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“As convicgOes sdo inimigas mais perigosas da verdade do que
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Resumo

Com intuito de contribuir com mais informacdes sobre a compatibilidade dos adjuvantes aos
agentes microbioldgicos de controle de pragas, o presente trabalho analisou associagdes entre
o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana e os seguintes adjuvantes a 1% de concentracao:
6leo de gergelim, 6leo mineral ASSIST® e 6leo vegetal industrializado VEGET’OIL®. O
Tween 80® foi utilizado como tratamento de controle. Conidios aéreos do fungo foram
utilizados como fonte de indculo para todos os tratamentos. Para avaliar a compatibilidade dos
adjuvantes com o Beauveria foram realizados testes de germinacao, viabilidade e crescimento
vegetativo do entomopatégeno quando em associacdo ou ndo com os adjuvantes. Os
experimentos foram dispostos em blocos inteiramente casualizados com quatro tratamentos
(adjuvantes mais testemunha) e cinco repeticdbes. Em todos os tratamentos ocorreu
desenvolvimento do microrganismo, contudo, o 6leo mineral ASSIST® foi superior aos demais
tratamentos, diferindo significativamente dos demais quanto ao desenvolvimento das hifas
vegetativas e producdo conidial, demonstrando maior compatibilidade com o agente fangico.
Em contrapartida, o tratamento com Tween 80® apresentou valores significativamente menores
gue os demais, demonstrando compatibilidade entre os adjuvantes e o B. bassiana, que em
condigdes de laboratorio favoreceram o desenvolvimento do fungo.

PALAVRAS - CHAVE: Controle bioldgico, Bioinseticida, Surfactantes.
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1 INTRODUCAO

O uso de compostos quimicos sintéticos tem sido, ha muitos anos, o principal meio de
controle de pragas. Apesar de sua significativa contribuicdo para a producédo agricola, o uso
intensivo e indiscriminado desses produtos favorece o surgimento de pragas secundarias, assim
como a selecdo de insetos resistentes a esses produtos, além disso, alguns séo altamente toxicos,
sendo prejudiciais ao ambiente e a salde humana (MARQUES et al., 2004).

A necessidade de se formular um microrganismo entomopatogénico surge quando se
deseja utiliza-lo em campo, como um bioinseticida, da mesma maneira que se usa um
organossintético. Assim, formular um entomopatégeno é acrescentar a ele determinados
compostos que melhoram seu desempenho no campo, facilitam o manuseio e a aplicacéo e,
principalmente permitem o armazenamento sob condi¢es nas quais se minimiza o custo, com
a perda minima das qualidades do produto (BATISTA FILHO et al., 1998).

Diversas alternativas potenciais tém sido analisadas nos Gltimos anos, apresentando
controle eficiente no controle de pragas. Dentre estas, destaca-se 0 uso de fungos como
Beauveria bassiana, algumas bactérias do género Bacillus, e determinadas espécies de virus
(MASCARIN et al., 2018).

Por serem muito nimeros 0s insetos sdo as principais causas para 0 aumento das
aplicacdes quimicas em campo. Suas estratégias de vida permitem que possam se adaptar e se
desenvolver em diferentes ambientes. Alguns insetos sdo benéficos a espécie humana e outros
podem causar danos, seja como vetores de doencas, seja como pragas na agricultura
(AZEVEDO, 1998).

Os fungos entomopatogénicos tém como hospedeiros primarios os afideos, moscas-
brancas, gafanhotos, moscas, besouros, lagartas, tripes e acaros. Possuem largo espectro de
acao, capazes de colonizar diversas espécies de insetos e acaros e de causar, com frequéncia,
epizootias em condigdes naturais (ALVES et al., 2008).

Os mecanismos de acdo dos fungos invadem os insetos por diversas vias,
principalmente por meio da cuticula ou pele (tegumento). Uma vez dentro dos insetos,
multiplicam se rapidamente por todo o corpo. A morte é causada pela destruicdo dos tecidos e,
ocasionalmente, pelas toxinas produzidas pelos fungos. Frequentemente emergem do corpo dos
insetos, produzem esporos que, quando espalhados pelo vento, chuva ou contato com outros

insetos, podem causar uma epidemia entre os insetos. Os infectados param de se alimentar e



tomam-se mais lentos. Estes morrem relativamente rapido, as vezes em uma posicao ereta, mas
ainda presos na folha ou no ramo (VALICENTE, 2009).

Fundamentalmente, o objetivo da utilizag&o de adjuvantes tem permanecido o mesmo.
Alguns fabricantes de agrotoxicos incluem em suas etiquetas de recomendag6es de uso, a adigdo
de adjuvantes com o objetivo de aumentar a atividade bioldgica do ingrediente ativo, controlar
potenciais riscos de deriva, melhorar a seguranca da aplicacdo, diminuir a exposicdo do
trabalhador ou a contaminacdo do ambiente, melhorar economicamente a aplicacdo, dando
maior eficiéncia aos tratamentos iniciais e diminuir os tratamentos sequenciais ou permitir
menor quantidade do ingrediente ativo na futura aplicacdo (UNDERWOQOD, 2000). Contudo,
para obtencdo de maiores e melhores producbes e para prote¢do contra pragas, ainda é
indiscutivel a necessidade do uso de pesticidas (PEIXOTO, 1996).

