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RESUMO

Para viabilizar a produgao massal de fungos entomopatogénicos a serem usados no controle
biol6égico de pragas é importante conhecer as caracteristicas nutricionais e fisiolégicas das espécies e as
condigdes de cultivo que permitam obter bom crescimento com alta esporulagdo. O presente trabalho
objetivou avaliar o desempenho de Lecanicillium lecanii cultivado em meios de cultura contendo diferentes
vitaminas e concentragdes de extrato de levedura. Cultivaram-se os isolados JAB 02 e JAB 45 em meio
salino contendo uma solugdo de vitaminas (tiamina, biotina, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico,
dcido p-aminobenzéico) ou em meio contendo cada vitamina separadamente. Em seguida, os mesmos
isolados foram cultivados em meios suplementados com as seguintes concentra¢des de extrato de levedura:
0,0; 0,5%;1,0%; 2,0%; 3,0% e 5,0%. Avaliou-se o crescimento radial medindo-se, a cada trés dias, durante
dezoito dias, o didmetro das colonias. A esporulacdo foi avaliada no 18.° dia, pela contagem de conidios.
O meio de cultura contendo todas as vitaminas e aquele apenas com tiamina proporcionaram maior
crescimento dos isolados do fungo, mas reduziram a esporulagdo de JAB 45. O 4cido nicotinico estimulou
em 38,5% a esporulagdo deste isolado, mas nao houve diferenca significativa (P>0,05) em relagdo ao controle.
O isolado JAB 02 produziu poucos conidios nos tratamentos com vitaminas, mas houve um incremento
da esporulacdo com a adicdo de riboflavina, biotina e piridoxina. A suplementacdo com extrato de levedura,
em qualquer concentragdo, estimulou o crescimento de ambos os isolados e a esporulacdo de JAB 02,
mas ndo influenciou a producdo de conidios por JAB 45, pois ndao houve diferenga significativa (P>0,05)
nesta produgdo, nos meios suplementados com quaisquer concentra¢des do extrato. A concentracdo de
1,0% pode ser considerada a mais favoravel, pois proporcionou os maiores valores de esporulagdo usando
uma das menores quantidades do suplemento.
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ABSTRACT

PERFORMANCE OF LECANICILLIUM LECANII ON CULTURE MEDIA CONTAINING
VITAMINS AND YEAST EXTRACT CONCENTRATIONS

Massal production of entomopathogenic fungi for the biological control of insects should be based
on the species’ nutritional and physiological characteristics and the conditions that favor high growth
and sporulation. The performance of Lecanicillium lecanii on culture media with various vitamin and yeast
extract concentrations was assessed. The JAB 02 and JAB 45 isolates were grown on media containing a
vitamins solution (thiamin, biotin, riboflavin, pyridoxine, nicotinic acid, p-amino benzoic acid) or other
containing one vitamin at a time. The same isolates were then cultivated on media supplemented with
yeast extract concentrations at 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 and 5.0 %. Mycelia growth was evaluated measuring
two colonies diameters, every three days, during the eighteen days incubation period. Sporulation was
assessed on the 18th day, by counting the conidia. The culture media containing the all-vitamins and that
containing thiamin only provided greater growth of the fungus isolates but decreased JAB 45 sporulation.
Nicotinic acid stimulated JAB 45 sporulation by 38.5% but did not differ (P>0.05) from the control. Little
conidial production was observed for JAB 02 isolate on media containing vitamins, but an increased
sporulation was observed with the addition of riboflavin, biotin and pyridoxine. Yeast extract stimulated
growth of the isolates JAB 02 and JAB 45 and sporulation of JAB 02 at all concentrations but did not
affect (P>0.05) conidia production by JAB 45 at any concentration. Concentration of 1.0% led to the highest
sporulation values and can, therefore, be considered the most favorable since it represent one of the
smaller amounts of supplement used.

Key words: biological control, entomopathogenic fungi, nutritional requirements, fungi physiology,

pest control.

1. INTRODUCAO

Lecanicillium lecanii (Zimmerman) Zare and
Gams [=Verticillium lecanii (Zimmerman) Viégas] é um
patégeno de varias espécies de hospedeiros como
afideos, coccideos e aleirodideos. Por atacar
cochonilhas de café e citros, pragas importantes de
duas culturas de grande expressao no Brasil, o fungo
tem amplo potencial de uso no pais, mas ha
necessidade de conhecer as caracteristicas
nutricionais e fisiolégicas de isolados brasileiros, para
encontrar meios e condigdes de cultivo que propiciem
bom crescimento com alta esporulacao, visando a sua
producdo em escala comercial.

