob-

serva~5es de produ~lo de esporos de B. bassiana nos dife-

rentes meIos sólidos do processo bifisico encontram-se na 

tabela 23. 

Tabela 23- Quadro de an~lise da variincia dos dados de pro-

du~~o de esporos de B. bassiana no processo bi-

f~.1co de produ~lo. 

e.v. G.L. 8.0. O.M. ,-- Probo 
) r 

-----------------------------------------------------------
Meios 3 2,6668 0,8889 59,971 0,00001 

Resíduo 16 0,2372 0,0148 

Total 19 2,9040 

e.v. ~ 6,756% 

A comparaçio das médias obtidas para cada um 

dos tratamentos faz parte da tabela 24, sendo os dados gri-

ficamente representados na figura 14. 

Pode-se observar que o melhor meio foi o de 

Fe, seguido do de Ar .• Bat. e Bre, com produ~aes médias de 

1,6 a 5,2 * 109 esporos por grama de meio. 



Tabela 24 - Produ~lo mjdia de e~poro~ de B. bassiana em di-

ferente~ sub~trato. na proce~so de produ~lo bi-

FC 

(.~ j" 

B:c,\t 

BFC 

l"i é d :i. ,\\ m 1: j" <,lo n ~:; .j; . 
,!f 

") i: .. I ~:~ü4 
.1 .~ .)(: ')(. ,~ 

1. , Bí:!.B b 

i I !~;69 bc: 

1. I I.H?'7 (" 

D.M.S. 1X = 0,28258 

Produçlo de esporas 

l"iéd :i.~:\1:; Dl" :i.!:J . 
~(o.)~ 

:'.:; I j.8l f 

c!. I Bt:i6 

:l. I 9'7é 

l. I !56(i,\ 

* Médias transformada~ em raiz(x + 0.5) 
.)( .. ~ )< .~ lo ela Im '1 
'lHH~ }( .)(: 3. (I) 9 

p o r ~:I d f.~ Ilj(;~ :í. o 
.)(.~ .. )(: 

"" ,.J J E~ 

") 
1: .. , 9 

í:~ , (J,o 

j. , 6 

**** Médias seguidas das mesma~ letras nlo diferem entre Si 
pelo teste de Tuke~ ao nível de 1X de probabilidade. 

As maiores esporulaç5es de B. bassiana em FC 

ocorreram, provavelmente, devido. maior diversidade de nu-

trientes neste meio e também em fun,io dos maiores teores 

de nitroginio. Entretanto, o maior crescimento micelial no 

20i 3 D e 4 0 dias foi observado, a alho nUi em ordem decres-

cente nas meios de Bat., BFC, Ar. e FC. Esta foi justamente 

a ordem inversa das maiores pl"odu,5es de esporos. Como j~ 

discutido no item 4.3.1., a elevada produ~lo de esporos po-
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gando o fungo a maiores produ~5e5 como forma de garantir a 

sua sobrevivincia, principalmente no caso do nitroginio. 
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Figura 14 - Produ~~o de esporos de B. bassiana nos diferen-

tes meios do processo bif~sico de produ~~o. 

Portanto algum outro fator nio identificado 

deve estra influindo no aument:ode eSPDrulaçio, apesar de 

ter ocorrido menor crescimento micelial. Deste modo. estu-

dos devem ser efetuados no sentido de se esclarecer quais 
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os mecanlsmos fisiológicos envolvidos neste processo, 

Ao se compararem os resultados obtidos neste es-

tudo com os relatados por ALVES & PEREIRA (1989), pode-se 

observar que as produ,Ses em arroz empregando o método das 

bandejas foram de 6,16 x 109 esporos por grama de meio, 1,2 

vezes superiores fus observadas para o melhor meio testado 

FC , com o x 10- esporos por grama de meio, e 2,e vezes 

superiores ao 2 0 melhor, Ar. com e,8 x 109 esporos por gra-

ma de meio, Estas diferen,as devem-se, provavelmente, aos 

diferentes isolados utilizados bem corno fus condi,Ses de 

cultivo do fungo no método das bandejas ande as condi,Ses 

de arejamento sio prov~velmente melhores. Portanto uma com-

para,io segura entre estes dois meios. FC e Ar. deveria ser 

feita pela método das bandejas uma vez que o meio de FC 

além de mais produtivo é também economicamente mais viivel. 