Com intuito de contribuir com maiores informagdes sobre efeitos de agroguimicos
sobre o desenvolvimento de agentes de controle bioldgico, o presente estudo avaliou a
compatibilidade de diferentes adjuvantes com o fungo Beaveria bassiana em condi¢des de

laboratorio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico do controle de insetos pragas utilizando microrganismos

O homem convive com a competicdo de pragas e doencas, que dizimam parcela de
producdo de graos, fibras, frutos, raizes, folhas e outros produtos agricolas, desde que migrou
do extrativismo, caca e pesca para a agricultura intensiva. A simplificacdo do ecossistema
constitui a raiz dos problemas fitossanitarios enfrentados pelos agricultores. O aumento da
densidade populacional de um hospedeiro € seguido pelo crescimento populacional de seus
predadores, até o final da cadeia alimentar. Ocorre que, na agricultura o nivel trofico mais baixo
é 0 proprio produto da exploragdo agricola, e a exposicéo aos seus predadores primarios pode
inviabilizar o processo de cultivo (GAZZONI, 1994).

O controle bioldgico de insetos ndo é uma técnica recente. Desde o século 11l a.C.,
formigas predadoras eram utilizadas pelos chineses para controlar pragas em plantas citricas, e
na Ardbia medieval os agricultores transportavam coldnias dessas mesmas formigas para
controle de formigas fitéfagas em palmaceas (CARVALHO, 2006).

As pesquisas com fungos entomopatogénicos no Brasil iniciaram em 1923, quando
foram identificadas duas espécies de cigarrinhas infectadas pelo fungo Metarhizium anisopliae.
O fungo foi utilizado para combater a Cigarrinha das Raizes (Tomaspis liturata), no primeiro
trabalho de pulverizacdo realizado no pais (ALVES; FARIA, 2003). Na década de 40, os fungos
entomopatogénicos voltaram a ser objeto de estudo em Sergipe, na busca pelo controle de
cigarrinhas na cana-de-agucar, Mahanarva fimbriolata (DALZOTO; UHRY, 2009).

Os estudos relacionados a microrganismos capazes de controlar pragas em campo
acontecem atualmente em parcerias entre instituicdes publicas e privadas, onde estes agentes
bioldgicos sdo produzidos em maior escala, e eficiéncia testada para posterior distribui¢do no
mercado (FARIA; MAGALHAES, 2001).

2.2 Utilizacéo de fungos entomopatogénicos no controle biologico de pragas agricolas
2.2.1 Consideracg0es gerais
O controle bioldgico de pragas utilizando entomopatogenos pode ser definido como o

uso de fungos, virus, bactérias, nematdides e protozoarios no controle de pragas. Varios fungos

sdo usados em programas de controle biolégico como Metarhizium anisopliae, Beaveria
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bassiana, Noumurae riley, Verticilium lecanii. Dentre os baculovirus destacam-se 0s
nucleopoliedrovirus (VPN) e granulovirus (VG). Entre as bactérias entomopatogénicas podem-
se citar Bacillus Thuringienses, Bacillus sphaericus, entre outras. Ndo ha relatos no Brasil de
protozoarios em grande escala. Varios programas fazem uso de alguns entomopatogenos, mas
0 percentual ainda é pequeno perto do potencial de controle promovido por estes agentes
(VALICENTE, 2009).

Insetos sdo causadores de grandes prejuizos na agricultura, sendo controlados
principalmente por defensivos quimicos. A grande expansdo da agricultura elevou a utilizacéo
de agrotoxicos, afim de proteger as culturas contra pragas e obter altos niveis de produtividade.
A cooperacéo entre universidades e empresas sugere a relevancia dessa forma de controle. As
razGes da importancia estdo em que o controle biolégico causa poucos danos ambientais e €
uma alternativa ao controle quimico. Os agentes sdo menos poluentes, tém maior dificuldade
para causar o surgimento de insetos resistentes aos bioinseticidas e ainda preservam os inimigos
naturais (KOPPERT, 2019).

A aplicacdo frequente de agrotoxicos feita de maneira indiscriminada resulta em
diversos efeitos negativos para a saide do ambiente e dos seres vivos ali presentes, além do
prejuizo econdmico. Os agrotoxicos podem contaminar reservatorios de agua, rios, recursos
hidricos e bacias fluviais, podendo interferir nos organismos vivos terrestres e aquéticos
(LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

Em 1962, a ambientalista e Dra. Rachel Carson publicou o livro “Primavera
Silenciosa” (Silent Spring), alertando sobre as consequéncias do uso indiscriminado de tais
produtos, como danos aos seres humanos, outros animais e ao meio ambiente (CARVALHO,
2006).

A utilizacdo de defensivos quimicos pode causar problemas como: a contaminagéo de
aguas superficiais e subterraneas, a presenca de residuos nos vegetais utilizados na alimentacéo
humana, a ocorréncia de insetos resistentes, a eliminacdo de insetos benéficos e ainda,
intoxicacfes tanto em humanos quanto em outros animais, sendo que a grande maioria do
agrotoxicos sdo substancias que podem levar os seres humanos a uma intoxicagédo grave, com
danos ao sistema nervoso e até a morte (ALVES; BATISTA FILHO, 1998).

