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PREFACIO

A agricultura tem sido o principal pilar de desenvolvimento para o pais e sua imagem
esta em gradativa construgcdo. A ciéncia e a tecnologia tém um papel muito importante
dentro deste desenvolvimento do setor agronémico.

A pesquisa em conjunto com a tecnologia, possibilitam a melhoraria da produtividade
de alimentos visando almejar melhores aspectos fisiolégicos e nutricionais.

Compreender a légica da producdo de alimentos, energia e fibras e suas
relacdes diretas com a sociedade associadas ao manejo e sustentabilidade devem ser
imprescindiveis, haja visto que a produgéo agricola é a base da alimentagdo humana.

O uso de novas tecnologias permite uma maior produgdo em menor area com
utilizacdo de menos recursos naturais, todavia, € necessario que haja investimentos
tecnologicos para que seja possivel alcangar indices superiores de produgéo.

Aobra “Desenvolvimento da pesquisa cientifica, tecnologia e inovagao na agronomia”
conta com 14 trabalhos que proporcionam ao leitor conhecimentos de ambito agronémico
sobre diversas culturas e metodologias.

A divulgagéo de pesquisas cientificas arquivadas em acervos das Universidades
e Instituicbes de Pesquisa devem ser colocados a disposicdo da populagéo, para que a
realidade da agricultura seja modificada e que a aquisicdo destes dados sejam aplicadas,
em especial na esfera de sustentavel.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Fernando Freitas Pinto Junior
Luiz Alberto Melo de Sousa
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RESUMO: A utilizagéo de bioinseticidas no Brasil
esta em alta bem como a busca por métodos
de producdo mais eficientes e de menor custo.
Beauveria bassiana é um fungo entomopatogeno
que sempre foi produzido em larga escala sob
cultivo soélido com a utilizagdo do arroz como
substrato. A fermentacdo liquida € um método
que exige equipamentos mais sofisticados e
caros, mas que garante uma producao eficaz do
fungo. Este trabalho teve como objetivo produzir
blastosporos do fungo Beauveria bassiana
IBCB 66 em fermentacdo liquida, avaliar a
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sobrevivéncia do mesmo em 48, 72 e 96 horas
de incubagéo. Apos o periodo de 96 h, amostras
do fermentado flngico foram misturadas com
Tween 80% nas concentragdes de 0,1; 0,5 e 1
%. Para o preparo do pré in6culo, o fungo foi
cultivado em placas de Petri contendo meio de
cultura batata dextrose agar (BDA) por 10 dias
a temperatura de 26 °C, posteriormente uma
concentracédo de 108 esporos/mL foi transferida
para erlenmeyers de vidro contendo meio de
cultura liquido e foram incubados sob agitacédo
a 200 rpm. Para a avaliagcdo da sobrevivéncia do
fungo em mistura com o Tween 80% utilizou-se
o fermentado liquido com 96 h. O fermentado foi
armazenado sob bancada a temperatura de 28 °C
por seis meses e foram realizadas a enumeragéo
de blastosporos aos 7 dias e aos seis meses.
Com os resultados encontrados conclui-se que
0 maior tempo de fermentacéo liquida, 96 horas,
permite a maior produc¢do de blastosporos e o
0 menor tempo de armazenamento, sete dias,
conserva a maior quantidade dessas estruturas,
independente da concentracdo de Tween 80%.
PALAVRAS-CHAVE: Fermentacdo submersa,
controle biolégico, fungo entomopatogénico.

PRODUCTION AND STORAGE OF
BLASTOSPOROS OF BEAUVERIA
BASSIANA IBCB 66

ABSTRACT: The use of bioinsecticides in Brazil
is on the rise, as is the search for more efficient
and lower cost production methods. Beauveria
bassiana is an entomopathogenic fungus that
has always been produced on a large scale
under solid cultivation using rice as a substrate.
Liquid fermentation is a method that requires
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more sophisticated and expensive equipment, but it guarantees an efficient production of the
fungus. This work aimed to produce blastospores of the fungus Beauveria bassiana IBCB 66 in
liquid fermentation, to evaluate its survival at 48, 72 and 96 hours of incubation. After a period
of 96 h, samples of the fungal fermented were mixed with Tween 80% at concentrations of 0.1;
0.5 and 1%. To prepare the pre-inoculum, the fungus was cultivated in Petri dishes containing
potato dextrose agar (PDA) culture medium for 10 days at 26 °C, then a concentration of
106 spores/mL was transferred to glass erlenmeyers containing liquid culture medium and
incubated under agitation at 200 rpm. To evaluate the survival of the fungus in a mixture
with Tween 80%, the liquid fermented with 96 h was used. The fermented was stored under
a bench at 28 °C for six months and blastospores were enumerated at 7 days and at six
months. With the results found, it is concluded that the longest liquid fermentation time, 96
hours, allows the greatest production of blastospores and the shortest storage time, seven
days, preserves the largest amount of these structures, regardless of the concentration of
Tween 80%.