A compara,io dos resultados em FC com os ob-

tidos por lHOMAS .t alii (1987), utilizando meio liquido, 

mostram-nos que a produ,io de esporos por ml de meio foi 10 

vezes inferior ~ de FC por grama de meio. As produ,Ses con-

seguldas por ROMBACH (1989) em meio liquidO, 73-170 x 106 

esporos por ml foram também menores do que as de B. bassia-

na em FC. 

Considerando que o meio de FC propiciou 

maiores produ,Ses de esporos do que os outros meios testa-

dos, e principalmente, que seu custo é economicamente mais 

sugere-se, num método de produ,io bif~sico de B. 



optar pelo uso deste meio de cultura principal-

mente em programas de produ~io em larga escala. 

4.3.5. Teste de patoginicidade com os esporos de B. 

bassiana produzidos pelo processo bi"sico. 

4.3.5.1. leste de patoginicidade utilizando 

o. resultados referentes ~ inocula~io de 

contram-se na tabela 25 e figura 15. 

Tabela 25- Tempos letais medianos, intervalos de con'ian~a 

e equa~lo da reta resultantes da inocula~io de 

zidos pelo processo bi'isico . 

I. e. . y., .)f 

1···90 

H.:\t q 
< , 0 a, i:~·-·1. 0 24, 'l ~J ::::t.? , c!.+i:~ , 9L(:)g}( 

nrc 6, r.:~ I~' 
... J } !~.:; .... ~7 .a 1. j. ~:; , B !:} :::: f.~ , ~::i + ::~ , ,:!. L. o $.~ >< 

(o'H" B, ":lo I: .. 
. ., 
, J ~:1""9 , 0 ")") C.I: .. , ~:):':í ~j ::::í.? , ~~+2 ,91...0EIH 
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-----------------------------------------------------------'l~ i!.nn ti :la~:;. 
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Figura 15 -Porcentagem de mortalidade corrigida e acumulada 

de openh· :ias dE~ S. s~.u:'vis"5im~';l inocu"1 adas com es···· 

poros de B. bassiana. 

Através da an~lise dos resultados observamos 

que os meios de B~C p FC foram os que produziram esporos 

mais virulentos com TLS0 de 6,2 e 6,4 dias, respectiva-

Ao considerarmos em conjunto o TLS0 e o TL90' os 

meios de FC e BrC foram tambem os mais virulentos com 12,85 

e 15,8 dias, respectivamente. Assim, os meios confecciona-

dos com a farinha de crisálida foram consideravelmente mais 

virulentos do que os outros dois meios. Deste modo, a uti-

·1 . .., I 17.(.,1<;: ao (: e: farinha de crisálida em melOS de cultura para B. 

bassiana n50 diminui a virulência dos esporos mas, ao con-



trário, conforme observou-se houve um incremento na viru-

1 ~:~n (;: :i. <l . 

Ao se comparar os resultados obtidos neste 

estudo com os de ALVES et alii (1988) e os de STIMAC et 

a/ii (1982) confirma-se que o uso da farinha de crisálida 

nio alterou a virulência dos esporos produzidos. 

Também a compara~io dos resultados da inocu­

la~io de esporos de B. bassiana produzidos em FCBA nos 

meios sólidos e produzidos em 8FC no processo bifásico com 

os resultados observados da inocula~io dos esporos dos ou­

tros meios, tanto s61idos como no m~todo bifásico, eviden­

ciaram que os meios onde se utilizou a farinha de crisálida 

foram mais virulentos. 