Os entomopat6genos estdo naturalmente no ambiente e possuem a capacidade matar
insetos de maneira parasitaria. Uma gama de pragas dos mais variados cultivos, podem ser
contaminadas por estes organismos, apresentando ser alternativa interessante no controle de

pragas agricolas, de maneira natural sem gerar residuos quimicos, alteragdes bioldgicas no
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ambiente ou aumento expressivo de custos. A possibilidade de serem obtidos produtos
adequados depende das préprias caracteristicas do microrganismo e sua relagdo com o0s
adjuvantes e o ambiente (ALVES; BATISTA, 1998).

Atualmente o uso agentes microbioldgicos € de extrema importancia dentro dos
programas de manejo integrado de pragas, capazes de reduzir a introducdo de moléculas
sintéticas no ambiente natural. Embora sejam eficientes no controle de pragas sem nenhuma
alteracdo artificial, ndo pode se descartar o aparecimento de insetos resistentes no sistema
(ALVES et al., 2008).

2.2.2 Principais entomopatogenos utilizados

Entre os principais microrganismos empregados no controle de pragas agricolas os
fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae séo as espécies mais mencionadas na
literatura e mais promissoras no controle de insetos, ambos importantes patégenos que infectam
uma ampla variedade de insetos praga (ZIMMERMANN, 1986).

Os fungos entomopatogénicos podem ser dispersos pelo vento e pela chuva. Casos de
hospedeiros vivos infectados que migram e morrem em outro local também pode acontecer.
B.bassiana pode viajar longas distancias nos hospedeiros e posteriormente fazer outras
infeccdes se estabelecendo bem longe do local de origem (MEYLING; EILENBERG, 2007).

No Brasil, B. bassiana pode ser utilizado para controle de diversos insetos-praga, como
acaro rajado (Tetranychus urticae), as cochonilhas (Dactylopius coccus), 0s cupins
(Captotermes sp.), 0 moleque da bananeira (Cosmopolites sordidus) a mosca branca (Bemisia
tabaci) e a broca da cana de agUcar (Diatraea saccharalis - SVEDESE et al. 2013). Em 1983,
foram isoladas na cidade de Campinas, SP, cepas de B. bassiana e M.anisopliae, onde, ambos
infectavam o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis). (PEDROSA, 2000).

2.2.3 Beauveria bassiana

Dentre 0s microrganismos inimigos naturais de insetos o fungo entomopatogénico
Beaveria bassiana, destaca-se por possuir maior potencial de uso em culturas agricolas
(TAMAI et al., 2002). Este género possui um ciclo biolégico que permite sua caracterizacdo
como um parasita facultativo. O fungo pode ser encontrado livre no solo, no interior das plantas
como milho (Zea mays), sendo considerado endolitico (PIMENTEL; FERREIRA, 2012). Ao
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infectar insetos de forma parasitaria € considerado um organismo entomopatogénico. Os
conidios iniciam a infeccdo através de enzimas liticas, que sdo capazes penetrar a cuticula,
adentrar por meio de ingestdo ou utilizando os aparelhos respiratorios, possibilitando a
germinagdo no interior do alvo. todas estas as formas citadas promovem a infec¢éo necessaria
para controle em populagdes de insetos-alvo (DALZOTO; UHRY, 2009)

Considerando os aspectos morfoldgicos, Beauveria bassiana ¢ um fungo filamentoso
que apresenta células eucaritticas quitinizadas e crescimento satisfatério em meios de cultura
como batata-dextrose-agar (BDA). As coldnias apresentam coloragdo inicial esbranquicada,
podendo variar até branco-amarelada, no geral de aparéncia lanosa e superficie levemente
almofadada (MASCARIN; PAULLI, 2010). O diametro geral de crescimento a 23°C por 10 dias
varia de 15-32 mm, espessura media de 5 mm e reverso variando de incolor a branco amarelado
(REHNER et al., 2011). Microscopicamente, apresenta hifas septadas, hialinas e de parede lisa,
com tamanho variando de 1-2 mm (MASCARIN; PAULI, 2010). Os conidios encontram-se
aglomerados (cinco ou mais por grupo), com formato ovoéide e base variando de subesférica a
ampuliforme de tamanho médio entre 3 ¢ 6 um (REHNER et al., 2011).

De maneira geral, o processo de desenvolvimento no ambiente se inicia com a adeséo
e germinacdo dos conidios ao tegumento do hospedeiro, no qual envolve producéo de enzimas
e diferenciacdo celular para garantir uma colonizacdo e dispersao eficazes (ALVES et al.,
2008).

... conidios
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Figura 1. Ciclo biolégico de fungos entomopatogénicos. Fonte: MASCARIN; PAULLI, (2010).

