ARTIGO

SUBSIDIOS PARA A PRODUGAO DE
Sporothrix insectorum (HOOG & EVANS)'

A CONTRIBUTION TO THE PRODUCTION
OF Sporothrix insectorum (HOOG & EVANS)

ElisGngela de S. LOUREIRO?
Antonio BATISTA FILHO?

Luis G. LEITE?

José E. Marcondes de ALMEIDA?

RESUMO

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Controle Biologico do Instituto Biologico
com o objetivo de avaliar o crescimento de Sporothrix insectorum submerso em meio
liquido e o efeito de temperaturas na produgdo e viabilidade dos conidios do fungo,
utilizado para controle do percevejo de renda da seringueira Leptopharsa heveae (Drake
& Poor, 1935). O primeiro ensaio, visando avaliar o crescimento foi instalado segundo
delineamento inteiramente casualizado utilizando-se cinco tratamentos e quatro repetigaoes,
formadas por erlenmeyers contendo 100 ml de meio de cultura. Os tratamentos foram
representados por quatro, cinco, seis, sete e oito dias de incubagdo do fungo em agitador,
na rotagdo de 40 rpm, temperatura de 25°C e fotofase de 12 horas. O segundo
experimento visando avaliar a produgdo de conidios foi composto por 3 tratamentos (25,
30e35°C) e 10 repeticoes, sendo os erlenmeyers armazenados por 24 horas. As maiores
produgdes de propdgulos ocorreram entre o 6° e 0 8° dia enquanto a viabilidade maxima
foi observada no 6° dia (98,5%). Na temperatura de 25°C a viabilidade de propdagulos
foi de 100%.

Palavras-chave: Fungo entomopatologico, Seringueira, Sporothrix insectorum.

ABSTRACT

Experiments were carried out in the Biology Institute Biological Control laboratory with
the aim of evaluating the growth of Sporothirx insectorum submerged in liquid medium,
and the effect of temperature on the production and viability of conidium of the fungus,
which is used for the control of the rubber tree lace bug, Leptopharsa heveae (Drake &
Poor, 1935). A first experiment was performed using 5 treatments and four replications,
each one represented by an Erlenmayer flask containing 100 mL of liquid medium. The
treatments were represented by the incubation periods of 4, 5, 6, 7, and 8 days related
to the fungus growth in a shaker at 40 rpm and 24 °C. A second experiment used 3
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treatments and 4 replications, each one represented by an Erlenmayer flask containing
100mL of liquid medium. The treatments were represented by the incubation temperatures
of 25, 30 and 35 C. The highest blastospore production occurred between the 6" and 7"
day, while the maximum viability occurred at the 6" day (98,5%). The viability below 25

C was 100%.

Key words: Entomopathogenic fungi, rubber tree, Sporothrix insectorum.

INTRODUGAO

O percevejo de renda da seringueira
Leptopharsa heveae (Drake & Poor, 1935)
(Heteroptera: Tingidae), foi observado no Estado de
Sao Paulo em 1995 atacando seringais no municipio
de Buritama (Batista Filho et al., 1995).

Epizootias do fungo Sporothrix insectorum
(Hoog & Evans) em populagdes de L. heveae, relatadas
por Celestino Filho & Magalhaes (1986) nos seringais
de Manaus-AM, e testado tanto em ninfas como em
adultos, obtiveram um controle de 70 a 100 % para os
dois estagios da praga. Junqueira et al. (1987)
recomendaram o controle do percevejo de renda da
seringueira com a aplicacdo do fungo S. insectorum
logo apds a troca das folhas que acontece nos meses
de agosto e setembro e uma segunda aplicacdo, em
novembro ou dezembro do mesmo ano. Giraldo (1993)
utilizou o fungo S. insectorum, isolado do percevejo
L. heveae, no controle do tingideo Leptoharsa
gibbicarina (Froeschner) em plantagdes de palma na
Colombia, com controle do percevejo de 73% em
laboratorio e 47% no campo.