BarBosa et al. (2002) avaliaram meios de
cultura, fontes de carbono, de nitrogénio e relagdes C:N
para o desenvolvimento dos isolados JAB 02 e JAB 45,
e a influéncia do pH, temperatura e fotoperiodo foi
estudada por MoNTEIRO et al. (2004). WENZEL (2002)
verificou que o crescimento e a esporulacdo desses
isolados ndo foram determinados pelas fontes de
fésforo nem estdo vinculados as relagdes C:P e C:N:P
do meio. Sugeriu-se que outros fatores nutricionais
como vitaminas ou outros nutrientes possam estar
envolvidos na producdo de conidios por L. lecanii.

As vitaminas se destacam como importantes
fatores de crescimento, pois atuam como mediadores de
reacOes quimicas-chave no metabolismo, fazem parte da
constituicdo de coenzimas e sdo necessarias na sintese
de materiais celulares importantes. Todos os fungos
necessitam de vitamina, porém divergem bastante
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quanto as exigéncias a elas, podendo diferir no que diz
respeito a sintese, quantidade requerida, componentes
que constituem etc (GARRAWAY e Evans, 1984).

Dentre as vitaminas exigidas pelos fungos, a
tiamina é freqiientemente a mais requerida (JENNINGS,
1995). A deficiéncia pode ocorrer em alguns grupos
taxondmicos e em fungos de muitos ambientes
naturais diferentes. Sua demanda, assim como para
outras vitaminas, é influenciada por condigdes como
tempo de incubagdo, temperatura e composigdo do
meio (GARRAWAY e Evans, 1984).

A biotina pode afetar a reproducgdo de vérios
fungos. E requerida por muitas leveduras e fungos
filamentosos. Segundo YamacucHi (1974), pode afetar
a composicdo e estrutura das paredes celulares. O
requerimento total é em geral menor do que 5,0 ug/L,
mas em certos fungos a necessidade pode muitas vezes
surpreender (MILTON e Isaac, 1967). Trés isolados de
Phialophora asteris tiveram crescimento lento em meio
definido ausente em biotina, e a adi¢do de 0,5 pug/mL
resultou em marcante estimula¢do no crescimento, na
pigmentacdo e esporulagdo (BURGE e Isaac, 1977). A
riboflavina é diretamente formada por muitas
leveduras e fungos filamentosos (GARRAWAY e Evans,
1984), e a piridoxina é menos requerida pelos fungos
em relacdo a biotina e tiamina (JENNINGS, 1995).

Outros nutrientes podem ser acrescentados aos
meios de cultivo com o objetivo de incrementar o
crescimento e a esporulagdo dos fungos. O extrato de
levedura é bastante utilizado por ser excelente fonte de
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vitaminas do complexo B, nitrogénio, aminoacidos entre
outros. Analisando o efeito de difenéis no crescimento
de trés fungos entomopatogénicos, Hsiao et al. (1992)
verificaram que o meio com extrato de levedura favoreceu
o crescimento de Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae, sendo menor apenas que o controle e o meio
suplementado com difenol. A suplementacao do meio de
cultivo com extrato de levedura aumentou a produgdo de
conidios e porcentagem de germinagdo de Nomuraea rileyi
(BARRrOs et al., 1988) promoveu maior esporulagdo do
isolado Passo Fundo do mesmo fungo (BALARDIN e LocH,
1989) e do fungo Sporothrix insectorum (OLIVEIRA, 2000).

Poucos trabalhos na literatura enfocaram as
necessidades nutricionais de fungos entomopatogénicos,
nao sendo encontrada nenhuma informacao acerca das
necessidades de L. lecanii em vitaminas ou sobre o efeito
da suplementagdo do meio de cultivo do fungo com
extrato de levedura. O presente trabalho teve por objetivo
avaliar, por meio do crescimento e esporulacdo, o
desempenho de L. lecanii cultivado em meios contendo
diferentes vitaminas e concentra¢des de extrato de
levedura.

2. MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se os isolados JAB 02 e JAB 45 de
Lecanicillium lecanii, obtidos da cochonilha verde
Coccus viridis Green (Hemiptera: Coccidae) coletados
em pomares de laranja (Citrus sinensis Osbeck) nos
municipios de Ubirajara e Sao Carlos (SP)
respectivamente. Os isolados pertencem a colegao do

Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Producao Vegetal da FCAV/UNESP.

