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RESUMO

A viabilidade de blastésporos e conidios do fungo entomopatogénico Sporothrix insectorum
(Hoog & Evans), em formulagdes liquida e sélida, foi avaliada ap6s o seu armazenamento em
temperatura ambiente, geladeira e freezer. Observou-se ap6s 24 horas do armazenamento que néo
ocorreram diferencas estatisticas entre as formulagdes. A viabilidade foi alterada de maneira
acentuada aos 100 dias apés o armazenamento e decorridos 120 dias, a formulacdo liquida
armazenada em geladeira apresentou a maior viabilidade dos blastésporos (51,73%). A producao
por fermentacao liquida apresentou bons resultados quanto a viabilidade de blastésporos, sendo
uma alternativa promissora para a produc¢édo comercial do fungo em comparac¢édo com a formu-
lagdo sélida. Para tanto, 0 armazenamento em geladeira foi o melhor método estudado, permi-
tindo o armazenamento do fungo por 2 meses.
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ABSTRACT

VIABILITY OF CONIDIUM AND BLASTOPORES OF SPOROTHRIXINSECTORUM (HOOG &
EVANS) STORED AT DIFFERENT TEMPERATURES. The viability of blastospores and conidium
of Sporothrix insectorum, in liquid and solid formulations, were evaluated after the storage of these
propagula at room temperature, refrigerator and in freezer condition. There was no statistical
difference among the treatments after 24 hour storage. The viability dropped significatively after
100 days storage. After 120 days storage, the liquid formulation storage in refrigerator showed
the highest viability of blastospore (52%). The production in liquid fermentation process showed
good results concerning the viability of blastospores, being a promising alternative for the
commercial production of this fungus. The best condition to store fungus blastospore was the
refrigerator, keeping the fungus viability for 2 months.
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INTRODUCAO

Com relagdo a produgdo de fungos entomo-
patogénicos, CoucH & IaNorrFo (1981) alertaram que no
desenvolvimento de formulagdes deentomopatdgenos
a pesquisa deve orientar-se para a manutenc¢édo da
viabilidade e virulénciado microrganismoduranteo
processode producéo, de formaaobter-se umproduto
no qual sejam preservadas ou aumentadas estas
propriedades. Oscomponentes presentes nas formu-
lacBes devem contribuir parao incremento da estabi-
lidade, virulénciae eficaciado agente de biocontrole.
Os meios de cultura ricos em carbono e nitrogénio
podem proporcionar um maior crescimentovegetativo
de fungos, enquanto que aqueles deficientesemnitro-
génio podem aumentar a conidiogénese (McCoy &

KANAVEL, 1969; RomsAcH et al., 1988). A maioria dos
meios de culturaconstitui-se de umamisturasimples
de proteina hidrolizada, geralmente extrato de leve-
dura, como fonte de nitrogénio e um aglcar, como
fontede carbono (Barrosetal., 1988; ALvesetal., 1998).

Aproducdode qualquer agente de controle biolo-
gicodeve levaremconsideracaotambémaformulacgéo
final do produto (ALvesetal., 1987). Parase formular
um produto microbiano € necessario utilizar inertes,
conservantes e protetores que facilitem o preparo, a
aplicacdo e 0 seu armazenamento.

O programacomofungo Sporothrixinsectorum (Hoog
& Evans) é umexemplo da utiliza¢do de microrganis-
mos entomopatogénicos no controle de pragas. Os
agricultores no Estado de S&o Paulo, o maior produ-
tor de latex do Brasil, pulverizaram 5 mil hectares
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de seringueira na safra 2000-2001, o que demandou
5mil litrosdobioinseticidaliquido. Elaboradocomo
isolado CB 79 do fungo S. insectorum, o bioinseticida
controlaumadas pragas mais prejudiciaisao cultivo
daseringueira, o percevejo-de-rendaLeptopharsaheveae
(DrAKE & Poor, 1935), o qual reduz a producéo de
fotossintese da plantae,em consequiéncia, aproducéo
de latex, matéria-prima natural para a produgéo de
borracha (BaTista FiLHo, 2001 comunicagdo pessoal).