Esse fungo tem sido produzido em larga escala
em condi¢cdoes de laboratério e utilizado pelos
produtores para o controle de L. heveae na cultura da
seringueira em diversos Estados do Brasil bem como
para o controle de L. gibbicarina na cultura de dendé
na Colombia (Giraldo, 1993). Em fung¢ao do potencial
que esse fungo apresenta para o controle de tingideos,
o mesmo esta sendo estudado para o controle também
da mosca de renda praga da azaleia, Stephanitis
pyrioides (Leite et al., 1997).

O meio de cultura mais usado para a produgao
massal de S. insectorum tém sido arroz cozido,
entretanto, melhor rendimento foi obtido com meio a
base de farelo de trigo (50%) acrescido de aguicar (1%)
(Junqueira et al., 1987). Meios de cultura naturais
liquidos a base de leite de soja e caldo de feijao
também tém sido avaliados na produg¢do de fungos

entomopatogénicos (Cruz et al., 1983; Batista Filho
etal.,1985).

A produgdo em escala industrial de fungos
entomopatogénicos representa uma etapa critica e
limitante no desenvolvimento de um programa de
controle microbiano para uma determinada praga. A
pesquisa de novas metodologias de producao é muito
importante para tornar o controle microbiano de pragas
economicamente viavel para ser aplicado em grandes
areas.

Paralelamente a selecdo de meios de cultura,
¢ necessario investigar outros fatores que afetam o
desenvolvimento desses agentes biocontroladores.
Esse trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do
periodo de crescimento e da temperatura na produgdo
¢ viabilidade dos propagulos do bioinseticida em
laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Controle Bioldgico do Instituto
Biologico sediado em Campinas, SP.

O primeiro ensaio, visando avaliar o cresci-
mento do fungo, foi instalado segundo delineamento
inteiramente casualizado, utilizando-se cinco
tratamentos e quatro repetigdes, formadas por
erlenmeyers contendo 100 ml de meio de cultura. Os
tratamentos foram representados por quatro, cinco,
seis, sete e oito dias de incubagdo do fungo em agita-
dor na rotacdo 40 rpm, sob temperatura controlada
(25°C) e fotofase de 12 horas. O meio de cultura
utilizado foi composto por 1000 ml de 4gua destilada,
10g de extrato de levedura e 20 g de dextrose submetido
a autoclavagem a 120°C por 20 minutos. Apds
resfriamento do meio, foi inoculado, em cada
erlenmeyer, 1 cm? do fungo multiplicado em meio
BDA (batata-dextrose-dgar). Em seguida foram
agitados, por 72 horas a 25°C, para promover aeracao
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do meio e para ocorrer um bom desenvolvimento do
patéogeno. Para a avaliacdo da viabilidade dos
propagulos, foi pipetado uma aliquota de 1 mL do
in6culo do fungo S. insectorum de cada erlenmeyer,
acrescentando-se 9,0 ml de agua destilada estéril
autoclavada e agitando por 20 segundos. Em seguida,
foram inoculadas 3 gotas da suspensdo em placa de
Petri contendo BDA, distribuindo-se o indculo com
alga de Drigalsky. Foram preparadas 8 placas de Petri
(9 cmde diametro) para cada tratamento. O material foi
incubando durante 17 horas, a 26+1°C, com fotofase
de 12 horas, em cadmara de germinagdo para se avaliar
a viabilidade dos propagulos (%). Para a leitura da
concentragdo de propagulos foi utilizada a cdmara de
Neubauer, realizando-se a contagem de blastdsporos
em microscopio optico (aumento de 400x).

O segundo experimento visando avaliar a
producéo de conidios foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado, utilizando-se 3 tratamentos,
cadaum com 10repeticdes. Cadarepeti¢ao foi formada
por uma placa de Petri (9cm de didmetro) inoculada
com o fungo em meio liquido pelo método de
espalhamento. Os frascos foram armazenados em
camarade germinagao tipo B.0.D.a25,30¢35°C, por
24 horas. Para cada tratamento foram utilizados dois
frascos de plastico com capacidade de 100 mL,
contendo 80 mL de fungo produzido através do
processo fermentativo.

A avaliacdo da viabilidade dos propagulos do
fungo foirealizada semelhante ao experimento 1, pre-
parando-se 10 placas para cada tratamento, incubadas
por 17 horas a 26°C, com fotofase de 12 horas.