KEYWORDS: Submerged fermentation, biological control, entomopathogenic fungus.

11 INTRODUCAO

O desenvolvimento de pesquisas relacionadas aos biopesticidas a base de fungos
entomopatogénicos aumentaram consideravelmente nos ultimos anos. O fungo Beauveria
bassiana é amplamente utilizado para o controle de um grande espectro de insetos
considerados pragas agricolas (FARIA; WRAIGHT, 2007).

Mais de 150 produtos a base de fungos entomopatogénicos utilizados para o controle
biologico de insetos sdo ou foram comercializados e cerca de 75% desses produtos séo
a base dos fungos Metarhizium anisopliae, B. bassiana, Isaria fumosorosea e Bractis
brogniartii (FARIA; WRAIGHT, 2007).

A producgao de fungos entomopatogénicos teve um pequeno numero de alteracdes
em mais de 40 anos de aplicagdo no Brasil. A producdo usada nas biofabricas em larga
escala é essencialmente por meio da fermentacdo sélida em arroz com elevado uso de
mé&o de obra e extenso tempo de produ¢do (REZENDE, 2017).

A principal limitagcdo ao uso comercial de biopesticidas a base de fungos
entomopatogénicos é a disponibilidade de meios de cultura e técnicas de produgédo de
baixo custo. A fermentacgéo liquida & uma alternativa para produzir altas concentracbes de
B. bassiana por reduzir o tempo de produgdo e os custos relacionados a elaboragéo de
micopesticidas (MASCARIN et al., 2015).

O controle biolégico de insetos por meio do uso de biopesticidas é comprovadamente
eficaz, todavia, resultados inconsistentes em condi¢cdes de campo tem tornado um dos
principais entraves no aumento do uso dessa ferramenta para o controle biologico de
insetos. Parte disso deve-se as limitadas técnicas de formulagédo e armazenamento (PAULI,
2014).

Micopesticidas a base de 6leos apresentam varias vantagens em comparagéo com
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produtos néo formulados devido a aplicabilidade desses. As dispersdes oleosas favorecem
a sobrevivéncia e conservacdo de conidios expostos a radiagdo UV (ultravioleta) em
comparacao a conidios nao formulados (PAULI, 2014).

Diante disso, faz-se necessario o armazenamento e conservagdo desses fungos
entomopatogénicos para que sejam utilizados a campo. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a producéo de blastosporos do fungo Beauveria bassiana |1BCB 66 em meio de
cultura liquido e verificar o tempo de armazenamento e a conservacdo dos mesmos em
concentracbes de Tween 80%.

21 MATERIAL E METODOS

Preparo do inéculo

A cepa do fungo foi cedida pelo Instituto Biol6gico de Sao Paulo-SP, via processo
SISGEN numero ABOE8A9 e armazenado no Laboratério de Microbiologia do Solo da
Faculdade de Agronomia e Zootecnia da UFMT, campus Cuiaba, MT. O fungo foi cultivado
em placas de Petri contendo meio de cultura batata dextrose agar (BDA), incubado em
BOD (Biochemical Oxygen Demand) durante 10 dias a 26 °C com fotoperiodo de 12:12
horas de luz e escuro (L:E). Apos a esporolulagdo do fungo na placa de Petri os conidios
foram obtidos por raspagem das placas com solugéo salina (0,04% Tween 80%).

Meio de cultura liquido e inoculacao

O meio de cultura liquido utilizado foi composto de 2 g de KH,PO,; 0,4 g de
CaCl,.2H,0; 0,3 g de MgS0O,.7H20; 0,37 de g CoCl,.6H,0; 0,37 mg de FeSO,.7H,O;
50 mg de MnSO,.H,0; 16 mg de ZnSO, .7H,0O; 14 mg de tiamina, 500 ug de riboflavina,
pantotenato, niacina, piridoxamina cada e acido félico, biotina, vitamina B12, 50 pg de cada,
descritas em (JACKSON; JARONSKI, 2009). Cinquenta mililitros do meio de cultura liquido
foram colocados em erlenmeyers de volume total de 250 mL e os frascos esterilizados
em autoclave durante 20 minutos a 121 °C. Cada frasco recebeu 1% da suspensao de
conidios de B. bassiana ou (10°¢ conidios mL™") obtidos por raspagem com solugéo salina
(0,04% Tween 80%), logo apds, os frascos foram incubados em agitador orbital a 150 rpm
a temperatura de 28 °C.

