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RESUMO

Proposta de um protocolo para avaliaciio da viabilidade de conidios de fungos
entomopatogénicos e determinacio da protecio ao calor conferida a Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae pela formulacio em 6leo emulsionavel

Este trabalho teve o objetivo de avaliar, em condi¢des de laboratério, a influéncia da
temperatura e do tempo de exposi¢do na viabilidade e viruléncia dos fungos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae em suspensdes preparadas com produtos a base de Conidios puros,
Arroz+fungo e nas formulagdes P6 molhével e Suspensdo concentrada em 6leo emulsionavel.
Inicialmente foi necessdrio o desenvolvimento de um método eficiente e econdmico para
avaliacdo da viabilidade, especialmente para produtos formulados em o6leo emulsionavel
misturados em 4gua (suspensdo de aplica¢do). Durante o desenvolvimento do método de
avalia¢ao foram definidos parametros e condi¢des adequadas para cada formulagdo, como o meio
de cultura, e também a influéncia de antibiodticos e fungistaticos. O protocolo estabelecido baseia-
se resumidamente no plaqueamento de 150 puL de uma suspensdo contendo entre 0,7 ¢ 1x10°
conidios/mL em placas tipo Rodac® com 5 mL de meio de cultura Batata-Dextrose-Agar + 5
mg/L de Pentabiotico” e 10 pL/L de Derosal® (Carbendazim), efetuando-se posteriormente a
contagem dos conidios germinados. Este método foi comparado com outra técnica de viabilidade
direta (VD) e com as técnicas de Unidade Formadoras de Colonia (UFC) e viabilidade por
fluorescéncia, confrontando-se a precisao obtida pelo coeficiente de variacdo (CV) das analises de
cada método. Os resultados demonstraram que além da facilidade de execucdo, o método
desenvolvido apresentou maior precisdo que as demais técnicas (com CV até 7 vezes menor em
relacdo a VD, e até 32 vezes menor que UFC). Foi constatado que a técnica de UFC ndo ¢
adequada para avaliagdes de produtos formulados, visto que em relagdo a quantificacdo inicial
subestimou a concentracdo viavel na maioria das formas dos fungos testadas, sendo que nos
produtos em o6leo emulsionavel estes valores foram 54% menores para B. bassiana, € 73%
menores para M. anisopliae. A técnica para avaliacdo da viabilidade da suspensao preparada com
produtos formulados em O6leo se mostrou eficaz, apds a retirada do 6leo da suspensdo e outras
adaptacdes. Suspensdes de produtos e formulagdes a base de B. bassiana e M. anisopliae foram
mantidas a 26°C, 36°C e 46°C por 1h, 4h e 6h e os efeito destes tratamentos foram medidos na
viabilidade e viruléncia dos fungos contra lagartas de Diatraea saccharalis. Verificou-se que
quanto maior o tempo de exposicdo e maior a temperatura, maior ¢ a influéncia negativa nos
parametros dos fungos. Entretanto, a formulacdo em o6leo emulsiondvel foi a que apresentou
melhor protecdo aos efeitos detrimentais da temperatura. Mesmo apds 6h de exposicdo a
temperatura de 36°C a viabilidade se manteve acima dos 85% para ambos os fungos avaliados.
Esta formulacdo também apresentou os melhores resultados de mortalidade dos insetos, e mesmo
apos 4h de exposi¢ao a 46°C atingiu 39% e 50% de eficiéncia para B. bassiana e M. anisopliae,
respectivamente, sendo recomendéavel para o controle de D. saccharalis. O protocolo para
avaliacdao da viabilidade de conidios de fungos entomopatogénicos proposto constitui-se como
uma ferramenta importante para estudos da influéncia de fatores biodticos e abidticos durante o
periodo de pré-aplicacdo na eficiéncia de micoinseticidas.

Palavras-chave: Diatraeca saccharalis; Cana-de-agucar; Formulacdo em 6leo; Fungos
entomopatogénicos; Viabilidade direta






ABSTRACT

Establishment of a protocol to evaluate the conidial viability of entomopathogenic fungi and
determination of heat protection to Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae by
emulsifiable oil formulation

This study aimed to evaluate, under laboratory conditions, the influence of temperature
and exposure time on the viability and virulence of Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae in suspensions prepared with pure conidia, rice plus fungus and in formulations of
wettable powder and concentrated suspension in emulsifiable oil. Initially, an efficient and
economical methodology was developed to evaluate conidia viability for each formulation,
especially for products formulated in emulsifiable oil mixed in water (suspension of application).
During the development of the methodology, the influence of culture media, antibiotics and
fungistatics and appropriate conditions were defined for each formulation. Briefly, the established
protocol was based on plating 150 pL of suspensions containing between 0.7 and 1x10°
conidia/mL on a plate type Rodac® with 5 ml of Potato Dextrose Agar culture medium plus 5
mg/L pentabiotic® and 10mg/L and 10 pL/L Derosal® (Carbendazim) and the subsequent
counting of germinated conidia. This method was compared to a direct counting (DC) technique,
the technique of colony-forming unit (CFU) and viability through fluorescence. The precision of
each methodology was measured by their coefficient of variability (CV). Besides its easiness of
execution, the new developed methodology was the most precise of all methods (with CV up to 7
times lower compared to the DC, and up to 32 times lower than the UFC). Our results showed that
the technique of UFC is not appropriate for evaluation of formulated products, as compared to the
conidial quantification by hemacytometer, this technique underestimated the viable concentration
in most forms of fungi tested, and for the products in emulsifiable oil these values were 54%
lower for B. bassiana, and up to 73% lower for M. anisopliae. The technique for assessing the
viability of the suspension prepared with products formulated in emulsifiable oil was effective,
after the removal of oil from the suspension and others adaptations. The effect of temperature and
period of time on conidia viability of B. bassiana and M. anisopliae-based products and
formulations and their virulence against larvae of Diatraea saccharalis was measured at 26°C,
36°C and 46°C for lh, 4h and 6h. The longer the time of heat exposure and the higher the
temperature, the greater the negative influence on vital parameters of the fungi. However, the
emulsifiable oil formulation was the least affected by the detrimental effects of heat for both
fungi. Even after 6 hours of exposure to temperature of 36°C, the viability remained above 85%
for both species evaluated. This formulation also showed the best results of insect mortality, and
even after 4h of exposure to 46°C the efficiency was 39% (for B. bassiana) and 50% (for M.
anisopliae), and therefore can be useful for control of D. saccharalis. The proposed protocol of
evaluation of entomopathogenic fungi viability is a valuable tool for studies of biotic and abiotic
factors effect on efficiency of micoinsecticides during the pre-application period.

Keywords: Diatraea saccharalis; Sugarcane; Oil formulation; Entomophatogenic fungi; Direct
counting
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1 INTRODUCAO

Com uma area plantada em 2008 de 8,5 milhdes de hectares, a cana-de-agucar teve
aumento de 13,9% em relagdo a safra de 2007, com a producao de 571,4 milhdes de toneladas.
Para o ano de 2009 acredita-se que a safra serd recorde, com a colheita de 633,7 milhdes de
toneladas. Desse total, estima-se que 44,7% serdo destinados a fabricacao de agucar e 55,3% a
producdo de alcool, de acordo com o ultimo levantamento realizado pela Companhia Nacional de
Abastecimento concluido em abril deste ano. (CONAB, 2009).

No entanto, este aumento da area plantada de cana-de-agucar, e conseqiiente crescimento
da produgao, trazem conseqiliéncias principalmente no que se diz respeito as pragas desta cultura.
Até meados da década de 1990, a cigarrinha-da-raiz (Mahanarva fimbriolata Stil.) (Hemiptera:
Cercopidae), era praga de pouca importancia para a cana-de-agucar no estado de Sdo Paulo, ja que
a queima da palha antes da colheita reduzia drasticamente as suas populagdes, principalmente pela
destruicao dos ovos em diapausa, dentre outros fatores. No entanto, com o incremento das areas
de colheita de ‘“cana crua” no estado e em outros locais da regido Centro-Sul do pais, as
populagdes de cigarrinha aumentaram rapidamente, beneficiadas pelo acumulo de palhada
depositada sob o solo, proporcionando temperaturas favoraveis e aumento da umidade no solo, e
pela nao destrui¢do destes ovos diapausicos (DINARDO-MIRANDA, 2004). A adogao do corte
mecanizado da cana-de-aclicar resulta também no aumento de outros insetos-praga como a
cigarrinha-das-folhas (Mahanarva posticata Stil.) (Hemiptera: Cercopidae), a broca-da-cana
(Diatraea saccharalis F.) (Lepidoptera: Crambidae), a broca-gigante-da-cana (Telchin licus licus
Drury) (Lepidoptera: Castiniidae) e também algumas pragas de solo (ALMEIDA; BATISTA-
FILHO; SANTOS, 2003; DINARDO-MIRANDA et al., 2000).

