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APRESENTAÇÃO 
As Ciências Biológicas integram diversas áreas do conhecimento que estudam os 

seres vivos e suas relações entre o meio ambiente, além de mecanismos e processos 
que acondicionam a vida. Sua integração envolve ciências da saúde, biotecnologia, meio 
ambiente, biodiversidade entre outros fatores. 

Descobertas e inovação no âmbito das Ciências Biológicas exigem a compreensão 
de que a vida se organiza no decorrer do tempo, com a ação de processos evolutivos, 
resultando na diversidade de formas sobre as quais atuam as condições ambientais e o 
desenvolvimento dos seres vivos. Diante disso, os seres humanos não estão isolados. Eles 
estabelecem sistemas que constituem complexas relações de interdependência.

Neste contexto a obra “Ciências Biológicas: realidades e virtualidades” foi 
contemplada com dois novos volumes. O volume 2 está organizado com 17 capítulos 
e o volume 3 com 15. Os capítulos contaram com a autoria de diversos profissionais, 
universitários e/ou pesquisadores de diferentes regiões do Brasil, que compartilham seus 
dados resultantes de pesquisas de natureza básicas e aplicadas, revisões de literatura, 
ensaios teóricos e vivências no contexto educacional relacionado às Ciências da Vida.

Desejamos que esta coletânea contribua para o enriquecimento da formação 
universitária e da atuação profissional no âmbito das Ciências da Vida. Agradeço os autores 
pelas contribuições que tornaram essa edição possível, e juntos, convidamos os leitores 
para desfrutarem as publicações.

Edson da Silva
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RESUMO: O crescimento radial de Beauveria 
bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium
fl avoviride foi analisado aos 18 dias em BDA 
(Oxoid), em diferentes temperaturas (25º, 28ºC 
e temperatura ambiente = 28±2ºC). Todas as 
linhagens apresentaram maior crescimento à 
temperatura ambiente. Metarhizium fl avoviride
apresentou a maior produção de conídios  (45,06 
x 108 conídios/g de substrato) na soja e a menor 
no arroz quebradiço (1,47 x 108 conídios/g de 
substrato). A viabilidade considerada ótima 
(70%), na maioria dos substratos tanto para 
Metarhizium anisopliae quanto para Metarhizium
fl avoviride. Beauveria bassiana, no substrato 
soja, apresentou viabilidade insatisfatória para 

quantifi cação. Os resultados obtidos sugerem 
que outros substratos diferentes, além do arroz, 
devam ser empregados em estudos para a 
produção conidial.
PALAVRAS - CHAVE: Hyphomycetes, 
Entomopatogênicos, Produção conidial, 
Temperatura.

GROWTH AND VIABILITY OF BEAUVERIA 
BASSIANA, METARHIZIUM ANISOPLIAE
AND METARHIZIUM FLAVOVIRIDE ON 

DIFERENT SUBSTRATES
ABSTRACT: The radial growth of Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae  and  
Metarhizium   fl avoviride  was  analyzed at 
18 days in PDA (Oxoid), in three different 
temperatures (25, 28 and room temperature = 28 
± 2º C). All the strains presented better growth 
at room temperature.  Metarhizium fl avoviride
presented the largest conidial production (45.06 x 
108 conidia/g of substrate) in soy and the smallest 
in brittle rice (1.47 x 108 conidia/g of substrate). 
In most of the substrates the viability was great 
for the Metarhizium  anisopliae and  Metarhizium
fl avoviride. Only Beauveria bassiana in the 
substratum soy presented unsatisfactory 
viability for quantifi cation. The obtained results 
suggest that other natural substrate, besides the 
rice, should be used in studies for the conidial 
production.
KEYWORDS: Entomopathogenic,   Hyphomycetes,  
Conidia production, Temperature.
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1 |  INTRODUÇÃO
Os fungos entomopatogênicos são os principais patógenos de insetos. Cerca 

