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RESUMO. Metarhizium anisopliae é o fungo entomopatogênico melhor caracterizado, sendo 
usado no controle de grande número de insetos-praga, como carrapatos, cigarrinha da cana-
de-açúcar e das pastagens. O presente trabalho objetivou analisar seu desenvolvimento 
vegetativo e esporulação em resposta à composição nutricional do meio de cultura. Para 
análise do ciclo vegetativo, foram medidos os diâmetros de colônias de cada linhagem em 
meio completo, meio Saboraud e meio batata-dextrose-agar (PDA) após 15 dias a 28oC. 
Para avaliação da esporulação, recortes dessas colônias foram transferidos para 0,01% Tween 
80 e os esporos foram contados em hematímetro. O crescimento vegetativo foi maior em 
meio Saboraud e, para a esporulação, três linhagens responderam melhor ao meio completo 
e três ao PDA. Os presentes resultados indicam que os fatores ambientais interferem de 
forma particular em cada fase do ciclo de Metarhizium, o que justifica maiores estudos sobre 
os mecanismos genéticos e ambientais que controlam o seu desenvolvimento. 
Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, desenvolvimento vegetativo, esporulação, nutrição. 

ABSTRACT. Analysis of nutritional medium composition on development of the 
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae. Metarhizium anisopliae is the better 
characterized entomopathogenic fungus. This mold attacks many insects that represent 
plagues of agriculture. The objective of this work was to analyse its vegetative development 
and sporulation in different medium composition. The vegetative growth was analysed by 
average of colony diameter of each strain in 15 days growth at 28oC in complete medium, 
Saboraud medium and potato-dextrose-agar (PDA). A fragment of each colony was 
transferred to 0,01% Tween 80 and counted in hemocitometer, to sporulation evaluation. 
The vegetative growth was better in Saboraud medium. The sporulation was higher in 
complete medium for three strains and another three responded better to PDA. These 
results have indicated that the environmental factors interfere, in a particular manner, in 
each moment of Metarhizium cycle. This study justifies more researches about genetic and 
environmental mechanisms that control development of this fungus. 
Key words: Metarhizium anisopliae, vegetative development, sporulation, nutritional factors. 

Introdução 

Os defensivos agrícolas vêm sendo empregados 
em escala crescente ano a ano. Embora apresentem 
alta e rápida eficiência, trazem consigo dois graves 
aspectos a serem considerados: o custo e o impacto 
ambiental. Nesse contexto, o controle biológico 
mostra-se como uma alternativa relevante e viável 
(Alves, 1998). 

Metarhizium anisopliae é o fungo 
entomopatogênico melhor caracterizado, sendo por 
esse motivo utilizado no controle de grande número 
de insetos-praga, entre os quais, a cigarrinha da cana-

de-açúcar, a cigarrinha das pastagens e os carrapatos 
(Luna, 1985; Thomas et al., 1995; 1999; 2000; Kaaya 
et al., 1996; Zhioua et al., 1997, Frazzon et al., 2000; 
Athayde et al., 2001; Gimenez-Pecci et al., 2002). 

Esse microrganismo é um fungo filamentoso, 
deuteromiceto pertencente à ordem Moniliales, 
família Moniliaceae (Tulloch, 1976; Rombach et al., 
1987).  

Metarhizium apresenta crescimento e esporulação 
ótimos em temperaturas entre 20oC e 30oC 
(Vilacorta, 1978). Segundo Alves e Nogueira (1984), 
em temperaturas abaixo de 16 oC e acima de 36oC a 
germinação dos conídios é nula, havendo perda de 
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viabilidade após exposição a 40oC por 24 horas. 
Ferron (1978) mostrou que em temperaturas 
inferiores há um retardo no desenvolvimento, um 
aumento na formação de micélio e na redução na 
formação de conídios. 

As características morfológicas e fisiológicas 
desse fungo apresentam grande variação em 
diferentes meios de cultura. Em alguns casos, ocorre 
alteração na coloração dos conídios em resposta à 
composição do meio (Luna, 1985; Pamphile, 1992). 
É tolerante a uma faixa de pH de 2,0 a 8,5, sendo 6,9 
a melhor condição para o crescimento vegetativo e 
esporulação (Pamphile, 1992). Com relação à 
composição nutricional, é um microrganismo pouco 
exigente, desenvolvendo-se em diversos meios de 
cultura, utilizando como fonte de carbono: amido, 
glicose, glicerina, levulose, maltose, sacarose e 
quitina (Lihnell, 1944; Huber, 1958). Também 
apresenta um ótimo desenvolvimento em meio 
mínimo e meio completo de Pontecorvo et al. (1953) 
para Aspergillus nidulans (Messias, 1979). 