A maior mortalidade ocorreu para todos os 

tratamentos entre o 40 e o 8 0 dia ap6s a inocula~io e va­

riou 48 X <l 66%, sendo as maiores mortalidades provocadas 

pelos meios de 8Fe e FC (Figura 15). 

4.3.5.2. Teste de pato9inicidade utilizando 

Os resultados referentes ~ mortalidade de 

lagartas de D. saccharalis inoculadas com esporos de B. 

bassiana produzidos nos diferentes meios no processo bifá­

sico encontram-se na tabela 26 estando graficamente repre­

sentados na figura 16. 



Tabela 26- Tempos letais mediamos, intervalos de confian~a 

FC 

(.It j" 

BFC 

l-:l.:\ t 

e equa~lo da reta resultantes da inocula~lo de 

baSSlana produzidos nos diferentes meios no pro-

'1'/ I:.'·h~' ... ,.I !e, 

? ,'" , •• ~J 

9,. 1-

Hj, 1"\ (, 

H!., 3 

I. C, 

':? (t,' .... B, 1-" , 

B, j ..... j.\~, ~i 

<:,,'4 , , 6 .... j, r:!. , ";)o t ... 

j. :1. I ::~ .... 1. ::l , 

'1'1 ,:ti. ",90" 

~:~0 , 4 ~:I ::::~:~ , j,'HL j,I...O!;jH 

~:~é .' :t ~.1 :::li?, , 9+E~ , 3.1...(:)!.ªx 

44, :]' :.F:í?, H'H~, 3,!...09>< 

~:5 ::.';6, ... ··i 
~:-J ~:I::::í:!., 9+:t ,9!...D!;j}( 

-----------------------------------------------------------,)~ (~m cf ia1!i. 

Os esporos produzidos em FC foram os mais 

virulentos em compara,io com os produzidos nos outros 

meios. Como j~ discutido nos itens anteriores, o meia de FC 

nia causou diminiu~io na virulincia, ficando evidente um 

acr~scimo desta nos meios com este nutriente, Isto reforça 

o que j~ foi constatado nos outros bioensaios com esporos 
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Figura 16 - Porcentagem de mortalidade corrigida e acumula-

da de lagal"t.:·u:; de-~ B. sac:c:h~H"alis inoculadas com 

esporos de B. bassiana. 

Ao se analisar a virulincia dos esporos pro-

du.r.:i.dos E~m B,;\t:. cont\",1 [1. s,::~cch~.~J .. ~.~lis nc)t:(:\'"'!:;E~ ,:\ 1JI(-~!,;lTIa ten··· 

dincia da observada no teste anterior comS. 

Fn t \ .. (!~t an t () p a \ .. {:\ O!,; e~:;p Dl" O!'; P \ .. od U:i! i do!:; n f'> f" me i O!:; d E~ ?\l". E' 

BFC ocorreu uma inversio na virulincia em relaçio ~ tendin-

Assim, como para os esporos produzidos nos 

meios sólidos, os resultados obtidos quando comparados com 

os de SOBA GdMEZ (1990) nia mostraram uma grande variaçio, 

aPEsar deste autor ter utilizado uma maior dosagem E v~rios 

1s01ados, como discutido no item 4.3.2.2 .. 
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notou-se que estes foram bastante elevados. Isto deveu-se 

ao fato de ter ocorrido uma elevada mortalidade de lagartas 

causada por bactirias, diminuindo a mortalidade total cau-

sada pelo fungo, As maiores mortalidades para todos os tra-

tamentos ocorreram entre o 40 e o 70 dia após a inocul~io 

(Figura 16). Observa-se que a mortalidade variou de 52 a 

70X sendo a maior mortalidade observada no meio de FC se-

guido por Ar. e BFC 

4.4. Compara~~o dos custos de produ~lo dos diferentes 

meios e processos utilizados 

4.4.1. Compara~lo dos custos de produ~lo de N. rile-

4.4.1.1. Nos meios .ólidos 

Os pre~os de 500g de cada um dos nutrientes 

utilizados no meio de SMAY encontram-se na tabela 27. 