Visando ao controle das cigarrinhas da cana-de-agicar muitas usinas fazem uso do
controle biologico, com o fungo Metarhizium anisopliae (Metsch.) (Ascomycota:
Clavicipitaceae). O uso de M. anisopliae iniciou-se no Nordeste do pais ha muito tempo para o
controle da cigarrinha-das-folhas M. posticata, chegando este a ser aplicado em uma area de um
milhdo de hectares. Estima-se que o fungo seja utilizado atualmente em mais de 600 mil hectares
para o controle das cigarrinhas M. fimbriolata e M. posticata em todo pais, constituindo-se como a

principal forma de controle destes insetos (ALVES et al.; 2008a).
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Testes em campo comprovaram a eficiéncia da linhagem ESALQ-1037 de M. anisopliae
na redugdo populacional da cigarrinha-da-raiz, atingindo até 80% de mortalidade, dependendo das
condigdes ambientais (ALVES et al., 2007; LOPES et al., 2002).

A broca-da-cana, D. saccharalis considerada a principal praga da cultura, ocorre em todas
as areas onde se planta cana-de-agucar no mundo. As lagartas causam danos diretos ao colmo,
abrindo galerias que resultam em perda de peso da cana, provocando também morte das gemas e
ocasionando falhas na germinagdo. De acordo com resultados de pesquisas sobre o prejuizo
causado pela broca, 1% de infestagdo da praga causam perdas de 0,25% de agucar, 0,20% de
alcool e 0,77% de peso (GALLO et al., 2002).

O controle quimico de D. saccharalis pode ser realizado por meio da pulverizacdo de
inseticidas juvenoides, como Triflumuron ou Lufenuron ou por inseticidas sist€émicos, como o
fipronil. Porém, o principal método de controle ¢ o bioldgico, por meio do himendptero Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae), introduzido no Brasil em 1974, sendo utilizado
hoje em cerca de 1.700.000 hectares, num programa de controle biologico dificil de ser superado
em todo o mundo, pela sua eficiéncia e pela extensdo coberta (PARRA, 2008, informacao
pessoal'). Nos ultimos anos, esse parasitoide evitou perdas de até 100 milhdes de délares por ano,
sendo 20 milhdes s6 em Sao Paulo, reduzindo a infestacdo da praga de 10% para 2% (GALLO et
al., 2002).

O parasitoide de ovos Trichogramma galloi (Zucchi) (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
também tem sido usado no controle da broca, obtendo-se até 60% de controle quando associado a
C. flavipes, sendo liberado hoje em cerca de 150.000 hectares (PARRA, 2008, informagao
pessoal').

Além disso, existe o potencial do uso dos fungos Beauveria bassiana (Bals.) (Ascomycota:
Cordycipitaceae) e M. anisopliae para o controle de D. saccharalis segundo Alves (1998). Esses
fungos sdo patogénicos para todos os estagios de desenvolvimento da broca, sendo altamente
eficientes para ovos de um a dois dias de idade. Em experimentos realizados por este autor em
condi¢des de campo, foi constatada a infeccdo de 58% de lagartas por M. anisopliae e 44% por B.
bassiana, apos aplicacdes de 10" conidios/ha.

Outra praga, que recentemente vem preocupando os produtores pela capacidade de dano é

a broca-gigante-da-cana, que teve sua primeira ocorréncia registrada no estado de Sao Paulo em

"PARRA, J.R.P. Escola Superior de agricultura ‘Luiz de Queiroz’.
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julho de 2007. Dentre as formas de controle testadas até o momento, o fungo B. bassiana tém se
mostrado como uma alternativa viavel para o controle desta praga (MARQUES et al., 2008).
Assim, ressalta-se que embora existam as particularidades regionais, as principais pragas da
cultura da cana-de-agucar sdo controladas com alternativas bioldgicas, seja por meio de insetos ou
patogenos (ALVES et al., 2008Db).

Os fungos entomopatogénicos a despeito de ocupar apenas 10% do mercado mundial de
biopesticidas, sdo os agentes de controle microbiano mais utilizados na América Latina, sendo
que B. bassiana e M. anisopliae representam mais de 60% deste mercado (33% e 32%
respectivamente) (FARIA; WRAIGHT, 2007). Porém, no Brasil, apesar de existirem muitos
produtos sendo comercializados, apenas dois sdo registrados no ministério da agricultura, sendo
um produto a base de B. bassiana e outro de M. anisopliae, ambos da mesma empresa privada. Os
fungos utilizados sdo produzidos, a grande maioria, por laboratorios setoriais de associacdes de
produtores, centros de pesquisa, orgaos federais, e no caso especifico da cana-de-acicar em
unidades instaladas nas proprias usinas, com sistemas de producdo predominantemente artesanais
(ALVES et al.; 2008b; THAKORE, 2006).

O baixo custo de producao e a simplicidade do processo de producdo usado favoreceram a
rapida difusdo do controle microbiano na cultura, mas por outro lado estes fatores t€ém restringido
a oportunidade de mercado para produtos mais eficientes € com maior nivel tecnolégico, como
por exemplo a expansdo do uso de produtos formulados. Também existe muita desinformacgdo a
respeito dos beneficios das formulagdes. As empresas preferem continuar no sistema de produgao
j& conhecido e ndo arriscam investir em equipamentos, novas tecnologias, e treinamento de mao-
de-obra para se produzir uma formulacdo, pela incerteza da aceitagdo dos produtores quanto aos
beneficios dos produtos formulados em relagdo aos que ja estdo no mercado (ALMEIDA et al;
2008).

Por causa desta realidade, muito pouco se investe em pesquisas de formulagdes, o que faz
com que a grande maioria do fungo utilizado em cana-de-agucar, produzido tanto pelas usinas ou
pelas empresas privadas de biopesticidas seja na forma de Arroz+Fungo ndo formulado,
necessitando assim de refrigeracdo no armazenamento.

Entretanto, ¢ possivel encontrar no mercado alguns produtos formulados ou
semiformulados. Os produtos a base de fungos entomopatogénicos comercializados no Brasil sdo

encontrados na forma de Conidios Puros (Esporo Puro) e Arroz+Fungo (fungo mais o substrato,
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que alguns consideram como Granulo), e nas formulagdes Po-seco, P6-molhavel (WP) e
Suspensdo concentrada emulsionavel (SC), sendo que o Arroz+Fungo compreende mais de 90%
do total utilizado no pais (ALVES et al.; 2008c; BATISTA-FILHO et al., 1998; FARIA;
WRAIGHT, 2007).

A qualidade destes fungos produzidos no Brasil ¢ bastante varidvel. Assim, podem ser
encontrados no mercado produtos excelentes com otimos padrdes de concentracdo, viabilidade,
pureza e genética do patdogeno, e ao mesmo tempo, outros de péssima qualidade, sem
padronizagdo e com altos niveis de contaminagdes (ALVES et al., 2008c). Isto ¢ agravado pelo
fato de que a grande maioria dos produtos no Brasil ndo ¢ registrada, e também por ndo existir
ainda legislacoes especificas para produtos microbianos.

Uma caracteristica essencial da produgdo de todos os agentes de controle biologico ¢ um
método eficaz de controle de qualidade. Mesmo com um sistema simples de producdo com baixo
nivel tecnoldgico é possivel se obter produtos com alta qualidade, desde que as medidas de
controle de qualidade sejam rigorosas. Isto ajuda a maximizar a eficiéncia do produto, garantir a
segurangca ao ambiente, padronizar os custos de produ¢do aumentando assim, a confianga no
método de controle (JENKINS; GRZYWACZ, 2000).

Segundo recomendagdes propostas por Alves e Pereira (1998) e Jenkins e Grzywacz
(2000) um bom sistema de controle de qualidade possui os seguintes procedimentos: 1) Cuidados
na manutencdo da cultura e preservacdo do patdgeno (Identificacdo exata e caracterizagdo do
isolado, técnica de armazenamento adequada para preservagdo do isolado original, producao feita
a partir do isolado da cultura estoque); 2) Monitoramento das contaminagdes (Sanidade), com o
controle do material utilizado na producdo, avaliacio de amostras em estagios criticos da
producdo, quantificagdo e controle dos contaminantes no produto final (Pureza); 3) Controle de
condi¢des da producdo (Temperatura, umidade final, aeracdo); 4) Concentracdo do produto; 5)
Viabilidade do produto; 6) Agressividade (Viruléncia/Poténcia); 7) Quantidade de organismos
infectivos viaveis por grama de produto final.