O cultivo dos isolados foi realizado em placas
de Petri de 12 x 80 mm contendo 15 mL dos meios
salinos de Czapeck-Dox (composigdo por litro: NaNOj
- 0,38g, H3HPO, - 1,19mL, MgSO,7H,0 - 0,50g, KCI
- 0,50g, FeSO,7H,0 - 0,0lg, Maltose - 10,00g, Agar -
15,00g) para JAB 02 e meio Minimo de Pontecorvo
(composicdo por litro: NaNO; - 0,24g, NH,;H,PO, -
2,97g, MgSO,7H,0 - 0,52g, KCl1 - 0,52g, FeSO,7H,0 -
0,0lg, ZnSO,7H,0O - 0,01g, Glicose - 10,00g, Agar -
15,00g) para JAB 45, com pH ajustado para 6,5. A
escolha dos meios para cultivo dos isolados, bem
como o uso de maltose como fonte de carbono no meio
de Czapeck-Dox, foi feita de acordo com o trabalho
de Barsosa et al. (2002). Em ambos os meios,
modificou-se a fonte de fosforo e usaram-se as relagdes
C:N:P de 60:1:6 para o meio de Czapeck-Dox e de
10:1:2 no meio Minimo de Pontecorvo, de acordo com
o estudo de WEeNzEL (2002), feito com os mesmos
isolados do fungo. As quantidades dos respectivos
componentes do meio, necessarias para obter tais
relagdes, foram determinadas por meio de calculos
estequiométricos. Esporos e fragmentos de micélio,

obtidos de culturas jovens do fungo, foram
transferidos para o centro da placa, com auxilio de
uma agulha de niquel-cromo, em ponto previamente
marcado. Em seguida, as culturas foram incubadas a
25 0,5 °C, por 18 dias, em auséncia de luz.

No primeiro experimento, prepararam-se,
individualmente, em agua destilada, solucdes de cada
uma das seguintes vitaminas (PONTECORVO et al., 1953),
adicionadas aos meios de cultura nas concentragdes
finais de: biotina (Merck) - 0,002 pg/mL de meio,
tiamina (Sigma) - 0,5 ng/mL de meio, acido p-
aminobenzoéico (para) (Carlo Erba) - 0,1 pg/mL de
meio, riboflavina (Merck) - 1 pg/mL de meio, acido
nicotinico (Carlo Erba) - 1 pg/mL de meio e piridoxina
(Merck) - 0,5 pg/mL de meio. Apés o preparo, cada
solucgdo foi acondicionada em frasco escuro, fervida
em banho-maria por 15 minutos e conservada em
refrigerador apds receber uma gota de cloroférmio.
Cada soluc¢do de vitamina foi individualmente
adicionada ao meio de cultivo, constituindo os
tratamentos do experimento. Uma solucdo contendo
todas as vitaminas, usadas nas mesmas concentragdes
e com mesmo preparo, constituiu outro tratamento. Os
meios salinos sem a adigdo de qualquer vitamina
serviram como controle. As soluc¢des de vitaminas
foram adicionadas aos meios apds sua autoclavacao.

No segundo ensaio, suplementaram-se os meios
salinos com as seguintes concentragdes de extrato de
levedura (Biobrés): 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 € 5,0%.

Para a avaliagdo do crescimento radial das
coldnias, em ambos o0s ensaios, dois didmetros foram
marcados na parte externa do fundo das placas de Petri.
Mediram-se esses didmetros com régua milimétrica
graduada, a cada trés dias, por 18 dias de incubacéao.

A avaliagdo da produgdo de esporos foi
realizada no 18.° dia de incubagdo. Aleatoriamente,
escolheram-se trés placas (repetigdes) de cada
tratamento. Da regido central e periférica de cada
colonia retiraram-se, com auxilio de um furador
metdlico de rolha, dois discos de 8 mm de didmetro.
Os discos foram transferidos individualmente para
tubos de ensaio contendo 10 mL de uma mistura (1:1)
de solucao salina (NaCl a 0,89% p/v) e Tween 80°®
(0,1% v/v). Apds vigorosa agitacdo em agitador
elétrico de tubos, os conidios foram contados em
camara de Neubauer. Com os valores das contagens
de conidios obtidos de discos retirados de uma mesma
colonia, obteve-se uma média. Com essa média,
calculou-se a densidade de conidios por unidade de
area (mmz) de disco, e a partir desta, calculou-se a
quantidade de conidios produzidos pela area total da
colonia, usando-se para isso seu didmetro no 18.° dia
de incubacdo. A quantidade de conidios obtida para
a area total de cada coldonia de um mesmo tratamento
foi considerada uma repetigdo do experimento.
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Os experimentos foram organizados segundo
o delineamento inteiramente casualizado e para a
execucgdo das analises estatisticas utilizaram-se os
programas ESTAT 2.0; SAS 6.0 (1995). Para avaliagdo
do crescimento radial da colonia foram feitas cinco
repeticdes e os dados analisados por meio de regressao
linear, seguida de teste de paralelismo (Teste T) e
coincidéncia (Teste F) entre retas (DixoN e MASSEY JR,
1969). Para a esporulacdo, os dados foram submetidos
a andlise de varidncia pelo teste F a 1% de
probabilidade e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio do desdobramento da interacédo
significativa (P<0,01) entre vitaminas e o tempo,
verificou-se que o crescimento dos isolados nos meios
com as diversas vitaminas, diferiu nos tempos de
cultivo (Tabela 1). Concordando com o desdobramento
da interacdo, o teste de Paralelismo e Coincidéncia
entre retas (Figura 1) revelou que a solugdo com todas
as vitaminas (T=-3,07** para JAB 02 e T=-2,93** para
JAB 45) e a solucdo com tiamina (T= -2,05* para JAB

