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RESUMO

Devido a crescente ocorréncia de pragas e doencas nos cultivos agricolas, o uso de produtos
fitossanitirios vem se tornando cada vez mais relevante. Dentre a diversa gama de produtos
fitossanitarios existentes, estdo os produtos bioldgicos, cujo consumo vem demonstrando um
crescimento favoravel no mercado. Tendo em vista que a crescente demanda do mercado por
produtos bioldgicos se torna cada vez mais relevante o estudo e conhecimento de métodos de
aplicacdo, conservacdo e preparo de calda buscando sempre uma melhoria na tecnologia de
aplicacdo, envolvendo esses tipos de produtos fitossanitarios. O trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar a viabilidade dos conidios do fungo entomopatogénico B. bassiana em
diferentes periodos de armazenamento da calda de pulverizagdo. Para tanto, é necessario ter
um controle de temperatura e umidade relativa do ar, sendo estes fatores determinantes para o
bom funcionamento do microorganismo. O ensaio foi composto por treze caldas resultantes
da mistura de agua e o fungo entomopatogénico, delineamento adotado foi inteiramente
casualizado (DIC), com 13 tratamento e 5 repeti¢des. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Diante disso, verificou-se que fungo entomopatogénico B. bassiana possui uma boa
resisténcia a armazenagem que pode chegar a até 48 horas, em seu formato de calda de
aplicacao.

Palavras-chave: Biologico, Beauveria bassiana, Fitossanitario.



1 INTRODUCAO

O uso de produtos fitossanitario e de grande relevancia para agricultura mundial, pois
estes sdo responsaveis por proporcionarem as plantas nas mais diversas culturas a sanidade
necessiria para que estas completem seu ciclo de vida expressando o maximo de
produtividade. Devido o mau uso por parte do produtor e falhas na tecnologia de aplicagcdo
certa parte dos produtos fitossanitarios vem perdendo sua efici€ncia no controle de diversas
pragas sendo entdo banidos do mercado, essa perca de eficiéncia e ocasionada pela pressdo de
selecdo que e exercida sob as pregas quando agroquimicos sao armazenados e aplicados de
forma erronia.

Devido a isso se viu a necessidade de adotar novas técnicas de manejo e controle das
diversas pragas que possuem por caracteristica resisténcia aos produtos fitossanitirios, dentre
as diversas técnicas de controle estd o Manejo Integrado de Pragas (MIP), onde este €
composto por um conjunto de técnicas voltadas ao controle de pragas, dentre estas técnicas
estd o controle bioldgico.

Dentre a diversa gama de agentes biologicos utilizados no controle de pragas esta o
fungo entomopatogénico Beauveria bassiana, onde este microorganismo age por contato e
parasitismo em diversas espécies de artropodes dentre eles Lagarta da espiga do milho
Helicoverpa zea, Broca da cana-de-acicar Diatraea saccharalis, Broca-do-café
Hypothenemus hampei, entre outros interferindo nas atividades fisiolégicas como locomocao,
reproducdo, alimentacao, levando a morte do inseto praga.

Quando falamos em utilizar produtos biolégicos vale a pena lembrar que esse tipo de
produto fitossanitario requer maiores cuidados principalmente em relacdo a tecnologia de
aplicacdo, conserva¢do e manuseio, pois a final de contas produtos biologicos sdo compostos
por organismos vivos sendo sensiveis a diversos fatores como temperatura, umidade relativa,
radiagdo solar entre outros.

Diante disso, objetivou-se avaliar a eficiéncia dos conidios do fungo
entomopatogénico Beauveria Bassiana, inoculado em diferentes horas de armazenagem da
calda fuingica, a fim de determinar a percentagem de germina¢do dos conidios, relacionado ao

envelhecimento de calda composta pelo produto fitossanitario.



2 REFERENCIAL TEORICO

O uso de produtos fitossanitarios é muito importante para reduzir os danos causados
por vérios tipos de pragas agricolas. Os quais contribuem para que as plantas expressem seu
maximo potencial de produtividade. Dentre a diversa gama de produtos fitossanitirios
existentes, estdo os produtos bioldgicos, cujo consumo vem demonstrando um crescimento
favoravel no mercado, movimentando cerca de US$ 2,3 bilhdes por ano (MENTEN, 2017).

