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Resumo

Fungos entomopatogénicos podem ser isolados do ambiente para serem utilizados como
redutores e colonizadores de insetos-praga em dreas agricolas. Este estudo teve como
objetivo prospectar, isolamentos de insetos moribundos, estruturas fungicas de Beauveria
bassiana, relatados como promissores entomopatdgenos. Delimitou-se o estudo em
importante area de cultivos de hortalicas no municipio de Cajazeiras, Alto Sertdo
paraibano, buscando a ocorréncia de insetos moribundos sobre o solo, os quais foram
coletados com auxilio de pingas entomoldgicas e acondicionados em placas de Petri,
conduzidos para laboratério de Microbiologia da Central de Saide (UFCG), como
atividade integrativas dos alunos vinculados a monitoria da Disciplina Microbiologia e
Biologia Celular. Nessas condi¢des, ocorreram os procedimentos de assepsia e submissao
do material coletado a andlise estereoscOpica, encontrando hifas e residuos miceliais intra-
inter-inseto. As estruturas foram transferidas para meio Saborround Dextrose Agar,
adicionando cloranfenicol a 2%. Os isolados, avaliados diariamente, foram incubados por
12 dias sob temperatura de 28 + 2 °C. Em decorréncia das impurezas provenientes do
campo foram feitos repicagens, a fim de obter a selecio dos isolados de B. bassiana.
Obteve-se 10 linhagens de B. bassiana que estdo incubados em meios de culturas no
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Laboratério de Microbiologia da Central de Saide da UFCG, para serem empregados em
bioensaios em controle bioldgico.

Palavras-Chave: Monitoria, Fungos, Controle.

Introducao

Fungos entomopatogénicos podem ser isolados do ambiente para serem utilizados
como redutores e colonizadores de insetos-praga em dreas agricolas. O interesse na
utilizacdo do controle bioldgico tem aumentado significativamente nas ultimas décadas,
constituindo-se em importante ferramenta no manejo integrado de insetos-praga, uma vez
que utiliza inimigos naturais para manter a populacao de pragas abaixo dos niveis de dano
econdmico, evitando, a0 mesmo tempo, prejuizos ambientais e para a saude humana
decorrentes do uso de inseticidas quimicos.

Dentro desse contexto, os agentes biocontroladores apresentam importante
propriedade de conferir protecdo as plantas causando doencas a insetos-praga. Em
contrapartida ao uso de agrotéxicos, o controle bioldgico oferece vantagens, quanto a
seletividade de hospedeiros, capacidade de dispersdo a partir de individuos da populagao,
controle mais duradouro, podendo o patégeno permanecer por varios anos no ambiente,
sinergismo com inseticidas quimicos em subdosagens e inibi¢do de desenvolvimento de
resisténcia pela praga.

Os fungos entomopatogénicos produzem metabdlitos toxicos aos seus hospedeiros
que auxiliam esses agentes no estabelecimento de infec¢des em insetos. Esses compostos
incluem enzimas de vdrios tipos e moléculas biologicamente ativas; dentre essas, destacam-
se os depsipeptidios, formados por aminodcidos e hidroxidcidos alternados. As funcdes
desses compostos na patogenicidade incluem a dissolu¢do da cuticula de insetos para a
inducdo da doenca, supressao do sistema imunoldgico, interferéncia com os canais de fons e
fungdes celulares nos hospedeiros. A cuticula esclerotizada dos insetos € utilizdvel de
maneira muito limitada pelos fungos em geral, mas os entomopatogénicos, que penetram no
hospedeiro através da cuticula, desenvolveram eficientes enzimas para a degradacdo dessa
camada protetora dos insetos, transformando-a em nutrientes (ALVES, 2002).

O autor citado estudou o efeito de B. bassiana sobre D. saccharalis, aplicando um

elevado potencial de indculo a temperatura média de 25°C e umidade relativa de 90%, em
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condi¢des de laboratério, verificando que os insetos paravam de se alimentar apds 72
horas, com mortalidade de 100% dos insetos inoculados depois de 96 horas. Este mesmo
autor relatou que B. bassiana tem condi¢des de colonizar diversas ordens de insetos, tanto
em laboratdério quanto no campo, tendo registrado infec¢des enzodticas e epizodticas em
coledpteros, lepidépteros, hemipteros, dipteros, himendpteros e ortépteros.

Os requisitos nutricionais para a germinagdo e o crescimento de B. bassiana nao
sao complexos, crescendo em diversos ambientes, facilmente cultivado em meios naturais
e sintéticos, envolvendo fatores fisiolégicos quanto a fonte de carbono e nitrogénio
necessdrios ao desenvolvimento hifal. A infec¢cdo desse fungo € resultante da penetracao de
suas hifas via tegumento facilitada por mecanismos fisicos e enziméticos; oS insetos
atacados apresentam-se cobertos por micélio branco, que esporula em condi¢des adequadas
de umidade e luz, expressando a caracteristica da doenca denominada de muscardine
branca.

O ciclo biolégico de B. bassiana apresenta duas fases distintas na infec¢do de
insetos: a parasitaria, que se inicia com a penetragao tegumentar, em aproximadamente 12
horas. Os conidios, unidades infectivas, geminam em qualquer parte da cuticula do inseto.
O tubo germinativo penetra através da cuticula, atinge a hemolinfa, diferencia-se em
estruturas leveduriformes e conseqiientemente ocorre a morte do inseto; a saprébia ocorre
depois que os conidiéforos se exteriorizam, formando os conidios que se dispersam no
ambiente (ALMEIDA et. al., 2015, p.475).

