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RESUMO - O fungo entomopatogénico Beauveria caledonica tem se destacado como um organismo

de potencial interesse agronémico devido a sua capacidade de infectar insetos-praga que afetam
culturas de importancia econémica. A fim de viabilizar a aplicagdo deste microrganismo como agente
de controle biolégico em escala comercial, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de protocolos
eficientes para sua multiplicagdo em laboratério e posterior escalonamento industrial. O presente
trabalho teve como objetivo a padronizagéo e otimizacdo das condigées de cultivo de B. caledonica,
englobando desde a sele¢cdo da pré-cultura mais adequada para obtengéo do indculo até a escolha
das fontes ideais de nitrogénio e carbono em cultivo submerso. Em relagdo as fontes de nitrogénio
avaliadas, o farelo de ervilha proporcionou a maior concentragcao de blastosporos. Quanto as fontes
de carbono, a sacarose foi a que proporcionou elevados rendimentos de blastosporos. Portanto, o
meio liquido composto por sacarose e farelo de ervilha inoculado com pré-cultura liquida é o mais

indicado para a produgéo otima de blastosporos desse agente de biocontrole.
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ABSTRACT - The entomopathogenic fungus Beauveria caledonica has emerged as a

microorganism of potential agronomic interest due to its ability to infect pest insects that affect
economically important crops. To enable the application of this microorganism as a biological control
agent on a commercial scale, it is essential to develop efficient protocols for its laboratory cultivation
and subsequent industrial scale-up. This study aimed to standardize and optimize the cultivation
conditions of B. caledonica, including the selection of the most suitable pre-culture for inoculum
preparation and the identification of ideal nitrogen and carbon sources for submerged fermentation.
Among the nitrogen sources evaluated, pea bran yielded the highest blastospore concentration.
Regarding carbon sources, sucrose was the most effective. Therefore, a liquid medium composed of
sucrose and pea bran, inoculated with a liquid pre-culture, is recommended for optimal blastospore

production of this biocontrol agent.
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1. INTRODUGAO

O controle biolégico de pragas agricolas € uma estratégia promissora no contexto da
agricultura sustentavel, pois oferece alternativas menos impactantes ao ambiente em comparagéo
aos defensivos quimicos tradicionais. Dentre os agentes biolégicos, os fungos entomopatogénicos
vém ganhando destaque por sua eficacia na infecgao de insetos hospedeiros, apresentando ciclo de
vida adaptado a colonizag&o do corpo dos artrépodes, levando a sua morte (Inglis et al., 2002; Shah;
Pell, 2003). Beauveria caledonica, pertencente a familia Clavicipitaceae, é um desses
microrganismos com reconhecido potencial como bioinseticida, tendo sido isolado em diversas
regioes e estudado por sua atividade patogénica contra insetos (Reay et al., 2008; Mascarin et al.,
2022; Ding et al., 2025).

Além dos propagulos infectivos, esse fungo é capaz de sintetizar metabdlitos secundarios com
acao entomotoxica, destacando-se a oosporina, substancia cuja atividade téxica foi demonstrada em
diversos estudos e que contribui para sua patogenicidade e eficacia como agente de controle
bioldgico (Vey et al., 2001; Zimmermann, 2007). No entanto, sua produc¢ao em larga escala requer
meétodos otimizados que garantam alta esporulagdo, viabilidade dos propagulos e baixo custo de

cultivo.

A produgao de bioagentes fungicos pode ser realizada por fermentagéo em estado solido (FES)
ou fermentacgao liquida submersa (FLS), sendo esta ultima mais apropriada para escalas industriais

por permitir maior controle dos parametros fisico-quimicos e facilidade no manuseio dos cultivos
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(Jackson et al.,, 2010). A escolha adequada dos componentes do meio de cultivo € um fator
determinante para o sucesso da fermentagido. Substratos ricos em nutrientes como fontes de
carbono e nitrogénio devem ser avaliados quanto a sua capacidade de promover crescimento

micelial vigoroso e elevada produgao de blastosporos viaveis (Mascarin; Jaronski, 2016).

Neste contexto, este trabalho investigou, de forma sequencial e criteriosa, as melhores
condicbes nutricionais para a producdo de B. caledonica via fermentacido liquida submersa,
contribuindo para sua aplicagcdo como agente de biocontrole e proporcionando um método mais
eficiente (rapido), robusto e de alto rendimento em relagdo ao método tradicional de producao de
conidios aéreos por fermentacdo em estado sélido. Importante ainda ressaltar que esse trabalho é
pioneiro em propor um metodo de cultivo submerso para B. caledonica, visto que € uma espécie
fungica pouquissimo estudada no mundo em comparagdo a outros fungos como Metarhizium

anisopliae e B. bassiana.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo do inéculo para pré-cultura

Para o preparo da pré-cultura liquida a base de batata-dextrose (BD) foram utilizados trés a
quatro discos de 8 mm (didmetro) a partir de culturas esporuladas de B. caledonica CMAA 1810
crescidas em BDA (batata-dextrose-agar) em condi¢des controladas de temperatura (25 + 2 °C) e
fotoperiodo (12:12, L:E). A pré-cultura inoculada permaneceu sob agitacdo em Shaker (28 °C e 250
rpm) por trés dias, atingindo concentragéo entre 2,0 x 10% e 5,0 x 108 blastosporos/mL. Essa foi a

pré-cultura padrao utilizada em todos os ensaios de selegéo de fontes de carbono e nitrogénio.