O interesse em desenvolver produtos biologicos surgiu recentemente, mesmo entre
grandes empresas produtoras de agroquimicos, onde as mesmas almejam uma expansao de
seus portfolios, com intuito de conquistar um maior mercado, e também favorecer o manejo
sustentdvel em plantacdes. Pelo menos 586 espécies de insetos sdo resistentes a pelo menos 1
dos 325 inseticidas quimicos € a cinco caracteristicas inseticidas em organismos
geneticamente modificados (SPARKS; NAUEN, 2014).

Dentre os diversos produtos bioldgicos existentes, estdo os constituidos pelo fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana IBCB 66, este microrganismo, funciona como uma
espécie de inseticida microbioldgico, atuando por contato e parasitismo em Varios tipos de
insetos hospedeiros, como a broca-do-café, bicudo da cana-de-acucar, percevejos, entre outros
artréopodes (PEREIRA, 2018). Ao ocorrer o contato da praga com o fungo, os esporos se
ligam a cuticula do inseto, entdo os conidios germinam em seguida as hifas penetram a
camada protetora do inseto, colonizando-o internamente, interferindo assim na alimentagao,
reproducdo e movimenta¢cdo da praga levando a morte. Pesquisas realizadas no Brasil tém
demonstrado e constatado a real eficiéncia do Beauveria bassiana (BALLAGRO, 2018).

O manejo de pragas e doengas utilizando métodos convencionais, por meio do uso de
produtos quimicos, possui uma maior simplicidade de execugdo, apresentando pouca
necessidade de entendimento para a sua aplicacdo. Por exemplo, para obter-se sucesso com a
aplicacdo de um produto quimico € importante o conhecimento de como aplica-lo, sendo
necessario pouco conhecimento sobre a ecologia e a fisiologia de espécies. Ao introduzir, um
agente microbiano de controle bioldgico, ocorre o estabelecimento em um nicho, seguido da
interacdo com o organismo alvo e outras espécies de organismos. Essas interagdes sao
fundamentais para o sucesso do controle. Sendo assim, hd a necessidade de um amplo

conhecimento da ecologia do sistema (GHINI; BETTIOL, 2000).



Segundo Gomez e Avila (2002), o controle quimico tem sido a tinica alternativa para o
manejo de Aracanthus sp, sendo este caracterizado como importante praga inicial no cultivo
do feijoeiro, na regido Centro-Oeste do Brasil. Contudo devido aos grandes problemas
ambientais causados pelo uso de agrotoxicos, alternativas de controle devem ser
desenvolvidas. Entre algumas das alternativas esta o uso do fungo entomopatogénico
Beauveria Bassiana, este microorganismo possui ampla distribuicdo geografica e variedade
de hospedeiros, por isso € vastamente utilizado no controle de insetos-praga (PISSINATI et
al., 2009).

Alguns agroquimicos, Tiametoxam, Imidaclopride, Carbofuram e Pencicurom
demonstraram-se compativeis com o fungo entomopatogénico Beaveria Bassiana, visando o
controle de Cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro Dysmicoccus texensis, possibilitando que possa
ser realizada uma estratégia de controle associando os produtos em questio (ANDALO et al.,

2004).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Instalacdo do experimento

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Maquinas e
Mecanizagcdao (LAMM), vinculado ao Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Uberlandia, Campus Monte Carmelo, situada nas coordenadas 18°43°25,93”S e

47°31°27,76”0, a uma altitude de 908 metros.

3.2 Produto fitossanitario

Foi utilizado o produto bioldgico BeauveControl, registrado e comercializado pela
empresa Simbiose, modo de acdo por contato e formulagdo em pé molhavel, com ingrediente
ativo Beauveria bassiana, isolado IBCB 66, com um volume comercial de (2 x 10° UFC g'1
de produto) 40 g kg™ (SIMBIOSE, 2018).

No preparo das caldas foi utilizado frasco de Erlenmeyer de 125 mL onde foi
adicionado 250 mg de BeauveControl. As amostras foram pesadas em balanca de precisdo
marca Marte modelo AD330 e dissolvidas em 100 mL de dgua, extraida de poco artesiano
com intuito de buscar a similaridade das condi¢des de campo adaptado de Alves e Faria

(2010).
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O preparo desta solucdo foi realizado em intervalos de 4 horas em um espaco total de
48 horas resultando em um total de 13 caldas preparadas. Estas foram armazenadas
individualmente em frascos de Erlenmeyer de 125 mL que foram mantidos protegidos de luz,
a temperatura ambiente, com intuito de buscar condi¢des do meio similar ao tanque de
pulverizagao.