Para a identificagdo das espécies em Beaveria s&o utilizadas -caracteristicas
morfol6gicas como a dimensdo dos conidios. Atualmente sdo conhecidas seis espécies deste
género: Beaveria alba, B. amorfa, B. bassiana, B. brongniartii, B. velata e B. vermiconia,

baseados em caracteres morfoldgicos e bioquimicos (LEFEBVRE, 1934).
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Os fungos entomopatogénicos tem como hospedeiros primarios os afideos, moscas
brancas, gafanhotos, moscas, besouros, lagarta, tripés e acaros. Possuem amplo espectro de
acdo, capazes de colonizar diversas espécies de insetos e acaros e de causar com frequéncia,
epizootias em condicOes naturais (ALVES et al., 2008). Esses patdgenos se diferem de outros
grupos por terem a capacidade de infectar todos os estadios de desenvolvimento dos
hospedeiros (ALVES et al., 2008).

Os conidios de B. bassiana sdo capazes de atravessar em qualquer parte a cuticula do
inseto penetrando seus conidios mediante a acdo de enzimas que lizam a parede celular de
contato, podendo também agir pelos estdmatos e sistema digestorio. Logo apos atravessar a
cuticula, desenvolvem-se estruturas germinativas e hifas que vdo aléem do tegumento,
infectando a hemolinfa, e desenvolvendo suas estruturas internamente no inseto. Logo ha uma
grande quantidade de hifas, levando o hospedeiro a morte devido ao esgotamento dos
nutrientes, podendo haver reproducdo do fungo através do cadaver em condicdes
edafoclimaticas favoraveis, emergindo e formando uma massa branca de hifas para liberacédo
dos conidios no ambiente (LEFEBVRE, 1934).

Existe uma gama de inseticidas de base fingica no mercado, entre eles os mais comuns
sdo Boveril e Ballvéria, ambos contém estruturas reprodutivas do fungo Beauveria bassiana
como agente ativo (MASCARIN et al., 2018). O mesmo € utilizado em escala comercial na
producdo de inseticidas biol6gicos em paises como Estados unidos, México e Brasil (FARIA;
MAGALHAES, 2001). No mundo sdo encontrados diversos produtos comerciais para controle

bioldgico contendo esse entomopatdgeno como ingrediente ativo (BUTT; WALDEN, 2000).

2.3 Uso de adjuvantes na agricultura

A historia dos adjuvantes agricolas tem sido relatada desde o inicio dos séculos XVIII
e XIX quando aditivos como, resinas de pinheiro, farinha de trigo, melaco e aclcar foram
utilizados com cal, enxofre, cobre e arseniatos para melhorar a atividade bioldgica por meio das
modificagdes fisicas e quimicas das caldas (GREEN; BEESTMAN, 2007).

Os adjuvantes sdo produtos que adicionados aos agroquimicos aumentam o desempenho
da solucdo. S&o definidos também como materiais adicionados ao tanque de mistura com o
objetivo de modificar a agdo quimica e as propriedades fisicas da calda (STICKER, 1992). O

modo de acdo dos adjuvantes pode ser complexo e, em combinacdo com fungicidas, ndo
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somente pode resultar em melhoria para deposicdo como para o controle de patégenos
(STOCK; BRIGS, 2000).

A aplicacdo de agrotdxicos liquidos é afetada por muitas variaveis, incluindo a
estabilidade do agrotdxico, solubilidade, incompatibilidade, volatilizacdo, formacdo de
espumas, tensdo superficial, viscosidade, densidade, tamanho de gotas, deriva, cobertura,
aderéncia, penetracdo, entre outras. Os adjuvantes sdo o ponto chave para controle destas
variaveis que quando controladas muitos problemas das aplica¢cBes de agrotoxicos serdo
minimizados ou eliminados e melhores serdo os resultados da aplicagdo (HOOK, 2004).

2.3.1 Uso de adjuvantes em caldas de pulverizactes

A alta demanda de agrotdxicos pelos sistemas de producdo agricola aliada ao possivel
uso inadequado desses produtos torna a deriva um dos maiores problemas potenciais da
agricultura atual, ocasionando riscos as satde humana e impactos negativos ao ambiente, além
de aumentar os custos de producédo e reduzir os lucros dos produtores (OLIVEIRA, 2006).

Os adjuvantes sdo capazes de reduzir a tensdo interfacial entre dois liquidos imisciveis,
proporcionando a formacdo de uma emulséo de um liquido em outro, como por exemplo, 6leo
em agua por meio da combinacao de grupos polares com apolares (FLECK, 1993).

Para reduzir os efeitos negativos das aplicacdes e deriva, os adjuvantes podem ser
designados para desempenhar especificas fungdes, incluindo tamponantes, dispersantes,
emulsificantes, molhantes, adesivos e espalhantes. Também podem reduzir a evaporacdo,
espuma, volatilizacdo e deriva. Um simples adjuvante ndo pode desempenhar todas estas
funcbGes, mas diferentes adjuvantes compativeis frequentemente sdo combinados para
desempenhar multiplas funcdes simultaneamente (GREEN; BEESTMAN, 2007).

Estes componentes s&o utilizados para potencializar o efeito do ingrediente ativo e
promover a melhora das caracteristicas do produto formulado, proporcionando entre outas
propriedades o aumento das func¢des fotoprotetora, fagoestimulante e antievaporante (GREEN;
BEESTMAN, 2007).