2.2 Avaliagao de fontes de nitrogénio

Com o objetivo de avaliar a fonte de nitrogénio mais adequada para a produgdo de
blastosporos de B. caledonica em fermentagao liquida submersa, foram testados seis tratamentos:
controle BD (Potato Dextrose Broth), caseina, farelo de gluten de milho, farelo de soja, farelo de
algodao e farelo de ervilha. A composigao detalhada dos meios utilizados encontra-se na Tabela 1.

A partir das pré-culturas obtidas como descreve o item 2.1, foi utilizado 5 mL da suspensao
(5%107 blastosporos/mL) para inocular os meios contendo as diferentes fontes de nitrogénio.
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Tabela 1. Formulacao de seis meios de cultura com diferentes fontes de nitrogénio.

Ingredientes 1 2 3 4 5 6
Relacao C:N 20:1 20:1 20:1 20:1 20:1 20:1
Carbono Total (g/L) 70,56 70,56 70,56 70,56 70,56 70,56
Controle BD (g) 1,35

Caseina (g) 1,5

Farinha de gluten de 1,1

milho (g)

Farelo de soja (g) 1,5

Farelo de algodao (g) 1,25

Farelo de ervilha (g) 1,25
Pré-cultura (mL) 5,0 50 5,0 50 5,0 50
Glicose 35% (mL) 20,0 19,4 20,4 19,4 20,0 20,0
Meio basal (mL) 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
Agua residual (mL) 0,6 0,6

Total (mL) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Os frascos foram incubados a 25 °C sob agitagao continua. Diariamente, aliquotas de 1 mL
foram retiradas de cada cultivo para realizagdo de diluigbes seriadas e posterior contagem de

blastosporos em camara de Neubauer.
2.3 Avaliagao de fontes de carbono

Com o intuito de determinar a fonte de carbono mais eficiente para o cultivo submerso de
Beauveria caledonica, foram testadas seis substancias: dextrose (controle), maltodextrina, maltose,
sacarose, frutose e sorbitol. Todas as formulagdes dos meios foram preparadas com base em uma
concentragao total de carbono de 45,0 g/L e uma razdo C:N padronizada em 20:1. A descrigao
detalhada dos meios encontra-se apresentada na Tabela 2.

O preparo das pré-culturas foi realizado conforme descrito na Secédo 2.2. Cada frasco
experimental foi inoculado com 5 mL da suspensdo padronizada a 5x107 blastosporos/mL. As

culturas foram incubadas a 28 °C sob agitagao constante em incubadora shaker.
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Tabela 2. Formulagao de seis meios de cultura com diferentes fontes de carbono.

Ingredientes 1 2 3 4 5 6
Relagao C:N 20:1 20:1 20:1 20:1 20:1 20:1
Carbono Total (g/L) 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 45,5
Dextrose (mL) 12,8

Maltodextrina (mL) 11,6

Sacarose (mL) 12,5

Maltose (mL) 11,6

Frutose (mL) 13,1

Sorbitol (mL) 12,1
Pré-cultura (mL) 50 50 50 50 5,0 50
Farelo de ervilha (g) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Meio basal (mL) 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
Agua residual (mL) 7,16 8,3 7,5 8,3 7,5 7.8
Total (mL) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

2.4 Analise dos dados

Os dados referentes a concentragao de blastosporos/mL foram ajustados ao modelo linear
misto com distribuicdo normal para fontes de nitrogénio, enquanto os dados para as fontes de
carbono foram ajustados ao modelo linear generalizado com distribuigdo quasi-poisson, sendo os
efeitos fixos atribuidos as fontes de carbono ou nitrogénio, tempo de cultivo e a interagao desses
dois fatores. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey HSD a 5% de significancia. As

andlises estatisticas foram realizadas no ambiente R verséo 4.3.3 (2024).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo das fontes de nitrogénio, houve efeito significativo das fontes de nitrogénio na
producao de blastosporos (F=28,4, gl = 5, 20, p < 0.0001), e a concentragdo de blastosporos
aumentou com a progressao do tempo de cultivo em todas as fontes de nitrogénio testadas
(F=202.58, gl = 3, 202, p < 0.0001) (Figura 1). Logo, observou-se que todos os farelos vegetais
(glaten de milho, soja, algodao e ervilha) foram significativamente superiores em termos de producao

de blastosporos em comparacgao as fontes de batata-dextrose e caseina.