Posteriormente, utilizou-se um micropipetador modelo MDI 0-5 mL, para dosar um
volume de calda de 1 mL colocadas em placa de Petri dimensdes 60 x 15 mm a qual foi
utilizada para inocular as repeti¢des totalizando 65 placas utilizadas, contendo cinco mL do
meio de cultura batata — dextrose - 4gar (BDA) na concentracdo de 39 g L juntamente com
sulfato de estreptomicina. O BDA foi previamente esterilizado em autoclave, marca Stermax,
durante trinta minutos a 120 °C. O procedimento de inoculac¢do foi realizado em ambiente
esterilizado com alcool 70% e iluminado com luz ultravioleta em cadmara de fluxo laminar

vertical marca Filterflux modelo FLV-656/3 (Figura 1).

N
Figura 1. Aplicac@o da suspensio fiingica em BDA.

ApOs a inoculacdo das solucdes e evaporacdo da 4dgua livre, as placas foram vedadas
utilizando fita parafilm, e incubadas para germinacao em estufa incubadora BOD marca Solab
a uma temperatura de 25 + 1 °C, em fotofase de 12 horas e umidade relativa controlada a 70

°C conforme metodologia adaptada de Parsa et al. (2018), Figura 2.
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Figura 2. Placas de Petri vedadas e armazenadas em BOD.

A viabilidade das caldas foi determinada com contagem direta de conidios germinados
apds 24 h de incubacdo em BOD. A enumeracdo foi feita utilizando contador de batidas
manual estatistico numérico 4 digitos e a observacdo da percentagem de conidios germinados
foi realizada pelo microscopio 6tico com aumento de 400x, marca Nikon modelo E100

(Figura 3).

Figura 3. Avalia¢do e contagem de conidios germinados.

A avaliacdo de percentagem para germinacdo de conidios foi feita a partir da
contagem de 100 conidios apds o periodo de incubacdo em BOD, onde foi considerado

germinado o conidio cujo tubo germinativo fossem 50% maior do que seu tamanho normal,
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para a calda ser considerada vidvel a germinacdo conidial deveria ser de aproximadamente

70% adaptado de Oliveira et al. (2015) Figura 4.

Figura 4. Conidios cujo tubo germinativo estd 50% maior que seu tamanho normal.

3.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
treze tratamentos e cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
considerando teste F ao nivel de 5% de significAncia. Em seguida foram realizadas as analises
de pressuposigdes.

As andlises foram empreendidas com auxilio do software estatistico SISVAR
(ZORZETTI et al., 2014) versao gratuita disponibilizada pelo desenvolvedor. Os dados
analisados atenderam aos testes de pressuposicdes de normalidade dos residuos pelo teste de

Tukey.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o processo de inoculacdo das caldas foi realizado o monitoramento de
variacdo da umidade relativa do ar com intervalo de 63,1% a 77,4% e temperatura com
variacdo de 24,2 a 27,8 °C (Tabela 1), sendo este intervalo de variacdes considerado 6timo
para o funcionamento fisioldégico do fungo (SILVA et al., 2006), este procedimento foi
realizado com intuito de garantir que estes dois fatores nao alterassem na viabilidade da calda,

podendo entdo afirmar, que a integridade do produto fitossanitario esteja ligada ao tempo de

armazenagem.

Tabela 1. Variaciao de temperatura e umidade relativa nos diferentes tratamentos.

Tratamento UR Temperatura
(Horas) (%) O
48 74,8 244
44 73,0 24,5
40 72,5 23,3
36 70,0 26,0
32 63,1 27,3
28 63,6 27,8
24 65,8 26,9
20 70,9 25,1
16 75,7 24,3
12 77,4 24,2
8 76,1 24,5
4 65,8 26,4
0 67,3 26,1
Média 70,5 25,5

O coeficiente de variagdo indica o grau de precisdo na realizacdo do experimento

(GOMES, 2009). Neste caso, observou-se uma precisdao no ensaio (cv<3,11%) para os

caracteres avaliados (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de varidncia das diferentes caldas comparadas aos diferentes tempos de armazenagem.

Fonte de

o C GL SQ QM Fc Pr>Fc
variagao

Calda 12 87,20 727 1,058 0,4135™
Erro 52 357,20 6,87

Total 64 444,40

CV (%) 3,11

ns: Nao significativo cv: Coeficiente de variagdo
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Os tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si, onde a calda preparada no
momento zero sendo essa condi¢do a mais utilizada atualmente em campo obteve uma
percentagem de 86,6% de conidios germinados, ja a calda preparada apds as 48 horas de

armazenagem obteve um total de 84,6% de germinacdo conidial (Tabela 3).