Tabela 27 - Custos (US.) de 5009 dos nutrientes utilizados 

no meio de SMAY'Marca DIFCOR) 

Nut r :i. <"m t (.;: 

Extrato de levedura :1. ~l:l. 

Nf:~OP E~P t: 01'\ ~:\ 

-------------------------------------------------------* US$ 1 • cr$ 250 em 01/03/91 
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Para o meio de SHAY, utilizando-se maltose 

(40g), Ext. de levedura (10g), Neopeptona (10g) e agar 

(15g), tem-se o custo de US' 23,05 por litro de meio. 

Os pre~os de 5009 dos nutrientes utilizados 

no meio de FCBA encontram-me na tabela 28. 

Tabela 28 - Custo de 500g dos nutrientes utilizados no meio 

de FCBA em USS. 

Nutrientes 

Farinha de cris~lida 

Batata 

Custos (USS, 

0,07 

0,16 

'Q~ .1. 1".1 

Deste modo, utilizando-se 200S de FC , 200g 

de batata e 15 9 de agar para um litro de FCBA tem-se o 

custo de 5.94 ddlares, sendo, portanto 3,9 vez em maim eco-

n8mico do que o meio de SHAY. 

Entretanto. dependendo do pre~o do agar a 

ser utilizado, esta diferen,a entre os custos dom dOIS 

meios pode aumentar. Isto i confirmado pois se nio se con-

siderar o pre,o do agar, que i utilizado nos dois meios em 

igual concentra~io. o meio de FCBA ter~ um custo de 9,2 

centavos de dólar por litrc e o de SMAY USS 17,2 ou seja 



1.1.0 

186,9 vezes mais caro. 

Considerando-se que um litro de SMAY distri-

buido em 40 placas de 9 cm de diimetro, produziri 1 x 1012 

esporos por litro a um custo de US' 23,05 e que um litro de 

i' ••.• '. 111 4 {jJ 1,.,'1 '~, (" ".' <::, I'.' '" '''j ('1 • l '!1' .,' , ... ," ".' "',O ':J X ~ 0:1.:t 'I,' <l' j" , ... , .. (.) (:: 0,,' .~ I' 1. ~.;\ •• -(~~ ... I ,. t ~ • • ;, •• ' •••• 1 •• <~\ ... ,1_., .t. 11: •••• ) ·1'11;.11 .• ~ .. ~ ... um 

custo de US' 5,94, precisaríamos de :1.,7 litros de FCBA para 

se produzir a mesma quantidade de esporos obtidas com :1. li-

tro de SMAY gastando US' 10. Deste modo, utilizando a meta-

de do tempo, o meio de FCBA produziria a mesma quantidade 

de esporos obtida em SMAY a um custo 2,3 vezes menor. 

A compara~io dos resultados observados neste 

estudo com os obtidos por BELL .t alii (1982), onde em SMAY 

a um custo de US' 1,75, produziram 74,2 x 109 esporos ou 

7,4 x 1011 esporos por USS 17,5 mostra-nos que este custo 

foi igual ao observado para SMAY. Deste modo, o meio de FC-

BA foi mais econ8mico do que o meio utilizado por BELL .t 

Com rela~io ao trabalho de SILVA & LOCH 

(1997), onde para os meios de SMAY e Arroz (4% de ext. 1e-

vedura) observaram-se produ~5es de :1.,77 x 1011 esporos por 

l:i.t:ro 4011 O~I ... "pr). !~("'P I(~ ••• "'i ... ) o ..... 1 i \ • •. ~ '.1 f .. 'I> I respectIvamente, obser-

va · .. ·i,,(o'!: , que a valores atuais, um quilograma de Arroz (4% 

ext:. levedura' ficaria ao redor de US$ 11,48. produtividade 

inferior ~ obtida para o meio de FCBA(S). 