Os adjuvantes sdo classificados em dois grupos: Adjuvantes ativadores e adjuvantes
Uteis ou com propositos especiais (GREEN; BEESTMAN, 2007). Os ativadores sdo aqueles
gue tém como principal objetivo melhorar diretamente a atividade do agrotéxico principalmente
aumentando a taxa de absorcdo, e, como resultado, maior eficiéncia (PENNER, 2000). Esse
grupo inclui os surfatantes, O0leos vegetais, 6leos de sementes metilados, 6leos minerais,

derivados de silicones e, bem como fertilizantes nitrogenados (OLIVEIRA, 2006).

16



Os denominados Uteis sdo adjuvantes adicionados ao tanque de mistura da pulverizacéo,
atuando como facilitadores e ndo influenciam diretamente na eficiéncia do agrotoxico
(McMULLAN, 2000). Este grupo inclui os agentes compatibilizantes, depositantes,
dispersantes, controladores de deriva ou retardantes, espumantes, condicionadores da agua,
acidificantes, tamponantes, umectantes, protetores de raios ultravioleta e corantes (OLIVEIRA,
2006).

Em casos de incompatibilidade os agrotoxicos podem reagir quimica e fisicamente entre

si e formar uma mistura ndo homogénea (McMULLAN, 2000).

2.3.2 Utilizacdo de agroquimicos em formulacdo com entomopat6genos

A imprescindibilidade da formulacdo de um microrganismo entomopatogénico apoia-
se na utilizacdo do agente fangico como bioinseticida e um produto inerte, podendo ser po,
talco, dleos, e demais substancias. A correta formulagdo de um entomopatégeno promove
resultados mais eficientes no controle de pragas e ainda facilita a homogeneidade da
distribuicdo do microrganismo em campo, fornecendo maior protecdo contra os efeitos da
radiacdo solar e outras intempéries ambientais (BATISTA FILHO et al., 1998).

Ao utilizar entomopatégenos no controle bioldgico de pragas é importante lembrar que
0s agrotoxicos, inseticidas, herbicidas ou mesmo produtos naturais, podem ter efeitos sobre o0s
microrganismos, afetando seu desempenho. Em centros de pesquisa ou mesmo no fornecedor
do produto bioldgico € possivel encontrar informacgdes sobre agrotoxicos compativeis com 0s
bioinseticidas (GRAVENA, 2007).

Existem defensivos quimicos compativeis com fungos entomopatogénicos que, quando
testados em condicgdes de laboratério, demonstraram que a combinacéo de fungos e defensivos
quimicos pode ser uma alternativa para pragas de dificil controle (CAVALCANTI et al., 2002).
Os mesmos autores ressaltam a influéncia dos elementos presentes nos adjuvantes de
colaborarem para o aumento da estabilidade, eficécia e viruléncia dos entomopatogenos.

2.3.3 Formulagéo do fungo Beauveria bassiana com adjuvantes

Além da patogenicidade e viruléncia, outras caracteristicas, como a resisténcia a
condi¢cdes ambientais adversas, crescimento vegetativo, producdo de conidios, capacidade de
disseminacéo e compatibilidade com insumos agropecuarios, sdo desejaveis na selecdo de um
agente de controle microbiano (ALVES, 1998).
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Alguns produtos quando associados aos entomopatdégenos podem melhorar as
caracteristicas do mesmo e, assim, garantir um aumento na instabilidade, eficiéncia e viruléncia
do fungo. Entre os adjuvantes, os mais importantes séo os surfactantes, compostos que facilitam
a dispersédo do ingrediente ativo na calda de pulverizagdo (CINTRA, 2003).

A possibilidade de serem obtidos produtos adequados depende das préprias
caracteristicas do microrganismo e sua relacdo com os adjuvantes e o ambiente de
armazenamento (BATISTA FILHO et al., 1998).

Alguns produtos influenciam de maneira positiva a germinacao do fungo, interferindo
diretamente no metabolismo do microrganismo e aumentando sua agressividade infecciosa,
além de promover aumento na producédo dos conidios, favorecendo sua utilizacao associada ao
fungo no manejo integrado de pragas agricolas, entretanto, determinados adjuvantes podem
apresentar efeito retardante no desenvolvimento do fungo, consequentemente reduzindo sua
capacidade de producéo de conidios (RHODES, 1993).

O efeito adverso de adjuvantes empregados em formulacdes sobre patdgenos de insetos
foi observado quando ensaios de laboratdrio indicaram que varios grupos de emulsificantes
reduziram o tamanho das colonias de Beaveria bassiana e Metarhizium anisopliae e, em alguns
casos, inibiram completamente o crescimento (CINTRA et al., 2001).

Os fungos entomopatogénicos apresentam grande variabilidade genética, assim sendo,
é possivel que alguns isolados de uma mesma espécie sejam sensiveis a determinados
agroquimicos, enquanto outros sejam compativeis com eles (TANZINI et al., 2002).