02 e T= -3,72** para JAB 45) proporcionaram melhor
desempenho dos isolados no fim dos dezoito dias de
cultivo, embora a adicdo da maior parte das vitaminas
separadamente ndo tenha incrementado o crescimento
dos isolados em relagdo ao controle.

A esporulacdo de JAB 45 foi influenciada
pela adicdo de vitaminas ao meio de cultivo (Tabela
2). No tratamento com tiamina ocorreu redugao da
esporulagdo. As demais vitaminas naéo
incrementaram a esporulacdo de JAB 45, mas com
o acido nicotinico ocorreu um pequeno estimulo,
pois nesse tratamento o fungo produziu 38,5% mais
conidios que o controle, apesar de ndo ter sido
detectada diferenca significativa (P>0,05) em
relagdo a este. Nesse experimento, a esporulagdo do
isolado JAB 02 foi acentuadamente menor que a
obtida por JAB 45 nos mesmos tratamentos (Tabela
2). As colonias de JAB 02 cresceram, na média de
todos os tratamentos, 4,8 mm a mais que as coldnias
do isolado JAB 45 no 18.° dia de cultivo, mas com
aspecto bastante cotonoso, evidenciando pequena
esporulagdo. Apesar disso, nos tratamentos com
riboflavina, biotina e piridoxina se observou um
incremento na esporulacdo de JAB 02.

Tabela 1. Valores do crescimento radial médio (mm) no desdobramento dos graus de liberdade da interagdao dos
isolados JAB 02 e JAB 45 de Lecanicillium lecanii, pelo tempo, em meio de cultura contendo diferentes vitaminas. T=

25+ 0,5 °C e em auséncia de luz

Dias de cultivo

Vitamina
3 6 9 12 15 18

JAB 02 ()

Biotina 5,7 a 12,9 a 19,3 a 26,6 a 31,4 a 37,1b
Tiamina 6,7 a 14,1 a 20,7 a 27,4 a 33,3 a 40,1 a
Acido p-aminobenzéico 6,2 a 12,1a 18,7 a 24.6 a 29,9 a 34,7 b
Piridoxina 5,7 a 12,0 a 17,7 a 26,0 a 30,6 a 35,7 b
Riboflavina 6,6 a 13,6 a 19,9 a 26,0 a 30,1a 36,0 b
Acido nicotinico 6,1a 11,7 a 17,6 a 23,5 a 27,7 b 32,9 be
Todas as vitaminas 6,2 a 14,0 a 21,1 a 27,7 a 34,1a 40,8 a
Auséncia de vitaminas 55 a 12,6 a 17,9 a 24,0 a 29,1 a 339b
JAB 45 (%)

Biotina 6,7 a 12,7 a 18,1 a 23,1a 27,4 a 32,0b
Tiamina 7,6 a 13,1 a 18,9 a 24,9 a 30,0 a 352a
Acido p-aminobenzéico 7,0 a 124 a 17,0 a 22,0b 6,5b 30,6 b
Piridoxina 7,2 a 12,2 a 17,4 a 22,4 a 6,3b 30,6 b
Riboflavina 7,8 a 11,3 a 16,0 b 20,8 b 48Db 292 b
Acido nicotinico 7,4 a 12,1 a 16,8 a 214 Db 58D 30,1b
Todas as vitaminas 8,2 a 13,3 a 19,4 a 24,7 a 9,9 a 35,3 a
Auséncia de vitaminas 7,5 a 12,2 a 17,1 a 21,3 b 55Db 30,0 b

(*) Cultivado em meio de Czapeck-Dox, contendo maltose como fonte de carbono; NaNOj como fonte de nitrogénio, HsHPO, como fonte de

fosforo e relagdo C:N:P de 60:1:6.