Este trabalho teve como objetivo prospectar de insetos moribundos estruturas
vidveis fungicas de Beauveria bassiana, com potencial biotecnolégico, que possam ser
cultivados, armazenados e aplicados em estudos especificos na area de controle bioldgico.
Assim, a obtencdo de suas estruturas vidveis serdo recuperadas em diversos ambientes

laborais e empregadas em pesquisas.

Desenvolvimento

Estratificou-se uma importante drea de cultivos de hortalicas no municipio de

Cajazeiras, Alto Sertdo paraibano, buscando-se a ocorréncia de insetos moribundos sobre o
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solo, os quais foram coletados com auxilio de pingas entomoldgicas e acondicionados em
placas de Petri, conduzidos para laboratério de Microbiologia da Central de Sadde
(UFCG). Nessas condicdes, ocorreram o0s procedimentos de assepsia e submissdao do
material coletado a andlise estereoscOpica, encontrando hifas e residuos miceliais intra-
inter-inseto. As estruturas foram transferidas para meio Saborround Dextrose Agar,
adicionando cloranfenicol a 2%. Os isolados, avaliados diariamente, foram incubados por
12 dias sob temperatura de 28 + 2 °C. Em decorréncia das impurezas provenientes do
campo foram feitos repicagens, a fim de obter a selecdo dos isolados de B. bassiana.
Obteve-se 10 linhagens de B. bassiana que estao mantidas em meios de culturas na UFCG,
para serem empregados em bioensaios de pragas agricolas no Laboratério de Entomologia
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Espera-se que os isolados de B.
bassiana sejam eficientes em testes in vitro, para possiveis aplicacdes em campo, visando a
seguranca agricola, ambiental e obten¢do de cultivos sustentiveis.

As estruturas esporulantes de B. bassiana, originalmente isolada de inseto
moribundo coletado sobre o solo em dreas de cultivo agricola foram processadas no
Laboratério de Microbiologia da Central de Laboratdrios de Satide do Centro de Formacao
de Professores da UFCG, a partir das atividades integradoras dos estudantes monitores e
voluntérios da monitoria das disciplinas Microbiologia e Biologia Celular (periodos 2015-1
e 2015-2). Essas formas do inseto foram utilizadas no processo de reisolamento de B.
bassiana. Os caddveres foram lavados com soluc¢des de hipoclorito de sédio a 2% por dois
minutos, em dlcool a 70% por trés minutos e duas vezes em dgua destilada autoclavada por
trés minutos, depois foram transferidos para placas de Petri (6,5 x 2,5cm) forradas com
papel-filtro esterilizado e umedecido em dgua destilada autoclavada e, entdo; mantidos
nessa camara imida para confirmacdo do agente causal.

A viabilidade do patégeno foi avaliada, determinando-se o percentual de
germinagdo dos conidios, conidiogénese e crescimento da colonia em meio BDA (Oxoid).
Para se estimar a viabilidade da germinacdo dos conidios, 100uL de cada CLsy foi
espalhada com uma al¢a de Drigalsky sobre a superficie do meio de cultura em placas de
Petri de 9cm de diametro, em triplicata e incubadas em camara (BOD). O percentual de
germinagdo foi aferido 18 horas depois da inoculacdo, contando-se 500 conidios

germinados e ndo germinados, de acordo com o método adotado por ALBUQUERQUE et al.
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(2005), em faixas que corresponderam aos didmetros vertical e horizontal do campo de
leitura de Imm em microscépio 6tico (400x).

O crescimento colonial foi mensurado com o auxilio de um paquimetro a partir de
discos de Smm de diametro, obtidos das subculturas. Esses discos foram transferidos para
o centro de placas de Petri de 9cm de didmetro contendo BDA, em triplicata. As leituras do
crescimento radial foram feitas em milimetros nos intervalos de 3, 6, 9, 12 e 15 dias de
incubacao.

Na determinacdo da conidiogénese, 100uL de cada CLs foi transferido para tubos
de ensaio com 10mL de suspensdo aquosa com Tween-80°(0,05%). Essa suspensdo foi
agitada por Smin em vortex (400rpm), em seguida, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
foi transferida uma aliquota de 100uL para uma camara de Neiibauer, onde procedeu-se a
quantificagdo dos conidios em cada intervalo de 3, 6, 9, 12 e 15 dias de incubagao,

conforme metodologia de L1 & HoLDOM (1995).
Consideracoes

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que B. bassiana possui excelente
viabilidade antes e depois do reisolamento, parimetro que recomenda seu emprego em
programa de controle da praga, considerando os meios de produgdo in vitro, fatores
ambientais e métodos de exposi¢do no campo.

Novos estudos e pesquisas aplicadas devem ser desenvolvidas, vez que,
preliminarmente, os ensaios em laboratério promovidos no desenvolvimento desse estudo,
atem-se ao a versatilidade e participacdo dos estudantes monitores, que ao fazerem suas
atividades inerentes a monitoria, também, despertam as suas atencdes e habilidades em
pesquisas.

Nesta perspectiva, a monitoria conseguiu promover a interagdo aluno-professor e
aluno-aluno, no processamento de coletas a campo e manuseio em laboratdrio, a partir das
técnicas e métodos de esterilizacdo de materiais, formulacdo de meio de cultivo para
microorganismos, uso de equipamentos, como estufas, microscopios, lupas, vidrarias.
Além da compreensao e interpretacdo de resultados e desenvolvimento de escrita cientifica

e producgdo de relatdrios.
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Contudo, a monitoria constitui-se em importante ferramenta integrativa e de
possibilidade critica na constru¢do do conhecimento, na vertente do aprender fazendo. E

consequentemente possibilitar a socializacao desse saber.
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