Infelizmente nem todos os 6rgdos que produzem fungos entomopatogénicos, sejam eles
empresas ou laboratdrios de usinas, apresentam um sistema rigoroso como este citado. Para Alves
et al. (2008c) e Jenkins e Grzywacz (2000), a negligéncia no controle de qualidade dos produtos

ainda ¢ o principal fator que limita o avango do controle microbiano.
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O monitoramento da qualidade conduzido pelas empresas se restringe aos cuidados
minimos com assepsia durante o processo (sem os quais se torna impossivel produzir fungos), a
quantificagdo de propagulos para se obter a concentracdo final, e também ¢ feita a avalia¢do da
viabilidade do produto.

A viabilidade medida pela porcentagem de germinacao do fungo interfere diretamente na
acao do patogeno visto que denota a quantidade de propagulos vivos que podem vir a desencadear
o processo infectivo. Talvez esse seja o motivo que leve os produtores de fungos
entomopatogénicos a considerar a viabilidade o parametro mais importante na qualidade dos
produtos. Entretanto, ainda ndo existe um protocolo padrio para testes de viabilidade de conidios
ou protocolos para utilizagdo no controle de qualidade das empresas. Embora seja dificil
estabelecer um Unico método que se aplique a realidade de todas estas biofdbricas (JENKINS;
GRZYWACZ, 2000; JIMENEZ; GILLESPIE, 1990), ¢ necessario que sejam estabelecidos
padroes e recomendagdes a serem obrigatoriamente seguidos pelas empresas e regulados pelo
governo federal para garantir a qualidade dos produtos em beneficio dos consumidores.

A padronizacdo de testes de viabilidade de conidios de fungos entomopatogénicos ¢ muito
importante também para as pesquisas cientificas na area, pois este tem sido o parametro utilizado
para se estudar os efeitos de fatores bidticos e abidticos sobre os fungos em condicdes de
laboratdrio e campo, tais como a influéncia da radiagdo solar, desidratacdao e estresse hidrico,
umidade, chuvas, temperaturas extremas, estresse nutricional, PH, embebi¢do de conidios, etc
(BRAGA et al., 2001; DEVI et al., 2005; FARIA; HAJEK; WRAIGHT, 2009; HALLSWORTH;
MAGAN, 1999; INGLIS et al., 2000; JACKSON et al., 1991; LAZZARINI; ROCHA; LUZ,
2006; RANGEL; ALSTON; ROBERTS, 2004; RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2004;
ZIMMERMAN et al., 1982). Basicamente, existem duas formas de se quantificar o nimero de
conidios viaveis de fungos entomopatogénicos, a contagem indireta e a contagem direta, sendo
que ambas apresentam limitacdes.

No método de contagem indireta, sdo preparadas dilui¢des seriadas de uma suspensao
original dos fungos (de 5 al0 diluigdes), fazendo-se o espalhamento uniforme de 0,1 mL de cada
tubo em no minimo 2 placas com meio de cultura nutritivo contendo 4gar (semi-solido) por
dilui¢do. Apds se incubar pelo periodo adequado para cada fungo, pelo menos 5 dias, quantifica-
se o numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por placa e com base na diluigao utilizada

calcula-se o nimero de conidios vidveis por mL da suspensao original (ALVES; MORAES, 1998;
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GOETTEL; INGLIS, 1997). Trabalhos cientificos com fungos entomopatogénicos dificilmente
utilizam esta técnica para avaliacao de viabilidade, somente no caso para avaliagdes da presenca
de fungos em substratos (SHIMAZU; MAEHARA; SATO, 2002), contudo muitas empresas
adotam este procedimento por proporcionar a quantificagdo de conidios vidveis e a porcentagem
de contaminantes de uma sé vez, podendo ser utilizada para fungos presentes em substratos ou
com residuos de producgdo (sujeira), além de ndo requerer grande conhecimento técnico e/ou uso
de um microscopio.

Porém, esta técnica ¢ laboriosa e consome muito tempo e material, sendo muitas vezes
imprecisa. E bastante influenciada por erros na pesagem, pois o resultado esta diretamente ligado
a quantidade da amostra utilizada, além disso, apoOs realizarem-se as diluicdes seriadas e o
plaqueamento, os conidios que permanecem unidos podem formar apenas uma coldnia,
subestimando o resultado final (GOETTEL; INGLIS, 1997; JENKINS; GRZYWACZ, 2000;
MAGALHAES; FARIA; FRAZAO, 1997; STENTELAIRE et al., 2001).

Para o método de contagem direta existem algumas variagdes ou adaptagcdes que sao
encontradas na literatura. De maneira geral, faz-se o plaqueamento de 0,1 mL de uma suspensao
de conidios em um meio de cultura nutritivo contendo agar (semi-solido), espalhando a suspensao
com al¢a de Drigalski. Os conidios vidveis e ndo viaveis sdo entdo contados sob um microscopio
de luz no aumento de 400% apos a incubacao por tempo e temperatura pré-determinados. Para a
contagem, a placa ¢ dividida em quatro campos, e em cada um destes ¢ realizada a contagem em
trés visadas aleatorias, sendo o resultado dado em porcentagem de viabilidade dos conidios
(ALVES; PEREIRA, 1998; GOETTEL; INGLIS, 1997).

Este método ¢ mais preciso, mais rapido e menos oneroso do que o indireto, porém
apresenta a desvantagem em relagdo ao método de UFC de ter que se utilizar uma outra técnica
para a quantificacdo da suspensdo (em Hemacitdometro segundo ALVES; PEREIRA, 1998).
Podem-se citar também, o problema que normalmente existe com a ‘escolha’ de campos para
contagem, que torna a avaliacdo mais imprecisa, ¢ a dificuldade de se estabelecer o tempo de
incubagdo, o qual influencia diretamente no resultado final. Outras caréncias apontadas para o
método direto sdo a desuniformidade no plaqueamento, e também a necessidade de adaptagdo, no

caso de alguns microscépios, para o encaixe das placas que serdo visualizadas.
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Algumas adaptacdes foram propostas com o objetivo de uniformizar a germinacao de
diferentes isolados para contornar o problema da variabilidade no tempo de incubagao, e reduzir o
risco de haver um crescimento acentuado das hifas, o qual dificulta a separacdo dos conidios
germinados e ndo germinados. Por exemplo, Milner; Huppatz e Swaris (1991) avaliaram os
efeitos do fungicida seletivo Benlate (Benomyl, Du Pont"™) quando acrescido ao meio de cultura,
na viabilidade do fungo M. anisopliae. Devido as propriedades fungistaticas deste produto, os
fungos podem permanecer incubados por muito mais tempo apds o inicio da germinagdo,
permitindo estudos comparativos entre diferentes isolados, inclusive para alguns isolados que
apresentam dorméncia, ou até mesmo avaliar uma mesma amostra em tempos diferentes. O
fungicida propicia uma germinagdo mais sincronizada cessando o crescimento excessivo dos
tubos germinativos e das hifas, permitindo que as avaliagdes sejam conduzidas apdés um periodo
mais longo. Esta recomendac¢dao melhora muito as condigdes de avaliacdo e tem sido adotada por
muitos pesquisadores desde entdo.

Para contornar o problema da desuniformidade do espalhamento com a al¢a de Drigalski,
Alves® (2009, informagdo pessoal) recomenda o plaqueamento de 0,3 mL da suspensdo de
conidios na superficie do meio de cultura, agitando-se a placa vigorosamente em todas as direcdes
para espalhar a suspensdo, sem a necessidade do uso da al¢a, o que torna o processo mais rapido e
uniforme. Isto melhora as condigdes para avaliagdo, pois permite um espalhamento menos
variavel, e facilita a contagem no momento da anélise, desde que os campos sejam estabelecidos
de maneira aleatoria.

Outra técnica que visa a melhorar o espalhamento e as condi¢des de avalia¢do foi proposta
por Magalhaes; Faria e Frazdo (1997). A técnica consiste em se transferir pequenos blocos de
meio de cultura (1x1x0,2 cm) para laminas de vidro, inoculando-se 10 pL da suspensdo fliingica e
cobrindo-se com laminulas. Apds a incubacdo, a avaliagdo ¢ feita contando-se no minimo 400
conidios por lamina. Este método parece ser bem interessante, visto que além de eliminar o
problema de espalhamento, permite que a avaliacdo seja feita em qualquer microscopio, sem a
necessidade de modificacdes para o encaixe das placas. Neste caso, também ¢ importante evitar a
selecdo de campos de contagem, correndo a ldmina de uma extremidade a outra para fazer a

contagem dos conidios vidveis e ndo viaveis.