Contagem e armazenamento dos blastosporos

Apo6s a incubagéo do fungo em agitador orbital foi retirada uma aliquota dos frascos
para enumeracgéo dos blastosporos com 48, 72 e 96 horas de incubagéo. A contagem foi
realizada utilizando a camera de Neubauer. Ap6s o periodo de 96 horas de incubagéo do
fungo, coletou-se uma aliquota de 10 mL de cada frasco contendo o meio de cultura com
os blastosporos e colocou-se em tubos Falcon de 50 mL, previamente esterilizados nos
quais foram adicionadas as concentracées de Tween 80%, consistindo em 0,1;0,5e 1 %
para serem armazenados e avaliados apds sete dias e aos seis meses de armazenamento
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a temperatura de 5°C.

Analise estatistica

O delineamento estatisitico se deu em bloco inteiramente casualizado com 4
repeticbes e com trés tratamentos os quais, representavam as concentragcdes de Tween
80%, resultando em 12 unidades experimentais. A analise estatistica dos dados foi feita
utilizando o programa SISVAR , e o teste de média feito por meio do teste de Tukey (a=
0,05).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito dos tempos de fermentacgéo (48, 72 e 96 horas) na produgao de blastosporos
do fungo B. bassiana sob fermentagéo liquida sdo demonstrados na Figura 1 enquanto,
que o resultado do armazenamento dos blastosporos com diferentes concentragcbes de
Tween 80 % ao longo do tempo séo exibidos na Figura 2.

A producgéo de blastosporos foi maior em 96 horas de fermentacéo seguida de 72 e
48 horas, respectivamente. Os meios de cultura liquidos tém sido cada vez mais utilizados
para a produgéo de fungos em larga escala, pois permitem melhor controle das condi¢cbes
fisicas e nutricionais exigidas pelo microrganismo (JACKSON et al., 1996; JACKSON,
1997).

Figura 1. Numero de blastosporos de Beauveria bassiana (ICBC 66) cultivado em meio de cultura
liquido com diferentes tempos de crescimento.

Foi possivel observar que o maior tempo de fermentagéo (96 horas) propiciou maior
producdo de blastosporos. Esse resultado pode ser justificado devido as condi¢des de
producdo pois, a temperatura era constante, havia agitacdo e aeracéo o que favorece o
desenvolvimento do fungo, provavelmente apés 96 horas a produgéo de blastosporos se

manteria constante.
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Nesse estudo constatou-se que a producdo de blastosporos aumentou ao longo
do tempo de fermentacédo. Em pesquisa realizada por (MASCARIN et al., 2018) avaliaram
a producgédo deste fungo em meio liquido contendo sais basais e uma quantidade fixa de
glicose, constataram o aumento na produg¢é@o dos blastosporos ao longo do tempo em
meios de cultura liquidos quando complementados com fontes de nitrogénio.

No presente trabalho, foi possivel demonstrar que a fermentagéo liquida produziu
alta concentracdo de blastosporos para o fungo B. bassiana em um curto periodo de
fermentagédo. A producdo de blastosporos de B. bassiana via fermentagéo liquida pode
facilitar o desenvolvimento de produtos comerciais a base de micoinseticidas por reduzir
os custos de produg¢éo, diminuir a contaminagao, diminuir o tempo de producéo e permitir a
producéo em larga escala nas biofabricas. O uso do Tween 80% como conservante se da
pela hidrofobicidade das estruturas que através de seu uso possibilita a prote¢cédo dessas
contra diferentes fatores ambientais e quimicos. O motivo do uso do umectante Tween 80%
se deve a facilidade de suspensao das estruturas (BRUM, 2012; PAULI, 2014).

Figura 2. Nimero de blastosporos de Beuaveria bassiana IBCB 66 conservados com diferentes
concentracdes de Tween 80% ao longo do tempo.