de 80 gêneros de fungos, com aproximadamente 700 espécies, estão envolvidas em 
mais de 80% das doenças dos insetos (SOCCOL et al., 1997). Entre os gêneros mais 
importantes estão: Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea. Por serem considerados 
um substituto potencial dos inseticidas químicos, o interesse pelos fungos tem aumentado 
nos últimos anos. A reação à mudança no uso de inseticidas químicos tem emergido da 
necessidade de se evitar certos efeitos adversos, no uso difundido para o controle de pragas 
(resíduos, resistência de insetos e alta toxidade). O produto da manipulação realizado em 
laboratório é considerado adequado para a produção massal de fungos (SAMSINÁKOVÁ; 
KÁLALOVÁ, 1981). Poucos são os substratos naturais utilizados para o desenvolvimento 
de entomopatógenos para uso em campo, é descrito na literatura como substrato padrão, o 
arroz parboilizado, entretanto, outros substratos devem ser testados como uma alternativa 
de uso durante a entressafra. Este trabalho teve por objetivo analisar o crescimento e a 
produção conidial de B. bassiana, M. anisopliae e M. fl avoviride em diferentes substratos 
naturais, determinando os substratos que apresentaram maior produção de conídios e 
melhor viabilidade.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Obtenção de linhagens
As linhagens foram obtidas da coleção de cultura do Departamento de Micologia 

(URM) da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 01), foram repicadas em meio BDA 
(Oxoid) pH 6,8 incubados à temperatura ambiente (28 ± 2ºC) por 15 dias e acondicionados 
sob refrigeração a 4ºC.

TABELA 1.  Origem das linhagens estudadas

2.2 Obtenção de cultura monospórica 
Conídios foram transferidos para solução Tween 80 (0,1%) de modo a se obter de 

20 a 100 colônias. A suspensão obtida foi agitada em Vortex e diluída em solução salina. 



 
Ciências Biológicas Realidades e Virtualidades 3 Capítulo 4 35

A suspensão foi quantificada em câmara de Neubauer. 0,1 ml da suspensão foi espalhado 
sobre meio BDA e após o crescimento, um único conídio foi transferido para tubo.

2.3 Avaliação do crescimento colonial 
Foram realizadas medições da colônia, durante o período de 3 a 18 dias, segundo 

Ribeiro et al. (1992).

2.4 Produção de conídios
A produção de conídios foi avaliada em diferentes substratos (ervilha, soja, milho de 

mungunzá, arroz parboilizado e arroz quebradiço). 100 gramas de cereal foram colocados 
em sacos de polipropileno com 50 ml de água destilada e autoclavados por 30 minutos, a 
120ºC (Com 4 repetições e 1 controle). Após o resfriamento à temperatura ambiente, com 
o auxílio de uma seringa, 10 ml de suspensão de 108 conídios/ml foram inoculados em 
cada substrato. Os sacos foram agitados para a desagregação dos grúmulos de substratos 
e melhor distribuição do inóculo. A inoculação foi feita à temperatura ambiente e umidade 
relativa superior a 55% por 15 dias (VILAS BOAS et al., 1996). A produção de conídios foi 
quantificada transferindo-se 1g de substrato para 100 ml de solução Tween 80 (0,01%), 
agitada por 2 minutos e filtrada em gaze. A concentração de conídios foi determinada em 
câmera de Neübauer.   

2.5 Determinação da viabilidade de conídios 
A suspensão obtida foi diluída para 108 conídios/ml da qual 0,1 ml foi espalhado 

em três placas de Petri, contendo BDA mais Cloranfenicol (2%) para evitar o crescimento 
bacteriano. Após 12 horas foram realizadas leituras, diretamente ao microscópio, contando-
se 1500 conídios/placas. Foi considerado conídio germinado aquele cujo tubo germinativo 
apresentou-se maior que um terço do tamanho do conídio. Em seguida efetuou-se o 
cálculo; segundo Alves (1998).

Em 1.500 conídios =  n germinados
      100  =  G
G= n x 100  =  % germinação
        1.500

2.6 Análise estatística 
Os dados referentes à concentração de conídios e à viabilidade foram submetidos 

à análise de variância e à separação das médias feitas pelo teste de Tukey ao nível de 5% 
de probabilidade.  