> ALVES, R.T. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria - Embrapa Cerrados
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Consideradas também como avaliagdes diretas (GOETTEL; INGLIS, 1997), existem as
técnicas chamadas de Vital stain, nas quais sao usados corantes ou substancias que reagem
evidenciando somente o0s conidios viaveis, ou somente os inviaveis, sem a necessidade de
incubagio prévia. E o caso dos fluorocromos diacetato de fluoresceina (DAF) e iodeto de propidio
(IP), que coram células vivas (verde) e mortas (vermelho), respectivamente (BUTT, 1997).

Esta técnica tem sido utilizada por alguns autores (DELALIBERA JR.; HUMBER;
HAJEK, 2004; FIRSTENCEL; BUTT; CARRUTHERS, 1990; JONES; SENFT, 1985;
SCHADING; CARRUTHERS; MULLIN-SCHADING, 1995), para avaliacao da viabilidade de
fungos entomopatogénicos. No entanto, apesar de fornecer uma avaliagdo mais rapida da
viabilidade dos conidios, esta técnica ¢ mais cara do que as demais, dificil de utilizar para um
grande niimero de avaliagdes que tenham que ser realizadas em um curto espago de tempo, pois o
corante perde a agdo rapidamente, ¢ pode ndo ser adequada para todos os tipos de fungos
(FIRSTENCEL; BUTT; CARRUTHERS, 1990; JIMENEZ; GILLESPIE, 1990). Além disso,
basicamente s6 pode ser usada com conidios puros, ndo sendo aplicavel a alguns tipos de produtos
formulados, e também requer um maior cuidado na manipulag¢do, pois os fluorocromos sio
altamente toxicos.

Mesmo com a existéncia de varios métodos para testar a viabilidade de conidios, pouco foi
estudado sobre a eficiéncia destes protocolos para determinagdo da viabilidade de fungos
entomopatogénicos em produtos formulados, principalmente para anélises de produtos em 0leo.
Desta forma, estudos sdo necessarios para o desenvolvimento de novos protocolos ou para
aperfeicoar o método de viabilidade direta, que é o mais amplamente utilizado, para que este
possa ser empregado em analises de produtos formulados desta maneira. Neste sentido, Daoust;
Ward e Roberts (1983) sugerem em seu trabalho alguns passos prévios a técnica direta de
avaliacdo da viabilidade de fungos quando formulados em oleo, sendo o mais importante a
centrifugacdo para a retirada do excesso de 6leo antes do plaqueamento. O método de Magalhaes;
Faria e Frazao (1997) descrito anteriormente, também ¢ recomendado pelos autores para as
analises de produtos formulados em 6leo, utilizando-se os cubos de meio de cultura em ldminas da
mesma forma j4 apresentada.

Outra necessidade ¢ o desenvolvimento de um método para avaliar a viabilidade de
produtos formulados em oOleo quando estes ja se encontram misturados em agua, ou seja, a

chamada ‘calda’ (suspensdo de aplicacdo), visto que ndo se encontra na literatura nenhuma
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referéncia especifica para este caso. Isto tornaria possivel a avaliagdo do efeito de fatores que
influenciam a eficiéncia dos fungos em campo, no periodo entre a preparagdo da calda e a
aplicacdo, estabelecendo-se assim parametros e recomendacgdes precisas a serem seguidas pelos
produtores no momento da aplicagao.

Estudos neste sentido sdo muito importantes, pois apesar da boa eficiéncia apresentada
pelos fungos entomopatogénicos, sua eficacia em campo ¢ extremamente dependente das
condigdes ambientais (ALVES, 1998; ZIMMERMAN et al., 1982). Dos muitos fatores abidticos
que podem afetar a sobrevivéncia e a capacidade infectiva destes fungos, a radiacdo solar,
umidade relativa e temperatura sdo consideradas os mais importantes (BUGEME et al., 2008;
INYANG et al, 2000). Por este motivo, varios estudos foram conduzidos para determinar os
efeitos de fatores abidticos nos pardmetros bioldgicos dos fungos M. anisopliae e Beauveria
bassiana em condigdes de laboratério e campo (BRAGA et al., 2001; BROOKS et al., 2004;
BUGEME et al., 2009; DEVI et al., 2005; FARGUES et al., 1996; FERNANDES et al., 2008;
HALLSWORTH; MAGAN 1999; HUANG; FENG, 2009; INGLIS; JOHNSON; GOETTEL,
1997, LAZZARINI, ROCHA; LUZ, 2006; MORLEY-DAVIES; MOORE; PRIOR, 1996;
OUEDRAOGO et al., 1997; PERFETTI; MORENO; QUINTERO, 2007; RANGEL et al., 2004;
SOSA-GOMEZ; ALVES, 2000; THOMPSON; BRANDENBURG; ARENDS, 2006;YEO et al.,
2003; ZIMMERMAN et al., 1982).

Uma forma de melhorar o desempenho dos fungos, aumentando a resisténcia as condi¢des
abidticas detrimentais ¢ por meio da formulagdo do produto. Os ingredientes usados nas
formulagdes podem também melhorar a dispersdo na aplicacdo e aumentar o tempo de prateleira
(BATISTA-FILHO et al., 1998). A formulacdo em o6leo ¢ a que tem apresentado os melhores
resultados de prote¢do para muitos dos fatores ja citados, mas principalmente para a radiacao solar
UV (ALVES et al., 1998; HEDIMBI et al., 2008; INGLIS; GOETTEL; JOHNSON, 1995;
MOORE et al., 1993) e para temperatura (DAOUST; ROBERTS, 1983; McCLATCHIE et al.,
1994; STARTHERS; MOORE; PRIOR, 1993). Porém, esta protegdo a temperatura tem sido
estudada somente com fungos na forma de produtos puros em o6leo, e ndo quando estes se
encontram misturados na agua para aplicacao.

Assim, acredita-se que a temperatura do ambiente externo e consequentemente da 4gua em
que o fungo se encontra, pode agir inviabilizando os conidios, ¢ prejudicando a efetividade do

patdgeno. O tempo em que o fungo fica suspenso antes da aplicacdo também pode interferir
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indiretamente, pois os conidios ficario mais expostos as condi¢des de temperatura. E possivel que
quando formulados em Oleo, estes conidios apresentem maior resisténcia ao aumento da
temperatura na suspensdo de aplicacdo do que na forma de conidios puros, arroz+fungo ou na
formulagdo pdé-molhével. Estas questdes cientificas foram investigadas e os resultados

apresentados nos capitulos a seguir.
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2 PROTOCOLO PARA AVALIACAO DA VIABILIDADE DE CONIDIOS DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENI,COS NA FORMA DE CONIDIOS SECOS E CONIDIOS
FORMULADOS EM OLEO EMULSIONAVEL

Resumo

A técnica de viabilidade direta para determinacdo da viabilidade de conidios de fungos
entomopatogénicos ¢ de uso bastante difundido em estudos experimentais e analises de controle
de qualidade de micoinseticidas. No entanto, esta técnica apresenta algumas limitacdes para
avaliacdo de produtos formulados especialmente em 6leo emulsionavel. No presente trabalho,
foram desenvolvidas adaptagdes nesta técnica com o objetivo de torna-la mais econdmica e
precisa, possibilitando também o seu uso na avaliacdo de produtos a base de Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, formulados em oOleo emulsiondvel e na calda de aplicacdo destes
produtos. Durante o desenvolvimento do método de avaliagdo foram definidos pardmetros e
condi¢des adequadas para suspensdes preparadas com produtos a base de Conidios puros,
Arroz+fungo e nas formulagdes P6 molhavel e Suspensdo concentrada em 6leo emulsionavel. O
protocolo estabelecido baseia-se resumidamente no plaqueamento de 150 pL de uma suspensao
contendo entre 0,7 ¢ 1x10° conidios/mL em placas tipo Rodac® com 5 mL de meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar + 5 mg/L Pentabiotico® e 10 uL/L de Derosal® (Carbendazim) e posterior
contagem dos conidios germinados. Este método foi comparado com outra técnica de viabilidade
direta (VD) e com as técnicas de Unidade formadoras de colonia (UFC) e viabilidade por
fluorescéncia, confrontando-se a precisao obtida pelo coeficiente de variagdo (CV) das andlises de
cada método. Os resultados demonstraram que além da facilidade de execucdo, o método
desenvolvido apresentou maior precisdo que as demais técnicas (com CV até 7 vezes menor em
relacdo a VD, e até¢ 32 vezes menor que UFC). Foi constatado que em relagcdo a quantificagdo
inicial, a técnica de UFC subestimou a concentracdo viavel na maioria das formas dos fungos
testadas, sendo que nos produtos em 6leo emulsionavel estes valores foram 54% menores para B.
bassiana, e 73% menores para M. anisopliae. A técnica para avaliacdo da viabilidade da
suspensdo de produtos formulados em oleo se mostrou eficaz, apos a retirada do odleo da
suspensdo e outras adaptacdes e constitui-se como uma ferramenta importante para estudos da
influéncia de fatores biodticos e abidticos na eficiéncia de micoinseticidas.