Adicionalmente, destaca-se a capacidade de B. caledonica em produzir metabdlitos secundarios de
reconhecida atividade entomotdxica, como a oosporina. Estudos prévios com outras espécies do
género Beauveria demonstraram que a sintese de oosporina esta diretamente relacionada as
condicbes nutricionais do meio de cultivo, principalmente as fontes de carbono e nitrogénio

disponiveis (Vey et al., 2001; Zimmermann, 2007).
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Figura 1. Produtividade de Beauveria caledonica em diferentes fontes de nitrogénio. Médias seguidas de
erro-padrao sdo apresentadas no grafico e seguidas por letras distintas dentro de cada intervalo de tempo, as
quais indicam diferencga estatistica (Tukey, p<0,05).

Os dados referentes a concentracao de blastosporos/mL foram ajustados ao modelo linear
misto com distribuicdo normal para fontes de nitrogénio, enquanto os dados para as fontes de
carbono foram ajustados ao modelo linear generalizado com distribuicado quasi-poisson, sendo os
efeitos fixos atribuidos as fontes de carbono ou nitrogénio, tempo de cultivo e a interacdo desses
dois fatores. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey HSD a 5% de significancia. As

andlises estatisticas foram realizadas no ambiente R verséo 4.3.3 (2024).
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No presente trabalho, observou-se maior producdo de oosporina quando Beauveria
caledonica foi cultivado em meio BD (Potato Dextrose Broth), particularmente em condi¢des de alta
densidade de indculo. Essa alta densidade refere-se ao uso de uma quantidade de biomassa
superior a usualmente empregada para pré-cultivos — enquanto protocolos padrao utilizam cerca de
trés discos miceliais de 0,8 mm de didmetro, neste estudo foi utilizado o dobro ou mais dessa
quantidade. Essa estratégia resultou em maior producgéao visivel de pigmento (Figura 2), indicando
que o acumulo de biomassa inicial pode atuar como gatilho para a sintese de metabdlitos
secundarios, como a oosporina. Essa inducdo metabdlica em resposta ao aumento da densidade
celular e a competicao por nutrientes ja foi relatada em estudos com fungos filamentosos, incluindo

espécies entomopatogénicas (Vey et al., 2001).

Figura 2. Cultivo de Beauveria caledonica com produgédo de oosporina (frasco da esquerda) e sem

produgao de oosporina (frasco da direita) dependente da concentragao de indculo inicial.

Com relagao as fontes de carbono, houve efeito significativo das fontes de carbono na
producao de blastosporos por B. caledonica na presenca de farelo de ervilha como a fonte de
nitrogénio comum a todos os tratamentos (F=3,16, gl = 5, 183, p = 0.009), sendo que a Unica
diferenga observada foi com a sacarose em comparag¢ao a maltodextrina e ao sorbitol no intervalo
de 3 dias de cultivo. A concentracédo de blastosporos aumentou ao longo do tempo de cultivo em
todos os tratamentos (F=99,06, gl = 3, 188, p < 0.0001). Logo, a sacarose ¢é particularmente eficiente
em estimular o crescimento e a multiplicagdo de B. caledonica (Figura 3). Essa eficiéncia pode estar
relacionada a rapida assimilacdo da sacarose pelo fungo e a geracao de metabdlitos secundarios
associados a produgao de oosporina. Assim, a combinacgao entre arroz para obtengdo de indculo,

farelo de ervilha como fonte nitrogenada e sacarose como fonte de carbono revela-se altamente
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eficaz para sistemas de produgdo em larga escala. O proximo passo é validar esse bioprocesso em

biorreator de bancada na Embrapa Meio Ambiente.
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Figura 3. Produtividade de Beauveria caledonica em diferentes fontes de carbono. Médias seguidas
de erro-padréo s&o apresentadas no grafico e seguidas por letras distintas dentro de cada intervalo de

tempo indicam diferenca estatistica (Tukey, p<0,05).

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o farelo de ervilha foi a fonte de nitrogénio
que promoveu o maior rendimento de blastosporos sob cultivo submerso em frascos agitados,
apresentando-se como uma alternativa eficiente e acessivel em funcao da sua disponibilidade no
mercado. A sacarose, por sua vez, demonstrou ser a fonte de carbono mais adequada, resultando
em elevadas concentracbes de blastosporos, além de ser de baixo custo e facil disponibilidade no
mercado. A integracdo dessas fontes nutricionais complexas na formulagdo do meio de cultivo
representa um avancgo significativo para a produgao de B. caledonica, viabilizando a fermentagéo
liquida submersa como alternativa a fermentagéao sélida para produgéo desse fungo, o qual é ainda
pouco explorado no Brasil visando ao controle bioldgico de coledpteros.
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