2.7 Documentação fotográfica
Foi feita em filme Kodak color GOLD-135, 100 ASA (American stand Association), 
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com o uso de fotomicroscópio Carl Zeiss e ampliadas em laboratórios Kodak. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Crescimento radial em diferentes temperaturas 
B. bassiana – apresentou colônia de cor branca, com aspecto cotonoso e abundante 

conidiação. Foi observado maior crescimento à temperatura ambiente e menor à 25ºC 
(Tabela 2). M. anisopliae - mostrou colônia de coloração esverdeada, abundante conidiação 
e aspecto pulverulento. O fungo apresentou maior crescimento à temperatura ambiente e 
o mesmo crescimento à 25 e 28ºC (Tabela 2). M. fl avoviride - exibiu colônia de coloração 
esverdeada, abundante produção de conídios, aspecto pulverulento, com distintas zonas 
concêntricas (Tabela 2). O maior crescimento foi observado à temperatura ambiente e a 
menor  à 25ºC (Tabela 2). Os fungos estudados partiram de culturas monospóricas. Todas 
as linhagens apresentaram aspectos de acordo com a literatura, no que se referem ao 
crescimento em BDA (Oxoid) e esporulação. 

T.A =  28 ± 2ºC. OBS: Foram realizadas 3 repetições e tirada a média aritmética.

TABELA 2. Crescimento linear de Beauveria bassiana  Cl1 ,  Metarhizium  anisopliae PL43 e  
Metarhizium   fl avoviride BR no  período de  3 a  18  dias em  BDA na  temperatura  ambiente (T.A), 

25ºC e 28ºC. 

As características morfológicas das colônias e dos conídios se enquadram dentro 
das espécies citadas na literatura especializada (De HOOG, 1972; GAMS: ROSZYPAL, 
1973; TULLOCH, 1976). Contudo, ressalva é dada as descrições originais, quando Gams e 
Roszypal (1973) citaram que M. fl avoviride apresenta conidióforos típicos e esporodóquios. 

Considerando essa descrição, M. fl avoviride se enquadraria na família 
Tuberculariaceae. Se levar em consideração a descrição de Rombach et al (1986) que 
propõem à variedade Metarhizium  fl avoviride var.  fl avoviride, baseado na mensuração 
dos conídios [(6,5 - ) 7 – 9 (- 11) x 4,5 – 5,5 m] e na formação de sinemata em cultura, a 
espécie iria para a família Stilbellaceae, o que geraria grande confusão na taxonomia dessa 
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espécie. No entanto, M.  flavoviride forma conidióforos livres ou ramificados, fialídicos, em 
cadeia basipetal (HUGHES, 1953; ONIONS, 1981), enquadra-se na família Moniliaceae, 
como mostrou Xavier-Santos (1995) em microscopia eletrônica de varredura e Kuklinsky-
Sobral e Luna-Alves Lima (1998) em microscopia de luz. Todas as linhagens apresentaram 
maior crescimento à temperatura ambiente. B. bassiana mostrou maior crescimento que 
as demais em qualquer uma das temperaturas avaliadas. Enquanto M. anisopliae cresceu 
melhor à temperatura ambiente e não houve diferença no crescimento nas temperaturas 
de 25ºC e 28ºC. M. flavoviride BR foi o mais influenciado pela temperatura. Mostrou maior 
crescimento à temperatura ambiente (5,03cm) seguido de 28ºC (4,33 cm) e 25ºC (4,02 
cm). Thomas e Jenkins (1997) estudaram os efeitos da temperatura sobre o crescimento 
de M. flavoviride e confirmaram que o crescimento e a virulência são fortemente afetados 
pela temperatura. A tolerância dos efeitos de temperatura sobre o crescimento vegetativo 
de  M. anisopliae e  M. flavoviride também foi estudado por Ouedraogo et al. (1997), 
tomando como parâmetro o crescimento linear das colônias. Os autores verificaram que M. 
anisopliae variou de 25 a 32ºC, enquanto M. flavoviride variou de 25º a 30ºC. Embora B. 
bassiana tenha apresentado maior crescimento à temperatura ambiente, seguida de  28ºC, 
apresentando  crescimento satisfatório aos 25ºC (Tabela 2), após 18 dias de inoculação, o 
que está de acordo com a temperatura  citada por Ferron (1978).