Palavras - chave: Beauveria bassiana; Metarhizium anisopliae; Viabilidade direta; Unidades
formadoras de colonia; Diacetato de Fluoresceina

PROTOCOL FOR THE ASSESSMENT OF THE VIABILITY OF
ENTOMOPATHOGENIC FUNGI IN DRY CONIDIA AND OIL-BASED EMULSIFIABLE
FORMULATIONS OF CONIDIA

Abstract

The technique of direct assessment of viability of entomopathogenic fungal conidia is
widely used in experimental studies and quality control analysis of mycoinsecticides. However,
there are some limitations on this method with regard to evaluation of emulsifiable oil
formulations. Thus, we have developed modifications of this technique in order to make it more
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affordable and accurate, also allowing its use on the evaluation of Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae-based oil formulation. Parameters and conditions were defined to assess
the viability in suspensions with pure conidia, rice plus fungus and in formulations of wettable
powder, and concentrated suspension in emulsifiable oil. The established protocol was based on
platting of 150 uL of a 0.7 to 1x10° conidia/mL onto 5 mL of Potato-Dextrose-Agar culture media
plus 5 mg/L Pentabiético™ plus 10 puL/L Derosal® in Rodac® plates and further counting of
germinated spores. This methodology was compared to a direct viability (DC) technique, the
techniques of colony-forming unit (CFU) and viability through fluorescence. The precision of
each methodology was measured by their coefficient of variability (CV). Besides its easiness of
execution, the new developed methodology was the most precise of all methods (with CV up to 7
times lower compared to the DC, and up to 32 times lower than the UFC). Our results showed that
the technique of UFC is not appropriate for evaluation of formulated products, as compared to the
conidial quantification by hemacytometer, this technique underestimated the viable concentration
in most forms of fungi tested, and for the products in emulsifiable oil these values were 54%
lower for B. bassiana, and up to 73% lower for M. anisopliae. The technique to evaluate conidia
viability of oil formulations suspension was efficient, after removal of oil from suspension and
other adaptations. The proposed protocol is a valuable tool for studies of biotic and abiotic factors
effect on efficiency of mycoinsecticides.

Keywords: Beauveria bassiana; Metarhizium anisopliae; Direct counting; Colony-forming
units; Fluorescein diacetate

2.1 Introducao

O desenvolvimento de métodos baratos e rapidos, que possam ser utilizados como padrdes
para a avaliagdo da viabilidade de conidios/esporos de fungos ¢ de grande interesse para um vasto
campo de aplicagdes, especialmente para estudos com agentes de controle bioldgico de pragas
(FIRSTENCEL; BUTT; CARRUTHERS, 1990; STENTELAIRE et al., 2001).

A viabilidade de conidios tem sido o principal método utilizado para determinar os efeitos
de fatores ambientais, tais como radiagdo solar, desidratacdo e estresse hidrico, temperaturas
extremas, PH, embebicdo de conidios, etc sobre os fungos entomopatogénicos, (DEVI et al.,
2005; FARIA; HAJEK; WRAIGHT, 2009; HALLSWORTH; MAGAN, 1999; JACKSON;
WHIPPS; LYNCH, 1991; RANGEL et al., 2004; ZIMMERMAN et al., 1982). Também ¢
utilizado pelos fabricantes de fungos, no Brasil e no mundo, para avaliar a qualidade dos produtos
formulados e ndo formulados de fungos, principalmente dos entomopatogenos Beauveria
bassiana (Bals.) (Ascomycota: Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metsch.)

(Ascomycota: Clavicipitaceae). No entanto, ainda ndo hd um protocolo padrdo para testes de
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viabilidade de conidios a ser utilizado pelos 6rgaos de pesquisa e pelas empresas no controle de
qualidade de seus produtos (JENKINS; GRZYWACZ, 2000; IMENEZ; GILLESPIE, 1990).

Diferentes métodos tém sido sugeridos, por exemplo, pela determinacdo da germinagdo
com base na medi¢do da atividade de enzimas desidrogenases por meio do uso de sais de
tetrazolio, (SUTHERLAND; COHEN, 1983; MEIER; CHARVAT, 1993; STENTELAIRE et al.,
2001), e também outras técnicas de coloracao, como o uso combinado dos fluorocromos iodeto de
propidio (IP) e diacetato de fluoresceina (DAF), analisando-se apds o tratamento com estas
substancias, os conidios vidveis e inviaveis com o auxilio de um microscopio de fluorescéncia
(FIRSTENCEL; BUTT; CARRUTHERS, 1990; SCHADING; CARRUTHERS; MULLIN-
SCHADING, 1995). Esses métodos fornecem uma avaliagdo mais rapida da viabilidade dos
conidios, mas sdo mais caros e dificeis de usar para um grande nimero de avaliagdes que tenham
que ser realizadas em um curto espaco de tempo. Podem ndo ser adequados para todos os fungos,
e basicamente s6 podem ser usados com Conidios puros, ndo sendo aplicaveis a alguns tipos de
produtos formulados (FIRSTENCEL; BUTT; CARRUTHERS, 1990; JIMENEZ; GILLESPIE,
1990).

Alguns métodos simples e baratos podem ser usados, porém eles também apresentam
algumas limitagdes e dificuldades quanto a aplicabilidade. Por exemplo, a determinag¢do da
densidade de unidades formadoras de colonia (UFC), tida como referéncia, ¢ laboriosa e consome
muito tempo e material, sendo muitas vezes imprecisa. Este método ¢ bastante influenciado por
erros na pesagem, pois o resultado estd diretamente ligado a quantidade da amostra retirada
(GOETTEL; INGLIS, 1997; JENKINS; GRZYWACZ, 2000; STENTELAIRE et al., 2001).

Outro método, também muito usado, ¢ a contagem direta convencional (CD), que se baseia
na contagem em um microscopio de luz, de esporos viaveis e ndo viaveis apos incubacdo de uma
suspensdo de conidios, plaqueada em um meio nutritivo contendo agar (semi-solido), por tempo e
temperatura pré-determinados (ALVES; PEREIRA, 1998; GOETTEL; INGLIS, 1997). No
entanto, embora esta técnica seja mais aplicavel, apresenta limitagdes, sendo importante
aperfeicoa-la para melhorar e facilitar as avaliagdes.

Milner; Huppatz e Swaris (1991) sugeriram a adi¢io do fungicida seletivo Benlate®
(Benomyl, Du Pont) ao meio de cultura em testes de viabilidade, para permitir uma germinagao
mais uniforme de M. anisopliae sem que a viabilidade fosse prejudicada. Devido as propriedades

fungistaticas deste produto, os fungos podem permanecer incubados por muito mais tempo,
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permitindo estudos comparativos de germinacao entre diferentes isolados, inclusive de isolados
que apresentam dorméncia, ou até mesmo avaliar uma mesma amostra em diferentes tempos de
leitura. Devido a estas vantagens o Benlate passou a ser usado por varios autores em testes de
viabilidade, por exemplo para fazer comparagdes entre isolados submetidos a diferentes condigdes
ambientais ou mantidos por diferentes periodos de armazenamento. No entanto, este produto foi
retirado do mercado ndo sendo mais comercializado atualmente.

Por isso, ¢ necessaria a sele¢do de um novo fungicida que apresente efeito semelhante
quando misturado ao meio de cultura, para tornar mais precisas as avaliacdes da técnica de
contagem direta. Os métodos de viabilidade atualmente disponiveis apresentam limitagdes para
produtos formulados em o6leo e quando estes se encontram misturados em agua (suspensdo de
aplicacdo no campo). Alguns ajustes sdo necessarios para que um mesmo teste de viabilidade
possa ser usado para diferentes tipos de produtos. Poucos estudos tém sido desenvolvidos no
sentido de comparar a precisao dos métodos existentes e de propor melhorias para as técnicas de
avaliacdo da viabilidade de produtos formulados.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método simples e econdmico para a
avaliacdo da viabilidade de conidios dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, €
comparar com outros métodos que sdo normalmente utilizados, bem como validar o método

proposto usando diferentes produtos microbianos comercializados no Brasil.