A atividade de diferentes linhagens do fungo B. bassiana ja foi comprovada em varios
trabalhos. Linhagens como ESALQ-PL63 E ESALQ-447 sdo eficientes em condi¢bes de
laboratdrio e campo (KOPPERT, 2019). O bioinseticida BOVERIL (Assim denominado por ter
como ingrediente ativo conidios do fungo B. bassiana) é um dos trés produtos desenvolvidos
na Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiros (ESALQ — USP), em parceria com a
ITAFORTE Bioprodutos (ROMERO, 2003), empresa adquirida pela atual KOPPERT
biological systems em 2012. As principais culturas agricolas de atuacdo do BOVERIL sao,
morango (Fragaria vesca), cana-de-acucar (Sacharum officinarum), hortaligas, seringueiras
(Hevea brasiliensis) e floricultura (ROMERO, 2003).

Para uso rotineiro nos laboratorios, o repique continuo ¢ a técnica de propagacao mais
utilizada, visto que é considerada de facil manipulacdo e permite uma répida obtengdo do
especime quando necessario (CRECY et al., 2009). Porem, sabe-se que a constante manutencgéo

de fungos entomopatogénicos em meios de cultura pode afetar diretamente seu fenotipo,
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viruléncia e atividade enzimatica (CRECY etal., 2009). Em contrapartida, passagens sucessivas
sobre hospedeiros artropodes podem reinstituir tais caracteristicas consideradas importantes
para o processo de colonizagdo (SONG; FENG, 2011).

O controle bioldgico de pragas utilizando como agente flngico o Beaveria bassiana é
objeto de continuos estudos no Brasil, constituindo uma alternativa ao uso de defensivos
quimicos, mesmo que estes Ultimos ndo possam ser completamente dispensados (DALZOTO;
UHRY, 20009).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em laboratério multidisciplinar, durante o primeiro
semestre de 2019, no Centro Universitario de Goias Uni-ANHANGUERA, Goiéania, GO,
temperatura média anual de 25,2 °C. Nos estudos com B. bassiana foram utilizados os seguintes
tratamentos: Oleo de gergelim, 6leo mineral ASSIST®, 6leo vegetal Veget’Oil®, ¢ Tween 80
(1%) como tratamento de controle.

Para esterilizacdo do meio de cultura, &gua e placas de petri, e demais ferramentas, foi
utilizado método de vapor saturado com uso de autoclave, 15 min a 121°C , sob pressdo média
de 1,1 kgf/cmz2. O material permaneceu na autoclave por um periodo de 30 min apds a exaustdo
do vapor, para secagem eficiente (ALFENAS et al., 2007). O método com radiagéo ultravioleta
(UV), foi utilizado em camara de fluxo laminar, com tempo de agdo de 20 min, para
esterilizacdo das ferramentas de manuseio, ambiente de trabalho e objetos anteriormentos
citados para autoclave. Para desinfestacdo da superficie da camara foi utilizado alcool a 70%
de concentragdo (ALFENAS et al., 2007).

Conidios aéreos do fungo B. Bassiana, provenientes do isolado UFGO01, fornecidos
pelo Laboratorio de Biotecnologia e Microbiologia da Universidade Federal de Goias (UFG -
Goiania, GO), foram utilizados como fonte de indculo para todos 0s experimentos. A técnica
de repicagem em placas de Petri com B.D.A. Foi utilizada para aumento da massa conidial. Em
temperatura ambiente sem fotoperiodo, apds oito dias, a quantidade de material reprodutivo
estava suficiente para instalacdo do experimento. As suspensdes foram homogeneizadas em
agitador de bancada tipo vortex, em tubos Falcon® de 50 ml , contendo 1g de conidios
suspensos em 9 ml de &gua destilada estéril e 1 ml de cada adjuvante citado anteriormente.

Para avaliar a compatiblidade dos produtos com o fungo, foram levados em
consideracdo as seguintes variaveis, tamanho das coldnias, quantidade produzida de conidios e
a viabilidade desses conidios em temperatura média de 26+2°C, e umidade relativa de 70+£10%
sem influéncia de luz.

Para desenvolvimento das col6nias, foram dispensados com auxilio da micropipeta
(0-100 pl), 20 ul (Microlitros) de cada uma das suspensdes anteriormente citadas, no centro de
placas de Petri de 9 cm, com 6 ml de meio B.D.A. Para obtencdo das médias, foi aferido
diariamente o didmetro das col6nias durante um periodo de dezoito dias, tendo inicio dois dias
apos a inoculagéo. O crescimento vegetativo foi mensurado com uso de um paquimetro comum,

mendindo em dois sentidos e obtendo a média das duas medidas (WENZEL et al., 2003).
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A contagem dos conidios foi realizada 18 dias apds a aplicacéo, através do recorte total
das col6nias avaliadas, com uso do bisturi e pinca, esterelizados pela técnica de flambagem em
lamparina a alcool (ALFENAS et al., 2007), foram transferidas para tubos Falcon® contendo
20 ml de &gua destilada estéril e 10 ml de Tween 80.