3.2 Produção de conídios (concentração) em diferentes substratos 
No substrato ervilha – o crescimento vegetativo das três linhagens teve início 

após 24 horas de inoculação. Aos 3 dias foi observada a conidiação em B. bassiana e M. 
flavoviride. Em M. anisopliae a produção de conídios foi detectada a partir do sexto dia.  B. 
bassiana, apresentou densa esporulação esbranquiçada. M. anisopliae apresentou pouca 
esporulação sobre os grãos. O M. flavoviride exibiu densa esporulação, com formação 
de tufos de conidióforos com coloração esbranquiçada. Essas observações não sofreram 
alterações até os 15 dias de crescimento. Nesse substrato a maior produção de conídios 
foi observada em M. anisopliae (29,77 x 108 conídios/g de substrato) e a  menor em B. 
bassiana (5,27 x 108 conídios/g de substrato). 

No substrato soja - aos 6 dias, B. bassiana  mostrou crescimento exuberante sobre 
todo substrato. M. anisopliae apresentou um crescimento mais lento e pouca conidiação. 
M. flavoviride demonstrou boa esporulação e crescimento uniforme sobre os grãos. Aos 9 
dias o M. anisopliae e M. flavoviride mostraram  crescimento e esporulação exuberantes e 
uniformes. B. bassiana mostrou conidiação escassa. com produção conidial insatisfatória 
para quantificação. Nesse substrato, a maior produção de conídios foi observada em M. 
flavoviride (45,06 x 108 conídios/g de substrato). 

No substrato milho de munguzá - após 2 dias os fungos apresentaram crescimento 
vegetativo. Nesse substrato, foi observado esporulação luxuriante aos 6 dias em M. 
anisopliae e manteve a menor esporulação até os 15 dias em M. flavoviride. Foi observada 
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maior produção de conídios em B. bassiana (23,32 x 108 conídios/g de substrato) e a menor 
produção em M. fl avoviride (10,44 x 108 conídios/g de substrato). 

No substrato arroz parboilizado – B. bassiana, M. anisopliae e M. fl avoviride 
apresentaram crescimento vegetativo  após 2 dias de inoculação, com  B. bassiana 
apresentado maior exuberância. Aos 15 dias B. bassiana e M. anisopliae apresentaram 
esporulação exuberante. Nesse substrato, B. bassiana apresentou maior produção de 
conídios (36,86 x 108 conídios/g de substrato) e a menor em M. fl avoviride (2,22 x 108

conídios/g de substrato).
No substrato arroz  quebradiço – B. bassiana, M. anisopliae e M. fl avoviride 

mostraram crescimento vegetativo após 2 dias de inoculação. Aos 3 dias M. anisopliae 
apresentou boa esporulação, distribuindo uniformemente sobre os grãos. Aos 6 dias 
M. fl avoviride apresentou esporulação escassa. A maior produção foi observada em M. 
anisopliae (27,25 x 108 conídios/g de substrato) e a menor produção em M. fl avoviride (1,47 
x 108 conídios/grama) (Tabelas 3). 

*Beauveria bassiana CL1 apresentou grande proliferação conidial  e escassês conidial.