2.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos no setor de Entomologia e Acarologia da ESALQ-USP. Os isolados dos fungos
entomopatogénicos utilizados no trabalho foram: ESALQ-PL63 de B. bassiana e ESALQ-1037 de
M. anisopliae, todos (com exce¢do dos utilizados na validagdo com produtos) produzidos e
fornecidos pela empresa Itaforte Bioprodutos” (Itapetininga, SP), nas formas de Conidios puros
(EP) e Arroz+fungo (AF), e também nas formulagdes P6 molhavel (WP) e Suspensdo concentrada
em Oleo emulsionédvel (SC), oriundos de um mesmo lote de producao, para cada fungo. Para todos
os produtos a umidade dos conidios foi medida no periodo de p6s-producao, com o auxilio de um

medidor portatil Hygron DG (Gehaka), sendo padronizada em aproximadamente 7%. Conidios
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puros, Arroz+fungo e P6 molhédvel foram armazenados a -20°C, e os formulados em 6leo a 4°C,

até o momento da utilizagao.

2.2.1 Método de avaliacdo da viabilidade

O método desenvolvido para determinacao da viabilidade baseou-se nas recomendagdes
sugeridas por Alves e Pereira (1998) e Goettel e Inglis (1997), com adaptacdes propostas para
otimizar o tempo, material despendido para as analises e a precisdo das avaliacdes.

Na etapa inicial de desenvolvimento foram testados diferentes tipos e tamanhos de placas,
e diferentes formas de inoculagdo dos fungos. Foram testadas formas de uso da alga de Drigalski
para o plaqueamento, disposi¢ao de gotas da suspensao dos fungos sobre o meio de cultura e o seu
consequente espalhamento e concentracdo ideais das suspensdes para cada tipo de formulagdo.
Determinou-se também a quantidade adequada de meio utilizada em cada placa, a selecao de
campos (visadas) para contagem, uso de laminulas e corantes para facilitar a visualizagdo e o
tempo gasto para as avaliagdes nas diferentes condigdes testadas. Em cada um destes estudos as
caracteristicas das formulag¢des foram levadas em consideragao.

Os testes de viabilidade foram conduzidos em placa de petri tipo Rodac® (“Replicate
Organism Detection and Counting”, 60x10 mm) contendo 5 mL de meio de cultura, vertidos na
face milimetrada (Fig. 1) da placa em superficie plana na camara de fluxo. A suspensdo flingica
(150 pL com concentragio entre 0,7 ¢ 1x10° conidios/mL) foi inoculada no centro da placa, com
micropipeta de uma s6 vez, preenchendo os quatro quadrados centrais. Apos a evaporagdo da
agua, as placas foram fechadas e incubadas para germinacao em estufa B.O.D. (ver depois). A
avaliacdo da viabilidade procedeu-se com a contagem direta dos conidios vidveis e invidveis em
microscopio optico (Carl Zeiss AxioSkop 50%) no aumento de 400%, focando-se diretamente um
campo no centro de cada quadrado, sem escolher ou alterar o local de visualizagdo, totalizando
quatro contagens e mais de 200 conidios em média por placa. Conidios que apresentavam o tubo
germinativo com o comprimento igual ou maior do que o didmetro foram considerados viaveis.
Este método foi utilizado para todas as avaliagdes realizadas durante os estudos descritos abaixo,
exceto para a formulacdo em 6leo emulsionavel pura (produto) e quando misturada com agua para

o preparo da suspensao de aplicagdo. Para os produtos a base de 6leo, foi incluida uma etapa para
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possibilitar a retirada do 6leo, e consequentemente facilitar a avaliagdo, antes da amostra ser

processada segundo o método descrito.

Figura 1 - Placas tipo Rodac® utilizadas para as avaliagdes de viabilidade

2.2.2 Método para produtos formulados a base de 6leo emulsionavel

Amostras de 1 mL de produto foram transferidas para tubos de microcentrifuga
(“eppendorf”) com capacidade de 1,5 mL, e centrifugadas por 5 min. a 2500rpm (573,1xg),
(modificado de DAOUST; WARD; ROBERTS, 1983).

Ap6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e os tubos contendo os conidios no
fundo foram deixados invertidos sobre papel de filtro por 15 min. para elimina¢ao do restante de
6leo. Decorrido este periodo, adicionaram-se 100 pL de emulsionante Solub’0il® (General
Chemicals e Service Ltda) por tubo, misturando-se com o auxilio de ponteira de micropipeta. Os
conidios foram ressuspendidos em 1 mL de solucdo estéril de Tween 80 (0,05%) agitando-se em
vortex por 2 min.

ApOs este processo, 1 mL da suspensao foi transferida para tubos de fundo chato contendo
9 mL de solucdo estéril de Tween 80 (0,05%), procedendo-se as dilui¢des seriadas para contagem
em camara de Neubauer (ALVES; MORAES, 1998), fazendo-se o plaqueamento e a avaliagdo

como descrito anteriormente no item 2.2.1.
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2.2.3 Método para suspensido de aplicacio (“calda”) preparada com formulacdes em Oleo

emulsionavel

Para determinagdo da viabilidade da “calda” de aplicagdo de produtos a base de 6leo
emulsionavel € necessario eliminar o maximo possivel do o6leo da suspensdo antes do
plaqueamento em meio de cultura. O 6leo impede a deposicao dos conidios no meio e dificulta a
visualizacdo durante as avaliagdes. Assim, amostras de 40 mL das suspensdes contidas em tubos
de centrifuga (Falcon) receberam 100 pL de Solub’0il® (deve-se utilizar 100 pL para cada 2,0 mL
de 6leo que forem utilizados no preparo da suspensao de aplicagdo), agitando-se bem por 1 min.
em agitador vortex até 6tima homogeneizagdo. Centrifugou-se por 5 min. a 2500rpm (573,1xg) a
4°C (Centrifuga Sorvall T-6000B), e apo6s isto retirou-se da centrifuga com cuidado para nado
misturar as fases que apresentavam separacao bem definida. Foi colocada a pipeta até o fundo do
tubo, onde os conidios estavam, e coletado 1 mL passando posteriormente para tubos de fundo
chato com 9 mL de solug¢do estéril de Tween 80 (0,05%), procedendo-se as diluicdes seriadas para

o plaqueamento e a avaliagdo como descrito no item 2.2.1.

2.2.4 Definicdo de parametros do método de avaliacido da viabilidade

Com as etapas do método estabelecidas, realizaram-se testes para definir qual o meio de
cultura a ser utilizado, e os possiveis efeitos de antibidticos presentes neste meio de cultura,
avaliando-se também a adi¢ao de fungistaticos ao meio de cultura e o tempo 6timo de incubagdo

para avaliacao na presenga destes.

2.2.4.1 Selecao do meio de cultura para as analises de viabilidade

Primeiramente, avaliou-se a influéncia do meio de cultura na germinacao dos fungos B.
bassiana e M. anisopliae na forma de Conidios puros e Arroz+fungo, e nas formula¢des Po
molhéavel e Suspensao concentrada em 6leo emulsionavel.

Os meios testados foram: (i) BDA preparado em laboratério (ALVES et al., 1998, pg.666);
(ii) BDA comercial (Difco®); (iii) Meio de Esporula¢io (ALVES et al., 1998, pg.665) ¢ (iv) Meio

Agar-dgua (Agar 2%). Os meios foram vertidos e os fungos inoculados como descrito no item
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2.2.1, incubando-se em B.O.D. (26 + 2°C, fotofase de 14h) por 18h até a avaliagdo. Foram
preparadas 3 repeti¢cdes por tratamento (meio), em cada preparacao dos fungos (EP, AF, WP, SC),

totalizando 48 placas por fungo, sendo os experimentos realizados em duplicata.

2.2.4.2 Influéncia de antibiético na germinacio dos conidios

Realizou-se um experimento no qual foi avaliado o efeito de antibidticos na germinagao de
conidios dos fungos B. bassiana e M. anisopliae nas formas de Conidios puros e Arroz+fungo, e
nas formula¢des P6 molhavel e Suspensdo concentrada em o6leo emulsionavel. Foi utilizado o
antibidtico Pentabidtico Veterinario Reforcado” (Fort Dodge Saude Animal) o qual contém as
substincias benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina potassica,
diidroestreptomicina base e estreptomicina base.