As suspensdes foram colocadas em agitador tipo vortex para desagregacdo das
estruturas reprodutivas. Em seguida foram diluidas a 1x103 (9 ml de 4gua destilada + 1 ml de
cada suspensdo). A avaliacdo foi realizada com o uso do microscépio, micropeta (0-100 ul) e
de um Hemacitémetro de Neubauer em forma de H. Para obtencdo das médias foram contadas
apenas as estruturas fungicas presentes nos compartimentos “A” da cadmara de Neubauer,
localizados nos quatro cantos da lamina (ALFENAS et al., 2007).

Foi utilizada parte suspensdo citada anteriormente para avaliagdo da viabilidade dos
conidios, atravées da dispensa de 100 ul das suspensdes fungicas em placas de Petri contendo
com meio B.D.A. As parcelas foram armazenadas durante 24 horas, em temperatura ambiente
de 26+2 °C, umidade relativa de 70+10%. ApGs esse periodo, foi realizada em microscopio
Optico a contagem de 200 conidios germinados e ndo germinados. Foram considerados vidveis
apenas os tratamentos que apresentaram taxa de germinacao superior a 90% (WENZEL et al.,
2003).

Para cada tratamento foram utilizadas cinco placas de Petri (RepeticBes). Totalizando
20 parcelas para cada um dos parametros avaliados (Viabilidade, crescimento vegetativo e
esporulacdo). Os experimentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado
com quatro tratamentos (adjuvantes mais testemunha) e cinco repeti¢bes. O software SASM-
Agri (ALTHAUS; CANTERI; GIGLIOTI, 2001) foi utilizado para andlise estatistica. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e teste de significancia, onde o teste de Tukey foi
realizado a 5% de probabilidade para comparacao das médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os tratamentos para avaliar a germinacéo dos conidios, o 6leo de gergelim obteve
0s maiores valores entre os demais tratamentos (Tabela 1). N&o houve diferenga significativa
sobre o numero médio de conidios germinados, quando comparado com tratamento de controle
(Tween 80®) (Tabela 1). Ambos os tratamentos, Tween 80® e ASSIST® receberam a segunda
classificacdo, ndo apresentando diferenca significativa de um para outro (Tabelal). As parcelas
com VEGET’OIL® obtiveram os menores valores. Todos tratamentos apresentaram taxa de

germinacao superior a 90% (Tabela 1).

Tabela 1. Nimero médio de conidios germinados de B. bassiana apds formulagdo com
diferentes adjuvantes.

Tratamento Meédia!

Oleo de Gergelim 199,8 a
Tween 80® 197 ab
ASSIST® 181,4 bc
VEGET’OIL® 180,2 C
C.V. (%) 4.6

1 Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Os testes para avaliagdo do crescimento de colénias demonstraram que as parcelas
associadas ao ASSIST® obtiveram colonias de maior didmetro entre os demais tratamentos
(Tabela 2). Porém, conforme teste de Tukey 5%, o tratamento com ASSIST® ndo diferiu
significativamente daqueles associados ao VEGET’OIL® (Tabela 2). O tratamento com 0leo
de gergelim apresentou as menores médias. Contudo, O6leo de gergelim nédo diferiu
significativamente do tratamento com VEGET’OIL® e Tween 80® (Tabela 2). Estudos
passados revelam que a temperatura pode ser um fator mais limitante que a umidade para o
desenvolvimento da doenca (INGLIS et al., 1997).

Experimentos visando avaliar os efeitos de adjuvantes sobre o fungo
entomopatogénico Verticillium lecanii foram realizados por Wenzel et al., (2003). Onde, em
tratamento com Rhodafac MB e Alkamus AP + Rhodafac MB, ndo houve crescimento fangico.
O mesmo relata que a inibi¢do do crescimento pode ser atribuida ao Rhodofac MB, uma vez
que nos tratamentos somente com Alkamus AP houve expressivo crescimento, producao e
viabilidade dos conidios, sugerindo que 0 modo de acdo dos produtos tenha efeito direto no

desenvolvimento do fungo
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Tabela 2. Média do crescimento vegetativo de Beauveria bassiana apos formulacdo com
diferentes adjuvantes.

Tratamento Média! (mm)
ASSIST® 28,31 a
VEGET OIL® 21,31 ab
Tween 80® 14,556 b
Oleo de Gergelim 14,29 b
C.V. (%) 28,98

1 Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Entre os adjuvantes testados, ASSIST® foi 0 produto que apresentou maior quantidade
de conidios produzidos. Contudo, os testes demonstraram que ndo ha diferenca significativa
entre os tratamentos inoculados com ASSIST®, VEGET OIL® e 6leo de gergelim (Tabela 3).
As parcelas de controle associadas ao Tween 80® apresentaram a menor producédo de conidios,
diferindo significativamente dos demais tratamentos (Tabela 3).

O tratamento de controle apresentou baixos valores quanto a conidiogénese de B.

bassiana, obtendo a menor producéo de estruturas reprodutivas (Tabela 3).

Tabela 3. Nimero médio da producdo de conidios de B. bassiana ap6s formulacdo com
diferentes adjuvantes.