Segundo AvLves & Pereira (1998) a producdo em
meios liquidos utilizando fermentacao continua pode
serempregadaquandosedesejaproduzirgrandesquan-
tidades,comovemsendorealizadocom Beauveriabassiana
comercializado como Boverin, Verticillium lecanii
comercializado na Europa como Vertalec e Micotal, e
Metarhiziumanisopliae naformulacdo BIO 12020. Nesse
processo obtém-se elevadas quantidades de biomassa
em um pequeno espaco fisico e pouco tempo.

Em seringais de copas mais densas, BErnarDoO et al.
(1998) verificaram que a eficiéncia do fungo S.
insectorum foi préxima de 70% com relacao ao perce-
vejo derenda. A utiliza¢do do fungo S. insectorum no
controle de L. heveae traz algumas vantagens tais
como aespecificidade, acapacidade de dispersédo no
ambiente, o controle maisduradouro, apossibilidade
de associagdo com outros métodos de controle e uso
das mesmas maquinas de aplica¢do dos defensivos
quimicos, além da n&o polui¢cdo do ambiente e do
baixo risco de intoxicacdo para homens e animais.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
determinar a viabilidade de blastdsporos e conidios
de S. insectorum em formulag®es liquidas e solidas,
respectivamente, ao longo do armazenamento em
diferentes temperaturas por até 120 dias.

MATERIALEMETODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de
ControleBiolégicodo Instituto Biologico, sediadoem
Campinas, SP. O ensaiofoi instalado segundo deline-
amento de blocosao acaso utilizando-se 0s seguintes
tratamentos: blastésporos produzidosemmeioliqui-
doearmazenadosem ambiente, geladeirae freezer, e
conidios produzidos em meio solido (arroz) e arma-
zenadosemambiente, geladeiraefreezer. Cadatrata-
mento consistiu de 4 repeti¢Ges, sendo realizada a
leituradaviabilidade dosblastésporosem?2amostras
por repeticao.

Paraostratamentosdofungoemmeiosélido, foram
utilizados 210 saquinhos de polietileno contendo 20 g
de arroz com fungo produzido pelo processo descrito
por ALves & Pereira (1998), armazenadosem tempera-
turaambiente (26° C), geladeira (4° C) efreezer (-10° C).

Para os tratamentos do fungo em meio liquido,
foramutilizados 70 frascos de plastico contendo 20 mL

defungo,armazenadosemambiente (26° C), geladei-
ra(4° C) e freezer (-10° C).

A avaliacdo da porcentagem da viabilidade dos
conidios e blastdsporos foi realizada aos 1, 40, 80, 100
e 120 dias apds o armazenamento. Para os conidios,
retirou-se 1 g de arroz de 4 amostras, ao acaso,
completando com 9 mL de &gua destilada estéril e
agitando-se por 10segundos. Estasuspensao foi coada
em gaze. Foram inoculadas 3 gotas da suspensao de
blastosporosem placas de PetricontendoBDA eespa-
Ihou-se com alca de Drigalsky. Apds 17 horas de
incubacdo a 26° C, em camara de germinacao, foi
avaliadaaporcentagemdaviabilidade dosblastésporos
em microscépio 6ptico (400x de aumento).

Para blastosporos, a metodologia foi a mesma,
retirando-se 1 mL da suspenséo desse propagulo no
meio liquido, seguido da sua diluicdo em 9 mL de
agua destilada.

Os dados das médias de viabilidade de
blastésporos e conidios obtidos apds o armaze-
namento foram analisados através do teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

RESULTADOSEDISCUSSAO

Verificou-se que, apos um periodo de 24 horas, ndo
houve diferenga significativa na viabilidade dos
conidiose blastésporosdo fungo S. insectorumarma-
zenados nas diferentes temperaturas (Tabela 1).