Os antibidticos foram adicionados apds o preparo e autoclavagem do meio de cultura
BDA. Os fungos foram inoculados como descrito no item 2.2.1, incubando-se em B.O.D. (26 +
2°C, fotofase de 14h) por 18h. Num primeiro experimento, avaliou-se em todas as formulagdes o
efeito da adicdo de 5 mg/L de meio, concentracdo recomendada para meios de isolamento de
fungos (ALVES et al., 1998), comparado ao controle sem antibidtico. Foram preparadas 3
repeticdes por tratamento, em cada preparacao dos fungos (EP, AF, WP, SC), totalizando 24
placas por fungo. Em outro experimento avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes, 0, 15, 40
e 75 mg/L. de meio nos Conidios puros dos fungos. Foram utilizadas 3 repeti¢cdes por tratamento,

perfazendo 12 placas por fungo. Ambos os experimentos foram realizados em duplicata.

2.2.4.3 Influéncia de fungistaticos na germinacao dos conidios

O uso de fungistaticos para uniformizar a germinacdo foi avaliado para os fungos B.
bassiana ¢ M. anisopliae nas formas de Conidios puros e Arroz+fungo, e nas formulagdes Po
molhéavel e Suspensdo Concentrada em o6leo emulsionavel. Estudos preliminares indicaram a
viabilidade do uso do fungicida comercial Derosal® (Bayer CropScience AG) por um periodo de
incubacao de 28h, para ambos os isolados dos fungos. Posteriormente, foi realizado um ensaio
comparando-se Derosal® com o fungicida Benlate® (principio ativo Benomyl, DuPont). O

objetivo deste estudo foi encontrar um produto alternativo para recomendagdo em testes de
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viabilidade, visto que o produto que vinha sendo utilizado, Benomyl (MILNER; HUPPATZ;
SWARIS, 1991), ndo ¢ mais comercializado.

Os produtos foram adicionados ao meio BDA na concentracdo recomendada (10 pL /L)
apods a autoclavagem. O meio foi vertido e os fungos inoculados como descrito no item 2.2.1,
incubando-se em B.O.D. (26 + 2°C, fotofase de 14h) por 28h até a avaliagdo, sendo a testemunha
avaliada apos 18h.

Os tratamentos consistiram de trés meios de cultura e quatro formula¢des dos fungos
sendo utilizadas 3 repeti¢cdes por tratamento. Foram testados os meios: meio BDA (testemunha),
meio BDA com 10 pL /L de Benlate®, meio BDA com 10 uL /L de Derosal® ¢ as preparagdes dos
fungos em EP, AF, WP e SC, totalizando 36 placas por fungo, sendo realizado em duplicata.

Posteriormente, avaliou-se o efeito de diferentes concentracdes de Derosal® na viabilidade
de conidios (EP) dos fungos. O produto foi adicionado ao meio de cultura BDA nas concentracdes
de 0, 10, 30 e 60 pL /L, e os meios foram vertidos e os fungos inoculados como descrito no item
2.2.1, incubando-se em B.O.D. (26 £ 2°C, fotofase de 14h) por 28h e a testemunha (sem Derosal)
por 20h até a avaliagdo. Foram utilizadas 3 repeti¢des por tratamento, perfazendo 12 placas por

fungo, sendo também realizado em duplicata.

2.2.4.4 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados no delineamento experimental inteiramente
aleatorizado, analisando-se os dados obtidos quanto a variancia pelo teste F, sendo as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) exceto para os dados do primeiro experimento
do item 2.2.4.2, que foram comparados pelo teste t-Student (P<0,05), utilizando-se em todos os

casos o programa estatistico SAS (SAS, 2003).

2.2.5 Validacao do método de avaliacdo da viabilidade

Ap6s a defini¢do do meio de cultura, do antibidtico, da concentragdo do fungistatico e do
tempo de incubagdo para avaliacdo, foi realizada a validagdo do método desenvolvido
comparando-se com outras formas de avaliacdo da viabilidade de fungos entomopatogénicos

encontradas na literatura.
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2.2.5.1 Comparacio de dois métodos de avaliaciao direta de viabilidade

Para validar o método desenvolvido no presente trabalho (Novo) e compara-lo com o
método proposto por Alves e Pereira (1998) (Padrio), o qual ¢ amplamente utilizado para analises
de fungos entomopatogénicos comerciais e avaliagdes experimentais, utilizaram-se produtos a
base de B. bassiana (7 produtos) e M. anisopliae (9 produtos), havendo produtos nas formas de
Conidios puros e Arroz+fungo, e nas formulagdes P6 molhavel e Suspensdo concentrada em 6leo
emulsionavel, de maneira que todas as adaptacdes do método fossem testadas.

Os produtos testados foram adquiridos junto as empresas Ballagro®, Biocontrol®,
Biotech®, Itaforte Bioprodutos®, Natural Rural® ¢ ao Centro de Tecnologia Canavieira - SP,
tratando-se de diferentes isolados e oriundos de processos de producdo distintos. A cada um dos
produtos recebidos foi atribuida uma letra para a empresa e para o tipo de formulagio de forma a
ocultar a identidade dos produtos. Estes foram entdo armazenados sob refrigeracdo em freezer (-
20°C) para Conidios puros, Arroz+fungo ¢ P6 molhéavel, e em geladeira (4°C) no caso da
Suspensdo concentrada em 6leo emulsionavel, por no maximo 10 dias até a avaliagao.

Trés amostras independentes (1g de EP, 10g de AF e 5g de WP cada) foram retiradas de
cada produto e suspendidas em solugdo estéril de Tween 80 (0,05%), misturando-se por 10 min., e
procedendo-se as diluicdes seriadas em tubos de fundo chato para contagem em camara de
Neubauer (ALVES; MORAES, 1998). Nos produtos em Suspensdo concentrada em o6leo
emulsionavel, as dilui¢des foram feitas como descrito no item 2.2.2 para o método Novo, e para o
método Padrdo, os produtos nao foram diluidos para o plaqueamento, aplicando-se 3 pL sobre a
superficie do meio de cultura e espalhando bem com alga de Drigalski. Foram utilizadas 5
repetigdes para cada amostra nas combinacdes de método e formas dos fungos testados (15
repeti¢des por método). As placas de ambos os métodos foram incubados em B.O.D. (26 + 2°C,
fotofase de 14h). Para o método Novo a avaliagdo foi feita apds 28h como em 2.2.1, e no caso do

método Padrao apos 18h como recomendado por Alves e Moraes (1998).
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2.2.5.2 Comparacao dos métodos de viabilidade direta e Unidades Formadoras de Colonia
(UFC)

As avaliagdes foram realizadas com os fungos B. bassiana e M. anisopliae na forma de
Conidios puros e Arroz+fungo, e nas formulagdes P6 molhavel e Suspensdo concentrada em 6leo
emulsionavel. Trés amostras independentes foram retiradas dos produtos, diluidas e quantificadas
como descrito anteriormente, fazendo-se o plaqueamento como em 2.2.1 para o método de
viabilidade direta Novo. O método de UFC foi realizado segundo Alves e Moraes (1998), com
meio de cultura BDA e placas de petri médias (90x15 mm). Foram preparadas 5 repetigdes por
amostra, sendo 15 placas por método, em cada preparagdao dos fungos, totalizando 120 placas por
fungo.

As placas foram incubadas a 26 + 2°C e fotofase de 14h. As placas referentes ao método
de viabilidade foram avaliadas apds 28h. Aquelas referentes ao método UFC foram avaliadas apds
3 dias, contando e marcando as colonias no fundo das placas e incubando-as novamente para

confirmagdo apds 7 dias de incubagao.

2.2.5.3 Comparacio dos métodos de viabilidade direta e viabilidade por Fluorescéncia

Os métodos de viabilidade direta (Novo) e por fluorescéncia foram comparados utilizando-
se os fungos B. bassiana e M. anisopliae na forma de Conidios puros e Arroz+fungo, e também
nas formulagdes P6 molhavel e Suspensdo concentrada em 6leo emulsionavel. Trés amostras
independentes de cada produto foram retiradas (1g de EP, 10g de AF e 5g de WP cada), diluidas e
previamente quantificadas, fazendo-se o plaqueamento e a incubagdo como descrito em 2.2.1 para
o método de viabilidade direta Novo, sendo preparadas 5 placas por amostra, totalizando-se 15
repeticdes para cada forma/formulagao dos fungos.