Os resultados exibidos na Figura 2 demonstram que no sétimo dia de armazenamento
a quantidade de estruturas avaliadas foi maior que ao sexto més de armazenamento em
todas as concentragdes. Esse resultado deve-se ao fato de que blastosporos ndo resistem
a longos tempos de armazenamento, tendo como recomendagéo a utilizagdo em até trés
meses de produtos a base dessa estrutura. Através dessa pesquisa foi possivel constatar
que com o passar do tempo o nimero de blastosporos diminuiu e que as concentragbes
apresentaram variagbes na conservagao.

Em pesquisa realizada por (MORALES; CAZORLA, 2017) foi estudado o efeito
e a compatibilidade de dois surfactantes (Tween 20% e Tween 80%) em diferentes
concentracbes na germinacdo de isolados de B. bassiana. Nas concentraces testadas
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abaixo de 1% (v/v), as taxas médias de germinagdo dos conidios de todos os isolados
foram de 100%.

ALVES et al., 2002the viability of conidia mixed with eight emulsifiable adjuvant
oils (EAO estudaram a compatibilidade de formulagdes a base de 6leos adjuvantes
emulsificaveis com conidios do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae e nesse
estudo foi constatado que esses podem ser usados para formular conidios sem efeitos
adversos permanentes sobre a viabilidade conidial.

Sendo também uma boa alternativa na utilizagdo como adjuvante na calda de
pulverizacdo, pois se misturam com agua, permitindo a aplicacdo do micoinseticida com
equipamentos convencionais ja utilizados pelos produtores rurais, além da possibilidade
em aumentar a infectividade do fungo (ALVES et al., 2000).

Os resultados obtidos nessa pesquisa mostram que o Tween 80% pode ser usado
para conservar e armazenar de forma liquida essas estruturas a curto prazo ou longo prazo
sob condi¢des de resfriamento visto que, a concentracdo de blastosporos é considerada
alta com o decorrer do tempo.

Sendo assim, essa pesquisa contribui para o desenvolvimento de técnicas que
visam a producdo e conservacéo de blastosporos de B. bassiana, podendo ser aplicadas
na producdo em grande escala em biofabricas.

41 CONCLUSOES

O maior tempo de fermentacéo liquida, 96 horas, permite a maior produgcéo de
blastosporos; o menor tempo de armazenamento, 7 dias, conservou a maior quantidade

dessas estruturas.
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MID 160, 171
Minga 83, 84, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 97, 98
Multifuncionalidad 83, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100

N

Nitrogénio 6, 9, 10, 55, 57, 61, 62, 143, 166
Nutricdo animal 101, 103, 122

Nutriente 9, 23, 24, 55, 57, 61

P

Piaui 40, 135, 186, 187, 188, 189, 191, 192, 194, 196

Plant extractivism 187

Platonia insignis 186, 187, 192, 193, 194, 195

Plectranthus Amboinicus 1, 2

Populagcéo 12

Producédo 1,2, 3, 4,6, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 24, 34, 38, 40, 41, 43,
45, 46, 47, 49, 51, 56, 57, 58, 59, 61, 65, 66, 70, 71, 101, 102, 103, 104, 106, 107, 108, 110,
111, 112, 113, 114, 117, 118, 126, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 147, 148, 149, 150,

155, 156, 160, 161, 163, 165, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 176, 177, 179, 181,
182, 183, 186, 191, 192, 193, 194, 196

Producgéo de silagem 101

Produtos 3,12, 13, 15, 16, 17, 20, 33, 35, 40, 41, 43, 44, 45, 46, 48, 51, 105, 111, 119, 122,
131, 140, 141, 143, 171, 178, 185, 186, 188, 191, 194

R

Rag¢éao 101, 102, 103, 106, 107, 109, 110, 112, 113, 116, 121, 122
S

Safrinha 55, 56, 57, 62

Segunda safra 55, 56, 62

Sistemas de poda 146, 147, 149, 152, 153, 154, 156

Soberania 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21

Soja 55, 56, 57, 58, 60, 61, 62, 103, 108, 130, 144, 191, 192, 193
Solanum melongena L. 63, 64

Sucesséo 55, 57, 58, 60, 61, 62

Sucos de acerola 23, 25
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T

Tempo de armazenamento 23, 25, 26, 104, 139, 141, 144

Teor 3, 6, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 36, 37, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 103, 110, 113,
114, 115, 118, 119, 174

Tomate 66, 74, 171,172,173, 174,175, 176, 177, 178, 181, 182, 183, 184, 185
\')

Variabilidade genética 63, 67

Videira 146, 147, 148, 149, 150, 151, 153, 156
Vigna unguiculata L. 35, 46, 51, 53

Vigor hibrido 63, 64
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