(®) Cultivado em meio Minimo de Pontecorvo, contendo glicose como fonte de carbono; NaNOj como fonte de nitrogénio; NH,;H,PO, como

fonte de fosforo e relagdo C:N:P de 10:1:2.

Meédias seguidas de pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Crescimento de Lecanicillium lecanii cultivado por
dezoito dias a 25 + 0,5°C e em auséncia de luz, em meios
contendo diferentes vitaminas [Biotina (#); Tiamina (-
-m-.); Acido p-aminobenzoico (- -A- -); Piridoxina (x);
Riboflavina (-); Acido Nicotinico (¢); Todas as
vitaminas (4 ); Auséncia de vitaminas (®)]. **
significativo a 1% de probabilidade.

O resultado sugere que o estimulo metabélico
da adi¢do de vitaminas foi prioritariamente
canalizado para incrementar o crescimento, e que,
possivelmente, outro fator nutricional seja necessério
para promover a esporulacdo de JAB 02.

Os meios de Czapeck-Dox e Minimo de
Pontecorvo, usados para o cultivo dos isolados, sdo
meios salinos com limitada disponibilidade em
nutrientes. Com a adi¢do das vitaminas esperava-se
detectar, por meio de um possivel incremento no
crescimento e na esporulagdo, a exigéncia do fungo
por algum desses nutrientes, mas isso ndo ocorreu.
A evidéncia mais clara foi a de que tiamina pode
favorecer o crescimento do fungo. Contudo, efeito
inverso obteve-se quando a esporulagdo do isolado
JAB 45 foi reduzida em presenca dessa vitamina. O
mesmo fendmeno ocorreu usando-se a solug¢do com
todas as vitaminas, mas, nesse caso, a presenca de
tiamina na solugdo certamente foi o fator determinante
do resultado. E possivel que a tiamina tenha
favorecido a ocorréncia de reacdes quimicas do
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Tabela 2. Esporulacdo dos isolados JAB 02 e JAB 45 de
Lecanicillium lecanii ap6s cultivo, por 18 dias, a 25 + 0,5
°C e em auséncia de luz, em meio contendo diferentes
vitaminas

n.° de conidios x 10° ()

Vitamina JAB 02 (%) JAB 45 (%)
Auséncia de vitamina 0,07 ¢ 16,87 ab
Acido nicotinico 0,70 bc 23,37 a
Piridoxina 1,16 ab 15,47 abc
Biotina 1,16 ab 15,40 abc
Riboflavina 1,77 a 11,03 be
Acido p-aminobenzéico 0,70 bc 10,73 bc
Todas as vitaminas 0,97 abc 11,43 bc
Tiamina 0,63 bc 8,53 ¢
Teste F 7,12%* 8,16**
C.V. (%) 36,05 20,29

(1) Valores calculados para a area total da colonia.

(%) Cultivado em meio de Czapeck-Dox, contendo maltose com fonte
de carbono; NaNOj; como fonte de nitrogénio; H;HPO, como fonte
de fosforo e relagdo C:N:P de 60:1:6.

() Cultivado em meio Minimo de Pontecorvo, contendo glicose como
fonte de carbono; NaNOj; como fonte de nitrogénio; NH4H,PO, como
fonte de fosforo e relagdo C:N:P de 10:1:2.

Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum, na coluna,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. **
significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. C.V. Coeficiente
de Variacgao.

metabolismo do fungo que resultaram em melhor
exploragao dos recursos nutricionais do meio de
cultura, promovendo o crescimento, o que pode ter
diminuido a disponibilidade de nutrientes para a
produgdo de conidios. Contudo, muitos fungos
esporulam quando ndo ha mais nutrientes para o
crescimento vegetativo. De acordo com JENNINGs (1995),
fungos sdo frequentemente auxotréficos para tiamina.
As exigéncias em vitaminas e sua acdo no
metabolismo dos fungos sdo bastante diversificadas
e generalizac¢Ges sdo dificeis de serem feitas.