Ap0bs40diasdoarmazenamento, houveumaqueda
naviabilidade dos blastésporos mantidosemgeladeira
e conidios mantidos em freezer, ndo diferindo entre si,
porémdiferindodos demaistratamentos. Apds40dias,
ocorreu adiminuicdo da viabilidade em todos os trata-
mentos. Apdsesse periodo, aformulagdo liqguidaarma-
zenadaemgeladeirafoiaque manteve maior viabilidade
dos propagulos(62%)até 100diasapdsoarmazenamento
(Tabelal). MarQuEs & ALvEs (1995) estudaram diferentes
formulagdes de B. bassianae M. anisopliae. Ap6s 180 dias
de armazenamento, a temperatura de 20 + 1° C, os
conidiosde M. anisopliae + lactose apresentaram 70%de
viabilidade. O tratamento conidios de B. bassianamistu-
rados com meio de cultura (arroz), nas mesmas condi-
¢Oes, apresentavam 95% de viabilidade. O fungo B.
bassianaem 6leo de girassol manteve 90%de viabilidade
dos conidios ap6s 240 dias de armazenamento. ALveset
al., (1995) descreveram que os conidios de B. bassiana
armazenadosemgeladeirapor seteanosgerminaramno
periodo de 72 a 96 horas sob temperatura de 26° C,
enguanto que os conidios ndo armazenados ouarmaze-
nados em freezer germinaram entre 18 e 24 horas.

Apesar de existirem algumas dificuldades prati-
casparaaproduc¢do defungosemmeio liquidos, esse
método tem grandes vantagens no que se refere a
facilidade de pulverizacdo dofungojuntocomomeio,
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Viabilidade de conidios e blastdsporos de Sporothrix insectorum (Hoog & Evans) armazenados em diferentes temperaturas.

Tabela 1 - Médias da viabilidade (%) dos blastésporos (blas) e conidios (con) de Sporothrix insectorum apo6s 1, 40, 80, 100
e 120 dias de armazenamento dos propagulos em meio liquido e sélido, respectivamente, sob diferentes temperaturas

(26, 4 e -10° C).

Tratamento Periodo de Armazenamento*

1 40 80 100 120
Blas/26° C 96,0 A 4158 38,7C 222C 16,2D
Con/26° C 97,0 A 49,0B 44,0 BC 20,7C 19,2 CD
Blas/4° C 98,0 A 87,4 A 65,2 A 62,7 A 51,7 A
Con/4° C 95,0 A 88,8 A 69,0 A 52,2 AB 24,7 C
Blas/-10° C 96,0 A 54,3B 44,2 BC 41,2B 39,2B
Con/-10° C 95,0 A 95,6 A 62,0 AB 56,7 A 419B
CV (%) 1,3 2,9 16,3 14,7 4.8

*Média seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

evitando-se osgastoscom mao-de-obraparalavagem
domaterial,como éfeitoquando é produzidoemmeio
solido a base de arroz. O processo de producao por
fermentacdo liquida permite, também, uma alta e
rpida producédo de blastésporos desse fungo. LeiTe
etal. (1997) estudaramainfectividade de blastésporos
dofungo contraadultos do percevejo-de-rendae com-
pararam com aformade conidios. O fungo naforma
deblastosporos proporcionou59,8% de mortalidade
na dose 1,9 x 107 unidades/mL, enquanto que na
forma de conidios a mortalidade foi de 73,6%.

A produgdo em escala comercial de entomo-
patdégenos representaumaetapacriticae limitante no
desenvolvimento de um programa de controle
microbiano para uma determinada praga. Novas
metodologias de sistema de producdo vém sendo
estudadas, procurando tornar o controle microbiano
de pragas economicamente vidvel para ser aplicado
em grandes areas (TAnzini, 2002).

A producéo por fermentacdo liquida apresentou
bonsresultados quantoaviabilidade de blastosporos,
sendo uma alternativa promissora para a producio
comercial do fungo S. insectorum. Para tanto, o
armazenamento do fungo em geladeira foi o melhor
método estudado, mantendo a viabilidade dos
blastésporosacimade 76% por um periodo de 2 meses.

CONCLUSOES

Aproducaodofungoemmeioliquidoapresentou
melhor viabilidade dos blastésporos.

O armazenamento de blastésporos em geladeira
manteve maior viabilidade dofungo, sendo este mé-
todo de conservagéo o mais indicado.
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