Para a produção desse fungo com a finalidade de 
utilização em controle biológico no campo, além da 
virulência, que é um dos alvos nos projetos de 
melhoramento genético, outros traços são 
imprescindíveis, como a resistência a altas 
temperaturas, baixa umidade e grande incidência de 
luz ultravioleta, condições comuns no campo, 
principalmente em países tropicais como o Brasil 
(Luna, 1985; Thomas e Jenkins, 1997; Milner, 2000). 

O crescimento vegetativo que precede e 
acompanha a etapa de esporulação é uma fase de 
extrema importância, tanto no laboratório, nos 
procedimentos de produção dos inóculos, quanto no 
campo, na capacidade invasiva do inseto. A produção 
de conídios, da mesma forma, é indispensável, pois 
sem os esporos não há inóculo e, no campo, o ciclo 
secundário, ou seja, a produção de conídios após a 
infecção do inseto garante a manutenção do controle 
no campo (Luna, 1985). Ambas as fases de 
desenvolvimento dependem de uma cascata de 
eventos coordenados temporal e espacialmente por 
um complexo sistema de regulação da expressão 
gênica, bastante estudado em outros fungos 
filamentosos como Aspergillus nidulans (Timberlake e 
Clutterbuck, 1994; Rocha, 1997). 

Embora o controle seja genético, o 
desenvolvimento responde drasticamente a fatores 
ambientais como luz, temperatura, nutrientes, pH e 
umidade (Millstein et al., 1983; Glare et al., 1986; 
Smitley et al., 1986; Hajek et al., 1990; Oduor et al., 
1996; Milner et al., 1997; James et al., 1998; Luz e 
Fargues, 1998; Milner, 2000). 

O objetivo do presente trabalho foi analisar o 
desenvolvimento vegetativo e a esporulação de M. 
anisopliae em resposta à composição nutricional do 
meio de cultura. 

Material e métodos 

Linhagens 
As linhagens MT6, MT11 e MT14 foram obtidas 

por tratamento da linhagem MT selvagem, 
originária de Mato Grosso, com luz ultravioleta 
(Pamphile, 1992). Da mesma forma, AL paba pro é 
um mutante obtido por Kava-Cordeiro et al. (1995) a 
partir da linhagem AL selvagem, coletada em 
Alagoas. O diplóide foi obtido também por 
Pamphile (1992) pelo cruzamento entre as linhagens 
MT6 e MT14 e a linhagem 25P é um segregante 
parameiótico espontâneo desse diplóide. Todas as 
linhagens foram cedidas pelo Dr. Pamphile. 

De acordo com a nomenclatura usual, os genótipos 
e fenótipos dessas linhagens são os seguintes: 

MT - selvagem 
MT6 - ylo met lis - com conídios amarelos e 

requerimentos para metionina e lisina, 
respectivamente 

MT11 - nic lis - com requerimento para ácido 
nicotínico e lisina 

MT14 - nic tia - com requerimento para ácido 
nicotínico e tiamina 

AL paba pro - com requerimento para ácido p-
aminobenzóico e prolina 

Diplóide - ylo+/ylo- met+/met- lis+/lis- nic+/nic- 
tia+/tia- - selvagem com conídios verdes heterozigoto 
para cor de conídios e para os requerimentos 
metionina, lisina, ácido nicotínico e tiamina. 

25P - ylo met tia- com conídos amarelos e 
requerimentos para metionina e tiamina. 
 
Meios de cultura 

O meio mínimo (MM) e o meio completo (MC) 
foram elaborados como o descrito por Pontecorvo et 
al. (1953) e modificado por Rocha (1997). O meio 
Saboraud (MS) e o meio de batata-dextrose-agar 
(PDA) foram preparados com pH 6,8. 

Análise do ciclo vegetativo 
As linhagens foram inoculadas por picada no 

centro de placas contendo cada um dos meios, em 
triplicata. Após 15 dias de incubação a 28oC, foi 
realizada a medição de diâmetro das colônias e 
calculada a média das 3 avaliações de cada linhagem 
em cada meio de cultura. 
 
Análise da esporulação 

De cada colônia preparada conforme o item 
anterior, foi recortado um quadrado de 1cm2. Esse 
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pedaço da colônia foi cuidadosamente transferido 
para um tubo de ensaio contendo 1mL de solução 
0,01% Tween 80 e agitado vigorosamente. Uma 
alíquota foi transferida para uma câmara 
hematimétrica e os esporos foram contados ao 
microscópio óptico.  