O efeito de vitaminas no desempenho de
outros fungos foi investigado por alguns autores, mas
os resultados sdao diversos e por vezes discrepantes.
GREGHI (1987) observou que a adigdo de solugdo de
vitaminas ao meio de cultivo incrementou a produgao
de conidios pelo isolado E9 de M. anisopliae. CAMERON
(1966) verificou que espécies do género Phytophthora
cresceram melhor em meio contendo tiamina, mas
reduziram o crescimento quando o 4cido nicotinico
foi colocado com esta vitamina. Segundo BARNETT e
AYERs (1981), o isolado CS-1 de Sporidesmiun
sclerotivorum ndo cresceu em meio com auséncia de
tiamina, pois ha necessidade absoluta dessa vitamina
para o crescimento do fungo.
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A adigdo de biotina com tiamina incrementou
o crescimento, indicando uma deficiéncia parcial
dessa vitamina.

Os resultados contidos neste trabalho estdo
congruentes com os obtidos por esses autores, pois a
presenca de tiamina no meio de cultivo incrementou
o crescimento de ambos os isolados de L. lecanii.
Entretanto, SiLva e MELo (1999) verificaram que a
adicdo de tiamina ao meio sintético resultou em menor
crescimento de Alternaria alternata do que o obtido com
biotina e piridoxina, mas favoreceu a esporulagado do
fungo. Em nossos ensaios, a presenca de tiamina
reduziu a esporulagdo de JAB 45. De acordo com Lie
HoLpoN (1995), o crescimento e a esporulacdo dos
isolados EF 25 e EF 55 de M. anisopliae ndo foram
incrementados pela adi¢do de vérias vitaminas, entre
as quais a tiamina. A presenga de piridoxina reduziu
significativamente o crescimento de EF 25 e a
esporulacdo desse isolado e de EF 55, enquanto biotina
e riboflavina reduziram a esporulagao de EF 55.

O crescimento dos isolados de L. lecanii
avaliados neste trabalho ndo foi afetado pela presenca
de piridoxina, biotina e riboflavina, mas houve um

incremento na esporulacdo de JAB 02 em presenca
dessas vitaminas.

O efeito da suplementacdo do meio de cultivo
com as diferentes concentracdes de extrato de levedura,
no crescimento radial do isolado JAB 02, pode ser
mais bem analisado por meio do desdobramento da
interagdo significativa (P<0,01) entre o extrato e o
tempo. A anélise do desdobramento dessa interagdo
revelou que ja na primeira medicao (trés dias), houve
efeito da suplementacdo, pois no meio isento de
extrato de levedura o crescimento do isolado foi menor
(Tabela 3).

Esse resultado foi ratificado pelo teste de
Paralelismo e Coincidéncia entre retas que mostrou
maior desenvolvimento do isolado nas concentragdes
de 0,5 (T=-5,15**), 1,0 (T=-6,19**), 2,0 (T=-8,97**), 3,0
(T=-7,90**) e 5,0 % (T=-9,10**) de extrato de levedura
quando comparados com a testemunha. Entretanto,
quando os crescimentos obtidos nessas concentragoes
foram comparados dois a dois pelo teste de
Paralelismo e Coincidéncia entre retas verificou-se que
o crescimento do isolado JAB 02 foi mais efetivo com
a adigdo de 5% de extrato de levedura (Figura 2).

Tabela 3. Valores do crescimento radial médio (mm) no desdobramento dos graus de liberdade da interagdo dos
isolados JAB 02 e JAB 45 de Lecanicillium lecanii, pelo tempo, em meio de cultura suplementado com diferentes
concentragOes de extrato de levedura. T= 25 + 0,5°C e em auséncia de luz

Concentragdo de

Dias de cultivo

extrato de levedura (%) 3 6 9 12 15 18
JAB 02 ()

0,0 6,6 b 11,7 b 16,7 b 21,8 b 26,5Db 28,4 b
0,5 85a 13,3 a 20,5 a 26,1 a 31,1a 36,1 a
1,0 8,7 a 142 a 20,9 a 26,5 a 31,9 a 36,8 a
2,0 85a 14,5 a 21,5a 27,1 a 32,6 a 382a
3,0 74 a 13,4 a 20,3 a 26,0 a 31,4 a 371a
5,0 75 a 13,1a 20,7 a 27,3 a 329a 38,3 a
JAB 45 (%)

0,0 85a 12,9 a 17,6 b 21,3 b 249 b 28,0 b
0,5 8,9 a 14,5 a 20,7 a 26,0 a 31,5a 37,4 a
1,0 9,0 a 14,3 a 21,0 a 26,3 a 322a 37,6 a
2,0 83a 14,1 a 212 a 26,8 a 32,5a 38,0 a
3,0 7,6 a 12,8 a 19,5 a 24,9 a 31,5a 37,0 a
5,0 72 a 12,4 a 19,7 a 25,6 a 32,7 a 38,3 a

(!) Cultivado em meio de Czapeck-Dox, contendo maltose com fonte de carbono; NaNO; como fonte de nitrogénio; H;HPO, como fonte de

fosforo e relagdo C:N:P de 60:1:6.