Tratamento Meédia! (Conidios/ml)

ASSIST 30,8 a
VEGET’OIL 25,4 a
Oleo de Gergelim 23,2 a
Tween 80® 7,6 b
C.V. (%) 32,79

! Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Em testes realizados por Marques e Quintela (2018), para avaliacdo da compatibilidade
do fungo B. bassiana ao 6leo de mamona Azevedo e Solub’oil, quanto a interferéncia desses
aditivos na viabilidade, crescimento vegetativo e conidiogénese do fungo, durante um periodo
de armazenamento. Demonstraram que o Oleo de mamona é compativel com B. bassiana
quando armazenados a 26°C. A compatibilidade do Solub’oil com o fungo depende da
temperatura e periodo de armazenamento.

Nos experimentos realizados por Cintra et al., (2003) para verificar o efeito de
adjuvantes em B. bassiana e M. anisopliae, foram testados doze produtos comerciais associados
a estruturas reprodutivas dos entomopatdgenos citados. No experimento de compatibilidade,
constatou-se que somente o Vixil S ndo se diferenciou da testemunha, sendo o interessante para

ser aplicado as formulagdes pé molhavel com B.bassiana. Os demais adjuvantes ndo foram
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compativeis, ja que na sua maioria ocorreu inibicdo de crescimento ou um baixo crescimento
do fungo no meio de cultura.

O efeito adverso de adjuvantes empregados em formulagfes sobre patdgenos de
insetos ja foi observado por Cintra et al., (2001), quando ensaios de laboratorio indicaram que
varios grupos de emulsificantes reduziram o tamanho das col6nias de Beauveria bassiana e
Metarrhizium anisopliae e, em alguns casos, inibiram completamente o crescimento. Entre 0s
adjuvantes testados, Gerapon T36 afetou o desenvolvimento da colénia sem, contudo, provocar
perdas na producdo de conidios.

Com relacdo ao emulsificante Alkamuls AP, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa quando comparado a testemunha, em nenhum dos parametros bioldgicos
considerados, sendo classificado como compativel. Entre os adjuvantes testados, Gerepon T36
afetou o crescimento da coldnia sem, contudo, provocar perdas na producdo de conidios,
permitindo a classificacdo do produto como compativel (BATISTA FILHO et al., 2003).

Segundo Alfenas et al., (2007) os principais fatores capazes de afetar o
desenvolvimento de microrganismo que devem ser observados sdo; A temperatura, que
favorece o crescimento satisfatorio dos fungos na faixa de 20°C a 30°C. Ademais, alguns fungos
desenvolvem melhor quando ha flutuacdes de temperatura, como ocorre em condi¢des naturais.
O fator iluminacdo, que geralmente estimula a esporulacdo dos fungos, porém seus efeitos
podem variar com a espécie, 0 meio de cultura, com a temperatura e o periodo de incubagdo. O
pH da suspensdo, que analogamente ao efeito da temperatura, o pH étimo para crescimento
vegetativo pode ser distinto daquele para inducdo do processo de conidiogénese.

O fator aeracdo também deve ser levado em consideracdo, visto que, dioxido de
carbono (COz) e oxigénio sdo os principais gases que afetam o crescimento de microrganismos.
O gés carbdnico é utilizado em todas as células em determinadas rea¢es quimicas. No entanto,
seu excesso no meio de cultura, como também o de aménia e de outras substancias volateis,

pode inibir o crescimento e a esporulacdo de alguns fungos (ALFENAS et al., 2007).
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5 CONCLUSAO

Todos os adjuvantes foram compativeis com o Beauveria bassiana. O tratamento com
6leo mineral Assist obteve maior producdo de hifas vegetativas e producdo conidios, e ndo
diferiu significativamente da testemunha quanto a taxa de germinacéo. A producao de conidios
da testemunha foi significativamente inferior aos demais, sugerindo influéncia positiva dos

produtos sobre a conidiogénese do fungo.
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Com intuito de contribuir com mais informacdes sobre a compatibilidade dos adjuvantes aos
agentes microbioldgicos de controle de pragas, o presente trabalho analisou associagdes entre
o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana e 0s seguintes adjuvantes a 1% de concentracéo:
6leo de gergelim, 6leo mineral ASSIST® e 6leo vegetal industrializado VEGET’OIL®. O
Tween 80® foi utilizado como tratamento de controle. Conidios aéreos do fungo foram
utilizados como fonte de in6culo para todos os tratamentos. Para avaliar a compatibilidade dos
adjuvantes com o Beauveria foram realizados testes de germinacao, viabilidade e crescimento
vegetativo do entomopatégeno quando em associacdo ou ndo com os adjuvantes. Os
experimentos foram dispostos em blocos inteiramente casualizados com quatro tratamentos
(adjuvantes mais testemunha) e cinco repeticoes. Em todos os tratamentos ocorreu
desenvolvimento do microrganismo, contudo, o 6leo mineral ASSIST® foi superior aos demais
tratamentos, diferindo positivamente dos demais quanto ao desenvolvimento das hifas
vegetativas e producdo conidial, demonstrando maior compatibilidade com o agente fangico.
Em contrapartida, tratamentos com Tween 80® apresentaram valores negativamente diferentes
dos demais, demonstrando compatibilidade entre os adjuvantes e o B. bassiana, que em
condigdes de laboratorio favoreceram o desenvolvimento do fungo.
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