Os dados dos dois experimentos foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram
analisados pelo teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se os dados de producdo de
blastosporos de S. insectorum, foi observado que no
6° dia ja apresentava produ¢do maxima do propagulo
(2,59 x 107) com viabilidade de 98,5%,
significativamente superior aos demais tratamentos
(Tabela 1). Esses dados sdao semelhantes aos
encontrados por Tanzini (2002) que obteve 6,5 x 107
conidios/mL, em cultivo na superficie de meio liquido
completo (MC). Por outro lado, Oliveira (2000)
encontrou um niumero de conidios da ordem de 1,6
x 108 conidios/mL quando produzido na superficie de
meio liquido contendo extrato de levedura, na
temperatura de incubacgao entre 25 e 28°C.

Um dos métodos de produgdo também muito
utilizado ¢ o meio solido. A esporulacdo de S.
insectorum em meio s6lido foi estudada por Oliveira
(2000). O meio elaborado com extrato de levedura e
farelo de trigo produziu 1,0 x 10® conidios/g. Em meio
de extrato de batata a produgdo foi de 5,5 x 108
conidios/g. Leite ef al. (1997) obtiveram em meio a
base de batata, 1,8 x 10® conidios/mL. Uma das
desvantagens da produ¢do em meio sélido, composto
por qualquer nutriente, é o longo tempo dispendido
paraamaxima produc¢do de conidios de S. insectorum.

Tabela 1. Concentracdo e viabilidade dos propagulos de Sporothrix insectorum em fungao do tempo de fermentagao (25°C, fotofase

de 12 horas).

Tratamentos Concentragdo (n x 10Z conidios/ml) Viabilidade (%)*
4" dia 1,09b 76,00 cd
5% dia 1,31b 85,50 be
6 dia 2,59 a 98,50 a
7° dia 2,39 a 88,00 b
8" dia 2,11a 71,25d
CV (%) 11,97 5,3

M Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Dados néo transformados.
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Figura 1. Porcentagem de viabilidade dos conidios de Sporothrix insectorum armazenados em diferentes temperaturas, por 24 horas.

Ressalta-se que os extremos representados
pelo 4° e 8° dias tiveram os menores niveis de
viabilidade de blastésporos, respectivamente 76 e
71,25%. No periodo compreendido entre 0 6°e 0 8°dia
ndo foi observada diferenca significativa quando se
considera a producdo de blastoésporos, indicando
que o crescimento tem seu ponto dtimo situado nessa
faixa (Tabela 1). Entretanto, a andlise conjunta da
producido e viabilidade revela que o 6° dia é o mais
favoravel para a colheita dos blastosporos.

O extrato de levedura fornece ao meio
nutrientes essenciais, proporcionando um melhor
equilibrio entre os nutrientes presentes no meio.
Experimentos realizados por Oliveira (2000),
adicionando-se 0,5 g de extrato de levedura em meios
solidos e liquidos, de uma maneira geral, possibilitou
um desenvolvimento mais vigoroso do fungo nos
substratos solidos.

A viabilidade dos conidios do fungo S.
insectorum produzidos em meio solido foi de 100 %
apos 24 horas de armazenamento a temperatura de
25°C (Figura 1). Os conidios apds 24 horas, mantidos

astemperaturas de 30 ¢ 35°C, ainda possuiam uma alta
viabilidade 90,5 e 84,9%, respectivamente, embora
tenha ocorrido diferenca significativa  entre os
tratamentos.

A temperatura ¢ um dos fatores fisicos mais
importantes para o desenvolvimento e viabilidade de
fungos entomopatogénicos. De acordo com Monteiro
(1988), os melhores valores para o desenvolvimento
de diversas espécies de fungos entomopatogénicos
situam-se na faixa compreendida entre 20 e 30°C.

Considerando os resultados obtidos pode-se
afirmar que o 6° dia foi o mais indicado para a colheita
do fungo face a maior producdo e viabilidade dos
propagulos.

CONCLUSOES

No 6° dia obteve-se as maiores producdo e
viabilidade dos propagulos.

Natemperaturade 25°C os propagulos mantém
a viabilidade por pelo menos 24 horas.
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