(%) Cultivado em meio Minimo de Pontecorvo, contendo glicose como fonte de carbono; NaNOj como fonte de nitrogénio; NH,H,PO, como

fonte de fosforo e relagdo C:N:P de 10:1:2.

Meédias seguidas de pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O crescimento do isolado JAB 45 foi
influenciado (P<0,05) pela suplementacao do meio de
cultivo com as diferentes concentragdes de extrato de
levedura, e a analise do desdobramento da interacao
significativa (P<0,01) entre o extrato e o tempo permitiu
verificar que a partir do 9.° dia, a suplementacdo
estimulou o crescimento do isolado (Tabela 3). Esse
resultado foi confirmado pelo teste de Paralelismo e
Coincidéncia entre retas quando se constatou melhor
desempenho do isolado nas concentragodes de 0,5 (T=
-9,13*%), 1,0 (T= -14,31**), 2,0 (T= -14,33**), 3,0 (T= -
14,18**) e 5,0 % (T= -14,58**), ao ser comparado a
testemunha. Quando os crescimentos obtidos nessas
concentragdes foram comparados dois a dois, verificou-
se que 5,0% foi mais favordvel ao desenvolvimento
desse isolado (Figura 2).

45-
401
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fa
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154 ¢ y=2,7667 +1,5095t 0,97**
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104 A y=3,2467 +1,8971t  0,99**
x y=2,8933 +1,9828t 0,99**
51 T y=1,7800 +1,9828t 0,99**
® y=1,3000 + 2,0952t  0,99**
0 T T T T T T T T T |
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N
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a 8
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Figura 2. Crescimento de Lecanicillium lecanii cultivado por
dezoito dias a 25 + 0,5°C e em auséncia de luz, em meios
suplementados com diferentes concentragdes de extrato
de levedura [0,0% (®); 0,5% (m); 1,0% (A); 2,0% (x);
3,0% (+); 5,0% (®)]. ** significativo a 1% de
probabilidade.

A suplementacdo com as diferentes
concentragdes de extrato de levedura teve efeito
significativo apenas na esporulagdo do isolado JAB
02 (Tabela 4), estimulando a producdo de conidios.
Nao houve diferenca entre as concentracdes de 0,5 e
2,0%, mas pode se destacar a concentragao de 1,0%
que propiciou a melhor esporulagao (14,87 x 10°
conidios), utilizando uma das menores quantidades
do suplemento. A suplementagdo com o extrato de
levedura afetou a esporulacdo do fungo de modo
diverso do observado para a adigdo de vitaminas.

Quando se consideraram todos os tratamentos
com o extrato de levedura, os crescimentos médios das
colonias de ambos os isolados, no 18.° dia de
incubacgdo, foram bastante semelhantes (35,82 mm
para JAB 02 e 36,05 mm para JAB 45). Para JAB 02
verificaram-se maiores valores de esporulacdo do que
em JAB 45, diferentemente do que ocorreu no
experimento com vitaminas.

Tabela 4. Esporulacdo dos isolados JAB 02 e JAB 45 de
Lecanicillium lecanii ap6s cultivo, por 18 dias, a 25+ 0,5°C
e em auséncia de luz, em meio suplementado com
diversas concentragdes de extrato de levedura

Concentragdo de n.° de conidios x 10° (%)

extrato de levedura JAB 02 () JAB 45 (%)
%

0,0 0,32 ¢ 3,45 a
0,5 11,80 ab 6,97 a
1,0 14,87 a 6,50 a
2,0 12,64 ab 5,90 a
3,0 7,62 b 3,83 a
5,0 6,59 bc 4,59 a
Teste F 14,00** 2,67n.s.
C.V. (%) 27,16 29,67

(1) Valores calculados para a area total da colénia.

() Cultivado em meio de Czapeck-Dox, contendo maltose como fonte
de carbono; NaNO3 como fonte de nitrogénio; H3HPO4 como fonte
de fosforo e relagdo C:N:P de 60:1:6.

(%) Cultivado em meio Minimo de Pontecorvo, contendo glicose como
fonte de carbono; NaNO3 como fonte de nitrogénio; NH4H2PO4 como
fonte de fosforo e relagdo C:N:P de 10:1:2.

Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum, na coluna,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. **
significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

n.s: nao significativo.