Resultados e discussão 

A Tabela 1 apresenta uma estimativa do 
crescimento vegetativo das colônias das diferentes 
linhagens em resposta a diferentes composições 
nutricionais. O meio mais rico é o meio completo 
MC, pois além da fonte de carbono e sais, é 
suplementado com vitaminas, extrato de levedura, 
peptona e aminoácidos. O meio batata-dextrose-agar 
(PDA) é o mais pobre, mas, além da maior 
concentração de dextrose do MC (2%), este tem 
razoável concentração de amido. O meio Saboraud 
(MS) possui, além de peptona, 4% de sacarose. 
Como se pode observar, o desenvolvimento 
vegetativo foi melhor no MS, em todas as linhagens. 
Esses resultados são surpreendentes se analisados 
sob o ponto de vista dos suplementos. Na maioria 
absoluta dos fungos, o crecimento é melhor na 
proporção do enriquecimento do meio de cultura. 
No entanto, se analisar a concentração de fonte de 
carbono, pode-se justificar a resposta de 
desenvolvimento vegetativo do fungo. De fato, em 
outros organismos essa relação já foi relatada 
(Clutterbuck, 1974; Rocha, 1997). 

Tabela 1. Avaliação do crescimento vegetativo de Metarhizium 
anisopliae em resposta a diferentes meios pelo diâmetro das 
colônias crescidas por 15 dias a 28°C. Os valores representam a 
média das medidas do diâmetro de 3 colônias para cada condição 

Linhagem MC MS PDA 

MT6 5,2 BCb 6,6 ABCa 3,4 Bc 
MT11 6,7 Aa 7,5 Aba 6,4 Aa 
MT14 6,1 Abb 7,6 Aba 7,1 Aab 
AL paba pro 5,7 Aba 6,2 Bca 6,0 Aa 
MT selvagem 6,3 Abb 8,0 Aa 7,4 Aa 
Diplóide 6,0 Aba 6,5 Bca 6,2 Aa 
25P 4,4 Ca 5,2 Ca 4,5 Ba 

 MC: Meio Completo; CV: 4.698;  MS: Meio Saboraud; PDA: Batata-dextose-agar; 
Médias seguidas de mesma letra maiúscula, na coluna, não diferem entre si, ao nível de 
5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. Médias seguidas de mesma letra minúscula, 
na linha, não diferem entre si, ao nível de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey 

A Tabela 2 apresenta a concentração de esporos 
por cm2 em cada condição. Os resultados foram o 
inverso dos apresentados na Tabela 1, ou seja, apenas 
1 linhagem esporulou melhor em MS. Esses 
resultados apontam novamente para a fonte de 
carbono, pois Clutterbuck (1974) e Rocha (1997) 
apresentam, em Aspergillus nidulans, resultados na 
mesma direção. Nesses trabalhos, há diferença na 
esporulação mesmo entre 1% e 2% de dextrose. 

Tabela 2. Avaliação da esporulação de Metarhizium anisopliae em 
resposta a diferentes meios de cultura pelo número de conídios 
por cm2 das colônias crescidas por 15 dias a 28°C. Os valores 
representam a média de 3 colônias para cada condição 

 Número de conídios (x 105)/cm2 

Linhagens MC MS BDA 
MT6 14,6 Ea 8,8 Eb 9,8 Eb 
MT11 56 Db 30 Cc 218 Ca 
MT14 280 Ab 265 A 346Aa 
AL paba pro 180 Ca 100 Bc 108 Db 
MT selvagem 256 Bc 260 Ab 275 Ba 
Diplóide 10,2 Fb 14,0 Da 11,0 Eb 
25P 57,2 Da 1,0 Fb 1,6 Fb 

MC: Meio Completo; CV: 34.260; MS: Meio Saboraud; PDA: Batata-dextose-agar; 
Médias seguidas de mesma letra maiúscula, na coluna, não diferem entre si, ao nível de 
5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. Médias seguidas de mesma letra minúscula, 
na linha, não diferem entre si, ao nível de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey 

Diante desses resultados, fica claro que para a 
produção do fungo para inóculo, o meio que 
favorece a maior produção micelial seria o MS que, 
no entanto, não é a melhor condição para a 
esporulação. Estes dados evidenciam o delicado 
processo de interação entre os ciclos vegetativo e de 
esporulação, mostrando que em algumas situações o 
melhor é optar por uma condição intermediária, 
como seria o meio PDA, que não oferece o maior 
crescimento vegetativo (nem o menor), mas, em 
compensação, resulta em grande quantidade de 
esporos.  

O presente trabalho indica a necessidade de 
analisar de forma mais profunda essas interações 
entre ciclos de desenvolvimento, como a questão: 
será que a escolha das melhores combinações 
nutricionais para obtenção de maior quantidade de 
esporos não poderia estar interferindo na viabilidade 
desses esporos em condições de campo? Uma 
germinação mais lenta, por exemplo, poderia 
aniquilar todo o esforço empreendido no 
melhoramento da virulência de uma linhagem 
(capacidade de adesão, desenvolvimento do 
apressório, etc). Considerando que a genética do 
desenvolvimento do M. anisopliae está apenas 
começando, há, sem dúvida, muitas outras questões 
a responder para que os problemas de aplicação 
sejam equacionados. 
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