Tabela 3. Percentagem de germinacao de conidios de B. bassiana, submetido a diferentes periodos de
armazenamento da calda

Periodo de armazenamento da calda (horas) Germinacao (%)
0 86,6a
4 86,0a
8 84,2a
12 83,2a
16 83,6a
20 85,2a
24 84,0a
28 83,4a
32 82,8a
36 84.,4a
40 82,4a
44 84,2a
48 84,6a
DMS 5,75

Médias seguidas de mesma letra ndo diferenciam entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados, o fungo B. bassiana apresenta uma boa resisténcia a
armazenagem quando diluido em 4dgua no formato de calda, podendo-se presumir que o
mesmo continuaria com sua agdo parasitaria sobre o patdogeno causando danos até leva-lo a
morte. No entanto, a estimativa de resisténcia e eficicia do fungo pode variar conforme a
estirpe e concentracao utilizada (FERRON, 1977).

Alguns trabalhos apresentados demonstraram sucesso da utilizacdo de B. bassiana,
onde a suspensao flingica foi aplicada poucos minutos antes de seu preparo como apresentado
por Zambiazzi et al. (2016). Este autor estudou a eficicia de diferentes concentracdes do
fungo Beauveria bassiana no controle da lagarta-da-espiga do milho (Helicoverpa zea), onde
ambas as concentragdes apresentardo boa mortalidade da larva, no entanto, a dosagem com
maior concentragdo apresentou maior viruléncia promovendo a morte de todas as lagartas que
foram submetidas ao contato com o fungo. Nesse contexto, também foram observados por
Zambiazzi et al. (2012), no controle bioldgico in vitro do percevejo-marrom (Euschistus
heros), utilizando o fungo Beauveria bassiana, onde também foi observado que a calda

utilizada teve seu preparo realizado poucos minutos antes de sua aplicacao.
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Resultados promissores também foram verificados por Rondelli et al. (2011), onde foi
constatado uma boa eficicia do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana associado ao
6leo de mamona no controle da traca-das-cruciferas, onde houve sinergismo entre as duas
substancias com as caldas utilizadas preparadas uma hora antes de sua aplicagao.

O fungo entomopatogénico B. bassiana pode apresentar caracteristicas relacionadas a
temperatura e umidade relativa do ar como apresentado por PISSINATI et al. (2009), onde
constatou-se que fatores abidticos como a temperatura e umidade relativa estdo associados a
melhor eficiéncia e desenvolvimento natural de B. bassiana. A temperatura é o principal fator
para a germinagdo dos conidios, crescimento vegetativo e esporulacdo. Nesse contesto Alves
e Lecuona (1998), determinaram que B. bassiana requer uma faixa 6tima de 23 a 28 °C para
apresentar bom desempenho de crescimento, porém pode suportar temperaturas de até 45 °C.
No entanto, o desenvolvimento assim como a viruléncia do fungo sdo mais altos em
temperatura 6tima.

O fungo B. bassiana mesmo apresentando as caracteristicas relacionadas a
sensibilidade como relatado acima, mostrou alguns resultados promissores como os obtidos
por Botelho e Monteiro (2011), onde verificaram a viruléncia de B. bassiana quando
misturados a agroquimicos estando entre estes, inseticidas a base de thiametoxan e fipronil e
os herbicidas imazapir, glifosato e metribuzim demonstrou que estes sdo compativeis ou
moderadamente compativeis com o fungo B. bassiana, podendo ser empregados em uma
possivel estratégia de manejo integrado na cultura da cana-de-acucar.

As médias dos indices de germinagdo dos conidios de B. bassiana ndo diferiram
estatisticamente entre si estando entre 82,4% e 86,6% de germinacdo, que representa uma
qualidade significativa, pois ficou acima do indice considerado vidvel de 70%.

Ao analisarmos os resultados obtidos, podemos constatar que o fungo
entomopatogénico B. bassiana possui uma boa resisténcia a armazenagem que pode chegar a
até 48 horas submetido a mistura com agua, em seu formato de calda de aplicacdo. Podendo
proporcionar ao produtor que o utiliza sua melhor eficicia contra insetos praga. Desde que os
fatores umidade relativa do ar e temperatura ambiente ndo sejam prejudiciais a sobrevivéncia

e funcionamento do microrganismo.

5 CONCLUSAO
O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana apresentou boa eficiéncia de seus

conidios submetidos os diferentes tempos de armazenagem de calda.
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