~ica. deste modo, evidente que o meio de FCBA(8) 

~ economicamente mais vi~vel do que os meios de 8MAY e ar-
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roz. 

4.4.1.2. No processo bifásico. 

Pelos resultados obtidos no item 4.2.4., ob-

serva-se que N. rileyi somente esporulou nos meios de Bat. 

e BFC, sendo que as maiores produ,Ses foram observadas em 

Bat. que apresenta um custo inferior ao de BFC. Deste modo, 

seria analisados aqui somente os custos de produ,io de N. 

rJleYl em Bat .. 

de 'r 7 1,1~ X 10 

Para o meio de Bat. observaram-se produ,ôes 

o 
esporos por 10 9 de meio ou 1,15 x 10' espo-

ros por quilograma de meio, a 32 centavos de d61ar o quila. 

Com esta produtividade seriam obtidas, a um custo de US$ 

5,94, produ,ôes de 2,13 x 1010 esporos, produtividade esta 

menor do que a observada para o meio de FCDA. 

Comparando-se a produtividade em Bat. com a 

observada por SILVA & LOCH (1987) em arroz (4% ext. levedu-

ra' que foi de 7,9 x 1011 esporos a um custo de US' 11,48, 

nota-se que a este custo poderiam ser produzidos em Bat 

4,11 x 1010 esporos, produtividade inferior ~ observada em 

arroz por aqueles autores. 

Nota-se, portanto, que na compara,lo da pro-

du,lo nos meios sólidos como no processo bifásico, o meio 

de FCBA foi o mais produtivo. 



Vale, ressaltar que nas compara~aes feitas 

entre os resultados observados neste estudo com os obtidos 

por outros autores, deve-se considerar que os experimentos 

foram desenvolvidos em diferentes condi~aes e principalmen-

te, utilizando-se isolados diferentes. 

4.4.2. Compara~lo dos custos de produ~lo de B. bas-

4.4.2.1. Nos meios sdlidos 

Os custos de 500 9 de cada um dos nutrientes 

utilizados no meio de BDA encomtram-se na tabela 29. 

Tabela 29- Custos de 5009 de cada um dos nutrientes do meio 

de BBA 

h! u 1: I" :i. (.:~ n t f.~ ~:; 

Dextrose(Dextrosol R) 

0, :1.6 

(.)9"\ I" ._.(~~" a r 

* 1 US$ = cr$ 250 em 01/08/91 

Considerando que utilizaram-se 209 de dex-

trose, 200 9 de batata e 15 9 de agar, o custo de 1 litro 



de BDA é igual a US$ 6,03. Conforme o ítem 4.1.1., o custo 

de um litro de FCBA i de US$ 5,94. Deste modo, consideran-

do-se que um litro de meio é distribuído em 40 placas de 9 

cm de diimetro, teremos uma produçio de 1,75 x 1012 esporos 

por litro de BDA e 1,19 x 1012 esporos por litro de FCBA, a 

um custo de US$ 8,73. Deste modo, o meio de BDA é 1,45 ve-

zes mais eccn8micc do que o de FCBA 

Comparando os custos dos meios utilizados no 

processo sdlido com os do processo bifisico, observa-se que 

o processo bif~sico é extremamente mais econ8mico. Isto i 

comprovado considerando que para a produçio de B. bassiana 

em BDA gastariam-se US$ 17,9 para produzir a mesma quanti-

dade de esporos obtidas com um quilo de Fe, custo este 

127,8 vezes maior. 