TABELA 3. Concentração de conídios por grama de Beauveria bassiana CL1, Metarhizium   anisopliae
PL43 e Metarhizium fl avoviride BR em substratos diferentes, aos 15 dias de crescimento,  à  

temperatura  ambiente.
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Os dados obtidos permitiram assegurar o crescimento e a concentração de conídios 
nos substratos empregados, durante o período de 3 a 15 dias. B. bassiana  cresceu 
melhor em arroz parboilizado (36,86 x 108 conídios/g de substrato) e  menor em ervilha 
(5,27 x 108 conídios/g de substrato), e não cresceu o suficiente para ser quantificado 
em soja. M. anisopliae cresceu bem em todos os substratos com maior crescimento em 
ervilha (29,77 x 108 conídios/g de substrato) e menor em milho de munguzá (15,52 x 108 
conídios/g de substrato). M. flavoviride mostrou maior crescimento em soja (45,06 x108 
conídios/g de substrato) superando todas as linhagens em todos os substratos e o menor 
em arroz quebradiço (1,47 x 108 conídios/g de substrato). Esses resultados demonstram 
que as linhagens são exigentes quanto ao crescimento em diferentes substratos. Todavia, 
o substrato mais empregado para a produção de conídios em pré-inóculo é o arroz 
parboilizado (RIBEIRO, 1990; 1997; VILAS BOAS et al., 1996), no entanto, em nosso 
trabalho, somente B. bassiana  superior as demais linhagens. M. anisopliae mostrou-se 
menos exigente quanto ao crescimento nos substratos empregados. 

Alves (1998) em revisão sobre o assunto referiu-se aos  vários substratos (arroz 
cozido, fubá de milho, entre outros) e relatou que o grande problema do uso de substratos 
naturais, dependendo da finalidade com que esteja sendo empregado, reside na estabilidade 
da manutenção da atividade fúngica por longo período de armazenamento. 

3.3 Determinação da viabilidade dos conídios em diferentes substratos 
No substrato ervilha – a maior viabilidade foi observada em M. flavoviride (95,13 

%) e a menor em M. anisopliae (78,16 %). 
No substrato soja - foi observado maior viabilidade em M. anisopliae (95,67 %) e 

B. bassiana exibiu grande crescimento micelial e conidiação insatisfatória para quantificar 
pelo método adotado. 

No substrato milho de munguzá - foi observado maior viabilidade em M. flavoviride 
(97,85 %) e a menor em B. bassiana (90,95%). 

No substrato arroz parboilizado – B. bassiana mostrou a maior viabilidade (96,09 
%) e foi observado menor viabilidade em M. flavoviride (91,85 %). 

No substrato arroz quebradiço – a maior viabilidade foi observada em M. 
anisopliae (96,80 %) e a menor em M. flavoviride (71,80 %) (Tabelas 4). Os resultados do 
estudo constataram que as linhagens de um modo geral apresentaram boa viabilidade, 
superando 90% na maioria dos substratos empregados.  B. bassiana apresentou maior 
viabilidade no arroz parboilizado (96,09 %) e na soja não foi observada viabilidade suficiente 
para quantificação. M. anisopliae e M. flavoviride exibiram ótima viabilidade em todos os 
substratos. M. anisopliae mostrou a máxima viabilidade no arroz quebradiço (96,80 %) e M. 
flavoviride no milho de munguzá (97,85 %). Ribeiro et al. (1992) empregaram o substrato 
arroz parboilizado na produção de inóculo para testar a viabilidade de M. anisopliae em 
folhas  de cana-de-açúcar, em experimentos de campo.
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*Beauveria bassiana  apresentou   grande  escassês  conídial.

TABELA 4. Percentagem de viabilidade dos conídios de Beauveria bassiana CL1 Metarhizium
anisopliae PL43 e Metarhizium fl avoviride BR  em substratos naturais diferentes os 15  dias de 

crescimento,  à  temperatura  ambiente

4 |  CONCLUSÃO 
Os resultados obtidos nesse trabalho poderão servir de base para a utilização de 

substratos naturais empregados no crescimento e na conidiação de linhagens fúngicas 
contra insetos causadores de danos à agricultura. 

De modo geral todas as espécies fúngicas testadas nesta pesquisa apresentaram 
produção conidial em quantidade satisfatória o que nos leva a estimular novos experimentos 
com outros substratos alternativos para o desenvolvimento conidial em massa e uso em 
campo.
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