C.V: Coeficiente de Variagéao.
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O extrato de levedura incrementou o
crescimento de ambos os isolados e a esporulagdo de
JAB 02. Esses resultados se assemelham aos obtidos
por outros autores. Estudando a produgdo em larga
escala de Hirsutella thompsonii, em cultura submersa,
McCoy et al. (1972) obtiveram melhor desempenho na
presenca do extrato de levedura em relagdo a peptona,
ambos utilizados em concentragdes iguais. Também
verificaram aumento na produgdo quando a
concentragdo do extrato de levedura passou para
5mg/mL, mas em concentracao maior, o extrato teve
efeito inibitorio. DEvi (1994) verificou que a adicdo de
1,0% do extrato de levedura ao meio de cultura com
sorgo moido aumentou acentuadamente a
esporulacdo de N. rileyi.

MonNTEIRO (1988) obteve maior crescimento e
esporulagdo de B. bassiana, e ainda maior esporulagdo
de M. anisopliae e Paecilomyces marquandii, em meio
contendo extrato de levedura. RoMBACH et al. (1988)
observaram que o maior nimero de conidios/mg de
micélio seco de B. bassiana foi produzido no meio com
concentracdo de 0,75% de extrato de levedura. BARROS
et al. (1988) verificaram que o meio contendo este
extrato foi o que induziu maior porcentagem de
germinacao de conidios de trés linhagens de N. rileyi,
em comparacdo a outros meios testados. OLIVEIRA
(2000) obteve aumento significativo na esporulacdo do
fungo S. insectorum suplementando o meio com o
mesmo extrato na concentracdo de 0,5%. Kamp e
BipocHka (2002) observaram que V. lecanii produziu
maior quantidade de conidios em meio de peptona-
agar-extrato de levedura.

O incremento no crescimento dos isolados e
o fato de JAB 02 ter produzido mais conidios em
presenca de extrato de levedura, sugere que algum
fator nutricional presente neste substrato seja
necessario para promover o crescimento e a
esporulagdo do fungo. O extrato de levedura, excelente
fonte de vitaminas do complexo B e outros fatores para
o crescimento e a esporulagdo dos fungos (BARNEs et
al., 1975), é usado como fonte de nitrogénio para o
crescimento de fungos (KuLkarNI e NIELSEN, 1986) e
contém aminoacidos, peptideos, vitaminas e
carboidratos soltveis em agua (SikyTa, 1983).
Provavelmente, a utilizacdo de alguns destes
nutrientes ou o seu conjunto pelo fungo, foi
responsavel pelo incremento obtido no crescimento e
na producgdo de conidios.

Pelos resultados, verifica-se que a adicdo de
vitaminas ndo contribuiu para incrementar a
esporulagdo, mas a suplementacdo do meio de cultivo
com baixa concentracdo de extrato de levedura (1,0%)
pode favorecer o crescimento e a esporulacdo de L.
lecanii. A produgdo comercial do fungo em larga escala
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deve ser feita empregando-se substratos de baixo
custo e facil obtencdo, geralmente grdos ou
residuos agroindustriais. Alguns desses substratos
podem necessitar de suplementacdo com nutrientes
importantes para o crescimento e a esporulagdo do
fungo. Para a utilizagdo no controle biolégico é
importante que a producgdo massal resulte na
maior quantidade possivel de conidios, que sdo as
unidades infectivas mais adequadas para a
formulacgdo de bioprodutos e o desenvolvimento da
doenca em insetos. Desse modo, o uso de baixa
concentragdo de extrato de levedura é um aspecto
interessante a ser considerado, pois permitiria
incrementar a produgao de conidios, sem onerar
demasiadamente os custos de producdo. Os
isolados do fungo possuem algumas diferencas nas
respostas a adicdo dos nutrientes ao meio de
cultivo. Provavelmente, essas diferencgas se devem
a variabilidade genética entre os isolados.

4. CONCLUSOES

1. A adigdo ao meio de cultura da solugéo de
tiamina e soluc¢do com todas as vitaminas favorece o
crescimento dos isolados, mas reduz a produgdo de
conidios por JAB 45.

2. A adicdo das soluc¢des de riboflavina,
biotina e piridoxina incrementam a esporulagdo de
JAB 02 e a de acido nicotinico estimula a produgao
de conidios por JAB 45.

3. A suplementacdo do meio com extrato de
levedura promove o crescimento de ambos os isolados
e a esporulagdo de JAB 02, mas ndo tem efeito na
producdo de conidios pelo isolado JAB 45. A
concentracdo de 1% é a mais favordvel para
suplementar o meio de cultivo.
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