Ao se comparar os custos de produçio de B. 

bassiana em FC com os observados por ALVES & PEREIRA 

a <l'"' ., •• '1 .. f·· .. "' .{L. I ~~lJ1.í? n (:) \: (:1. .... \;;('~ quii.~ P .:\ l" .:1. .:}~., I .. I 0(, UA ... 1. l (;), .1. Q ), .I.~, 

quantidade obtida por aqueles autores utilizando um quilo 

de arroz no processo de band~jas, necessitariamos 1,2 qui-

los de FC a um custo de 16,8 centavos de dólar, custo este 

,;:. qc:' 
.. J} ~ ... .1 menor do que o observado em 

Com relaçio ~s produ~5es observadas por ou-

tros autores utilizando diferentes meios de cultura, como 

j~ discutido no ítem 4.3.4., todas foram inferiores às aqui 

obtidas para FC, sendo que os meios utilizados apresentaram 

custos superiores aos de FC. 



portanto, que o meio de FC foi o 

mais produtivo e o mais econ8mico. 

4.4.2.2. No processo bifisico 

Na produçlo de B. bassiana pelo processe bi-

fisico, as melhores produ~5es foram obtidas no meio de FC 

c:om ,!!' "") 
d,C .. K 109 esporos por 9 de meio ou 1::,' t";; v ~ '11 j. i:~ 

'\" ~... ~~ .-•• 'I.!J 

por quilograma de meio a um custo de 14 centavos de dólar. 

Para o meio de arroz, as produç5es .foram de 

esporos por quilo de meio a um custo 

1,00. Deste modo, para obtermos a mesma quantidade de espo-

ros produzida em FC seriam necessarl0S 1.8 quilos de arroz 

a um custo de USS 1,8. Portanto o meio de FC foi 12,8 vezes 

mais econBmico do que o de arroz. 



~5·_· CONCI...USt:íE8 

~ possivel concluir o seguinte: 

5.1. O meio cte Farinha de cris~lida batata (FCBA) ~ eco-

quando comparado com os outros meios utilizados. 

m' •. ;) 
,.1 • I •.•• No processo bif~sico o meio de Batata (Bat.,é o que 

arresenta as maiores produtividades na produ~io de 

N. ri.ley.i. 

5.3. Para a produ~io de massa micelia] seca de N. r.ils-

y.i. em meio liquido, o meio de Farinha de cris~li-

da, batata liquido (FeBI...) é o mais adequado com um 

pico na produ~io aos 9 dias após a inocula~io. 

5.4. Nio há decréscimo na virulincia dos esporos de N. 

cris~lida, nos processos sólido e bifásico, em re-

la~io aos esporos produzidos nos outros meios. 



5.5. Nos meios sólidos o maior crescimento radial de B. 

bassiana ocorre no meio de Farinha de crim~lida ba-

tata (FeBA) e a maior produç~o de esporos em B.D.A. 

a um custo 0.45 vezes menor do que em Farinha de 

cris~lida batata. 

5.6. No processo bifásico, para a produ~~o de B. bassia-

... ,., 
Q ., • 

na, o meio de Farinha de crisálida (FC) é o mais 

produtivo e quando comparado ao meio de B.D.A. mos-

tra-se 127.8 vezes mais economico. 

a produ~io de matéria seca de B. bassiana. 

melhor meio é Farinha de crisálida batata liquido 

(FCBL) em compara~io ao meio de D.D.A .. 

5.B. Com rela~io l virulincia os esporos de B. bassiana 

produzidclli em Farinha de crisálida batata (FCDA) 

e lagartas de D. saccharalis do que os esporos pro-

duzidos em B.D.A .. 

5.9. No processo bifásico para a produ~io de B. bassiana 

os esporos produzidos em Farinha de cris~lida eFC) 

sio os mais virulentos em relaçio aos esporos pro-

duzidos nos outros meios. 
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5.10. Na comparaçio dos meIos e métodos para a produçio 

de esporos de B. bassiana o meio de Farinha de 

. "I'! crlsa&lca (FC) no processo bifásico, é o economi-

camente mais vantajoso. 
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