Para o método de fluorescéncia, a solucdo estoque do fluorocromo diacetato de
fluoresceina (DAF) (Sigma Chemical Co.) foi preparada adicionando-se 4 mg por mL de acetona,
e na solu¢do estoque de iodeto de propidio (IP) (Sigma Chemical Co.) utilizou-se 3 mg do
reagente para cada mL de dgua deionizada. As solucdes foram armazenadas a 4°C em frascos de
vidro com tampa recobertas com papel aluminio para limitar a exposi¢ao a luz (JONES; SNEFT,

1985). A solu¢do de trabalho de DAF e IP foi preparada imediatamente antes do ensaio,
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utilizando-se 90 pL de solucao estoque de DAF e 60 uL de IP diluidos em 5 mL de agua
deionizada, mantendo-a em gelo durante a utilizacdo (adaptado de FIRSTENCEL; BUTT;
CARRUTHERS, 1990). Esta solugao foi usada por aproximadamente lh, e quando decorrido este
tempo, foi descartada e substituida por uma nova solugdo de trabalho.

Usando-se as mesmas suspensdes de conidios utilizadas no método Novo e a solugdo de
trabalho descrita anteriormente, as laminas foram preparadas ao abrigo de luz em um quarto
escuro, fazendo-se 5 laminas por amostra, totalizando-se 15 repeticdes para cada
forma/formulacdo dos fungos. Em cada lamina foi colocado 1 pL da suspensdo fungica e uma
quantidade igual da solu¢do de trabalho, misturando-se com o auxilio da ponteira e recobrindo-a
com a laminula.

As avaliagdes pelo método Novo foram realizadas como descrito anteriormente. Para as
avaliagdes com o método de fluorescéncia foram contados no minimo 100 conidios em cada
lamina, em diferentes visadas, visualizando-os sob o aumento de 1000% em um microscopio Carl
Zeiss modelo AxioSkop 50, equipado com acessorio de epifluorescéncia contendo uma lampada
de mercurio (100 W), um filtro excitador (450 - 490 nm; blue light) e um filtro de barreira de 520

nm em conjunto com um espelho dicromico (FT-510).

2.2.5.4 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados no delineamento experimental inteiramente
aleatorizado, sendo os dados analisados descritivamente (Média, erro padrdo da média, desvio
padrao, variancia do ensaio, coeficiente de variagdo do ensaio, etc.). No experimento do item
2.2.5.2 avaliou-se também a quantificagdo de conidios vidveis utilizando-se os dois métodos, € os
dados de UFC foram convertidos de UFC para conidios vidveis/g ou conidios viaveis/mL de
fungo, para possibilitar a comparagdo entre as duas técnicas de avaliagdo. Também foi feita a
analise de correlagdo (segundo indice de Pearson, P<0,05) entre os valores obtidos em cada
método e os valores da quantificacdo prévia realizada com hemacitometro. As anélises descritivas

e de correlacdo foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SAS (SAS, 2003).
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2.3 Resultados
2.3.1 Sele¢do do meio de cultura para as analises de viabilidade

A germinagdo de conidios de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae provenientes
de diferentes produtos ndo diferiu significativamente nos meios BDA, BDA comercial ¢ ME.
Apenas o meio Agar-dgua apresentou efeito negativo sobre a germinacio do fungo B. bassiana na
forma de EP (F320= 72,9; P<0,0001) e na formulagdo WP (F3 = 22,9; P<0,0001), sendo que ndo
foi verificado o mesmo para AF e SC (Tabela 1). A germinagdo dos conidios na forma de EP e de
WP no meio Agar-Agua foi aproximadamente 10% menor do que nos meios ME e BDA,
respectivamente. A germinagdo de conidios de B. bassiana variou de 84,0 + 0,7% a 94,1 + 0,8%
em EP e de 94,1 + 0,8% a 94,1 = 0,8% em SC.A germinacdo de M. anisopliae variou de 54,4 +
0,8 a 63,1 £ 1,7 % para conidios na forma de WP e de 89,9 +0,1 a 92,9 + 0,3% para SC. Os meios
de cultura ndo afetaram a germina¢do de conidios de M. anisopliae provenientes de formulacdes

(P<0,05).

Tabela 1 - Viabilidade (%) de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae na forma de
Conidios puros (EP), Arroz+fungo (AF), P6 molhavel (WP) e Suspensdo concentrada
em Oleo emulsionavel (SC) em diferentes meios de cultura (26 + 2°C, fotofase de 14h)

. Meios de Cultura' C.V.
Fungo Tipo o

BDA BDA com ME AA (%)

EP 934+12a 924+05a 941+08a 840+0,7b 1,7

Beauveria ~AF  88,7+07a 859+12a 899+18a 881+3,1a 38
bassiana  wp 891+0,8a 888+09a 87,1+09a 81,6+1,7b 2,1
SC 768+1,0a 788+23a 824+05a 787+30a 44

EP 89,6+20a 89,0+02a 927+13a 90,8+1,6a 28

Metarhizium AF  812+13a 780+05a 834+12a 798+16a 2,5
anisopliae  \wp 544+08a 57,6+51a 63,1+1,7a 598+1,7a 84
SC 91,3+03a 929+03a 89,9+0,la 926+13a 13

Médias (:EPM) seguidas da mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). ' BDA (Batata-
dextrose-agar); BDAcom (BDA comercial Difco™); Meio de esporulagio (Alves er al. 1998); AA (Agar-agua 2%)
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2.3.2 Influéncia do antibi6tico na germinac¢io dos conidios

A adicdo do antibiotico Pentabiotico ao meio de cultura BDA na concentragao
recomendada (5 mg/L de meio) ndo influiu na germina¢do de B. bassiana e M. anisopliae
(P<0,05) em nenhum dos produtos/formulagdes testados (EP, AF, WP e SC) (Tabela 2). Exceto
para M. anisopliae na formulagao em P6 molhével, cuja germinagdo apresentou valores abaixo de

55%, para todas as outras combinag¢des de fungos e formulacdes a viabilidade foi superior a 80%.

Tabela 2 - Viabilidade (%) de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar com (+) e sem (-) a adi¢do de Pentabidticol na concentragdo de
5 mg/L de meio de cultura (26 + 2°C e fotofase de 14h)

Produto/Formula‘;ﬁo2

Antibidtico
EP AF WP SC

Beauveria bassiana
+ 89,2+1,0a 91,1£09a 82,5+1,8a 84,5+ 1,8a

- 874+ 1,0a 92,7+24a 80,6 £ 0,7 a 834+15a

C.V. (%) 1,95 3,41 2,95 3,37

Metarhizium anisopliae

+ 91,5+ 1,0a 834+0,6a 549+15a 86,1 £0,5a
- 928+ 1,1a 86,3+ 1,7a 52,7+0,3 a 85,1+1,0a
C.V. (%) 2,05 2,51 3,46 1,59

Meédias (=zEPM) seguidas da mesma letra na coluna, para cada fungo, ndo diferem entre si, segundo o teste t-Student
(P<0,05). 'Produto contém benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina potéssica,
diidroestreptomicina base e estreptomicina base. Na forma de Conidios puros (EP), Arroz+fungo (AF), e nas

formulagdes P6 molhavel (WP) e Suspensédo concentrada em dleo emulsionavel (SC).

O Pentabiotico mesmo em concentragdes até 15 vezes maiores do que a recomendada, nao

afetou a germinagdo de Conidios puros (ndo formulados) de B. bassiana e M. anisopliae (Tabela
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3). A germinagdo foi superior a 85% para ambos os fungos testados em todas as concentragdes do
antibiotico.

A adicao do antibidtico Pentabiotico ao meio de cultura em testes de viabilidade foi efetiva
no controle de contaminagdes bacterianas sem apresentar qualquer efeito sobre os fungos

entomopatogénicos testados.

Tabela 3 - Viabilidade (%) de conidios (ndo formulados) de Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae em meio de cultura BDA com diferentes concentra¢des de Pentabi6tico'
(26 = 2°C e fotofase de 14h)

Pentabiotico Fungos
(mg/L de meio) B. bassiana M. anisopliae
0 93,6+1,5a 88,0+ 0,7 a
15 91,9+0,9a 86,0+ 1,9a
45 90,9+ 1,1 a 872+1,1a
75 88,9+0,4a 892+12a
C.V. (%) 1,98 2,56

Meédias (=EPM) seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (P<0,05).
'Produto  contém  benzilpenicilina  benzatina, benzilpenicilina  procaina,  benzilpenicilina  potassica,

diidroestreptomicina base e estreptomicina base.

2.3.3 Influéncia de fungistaticos na germinacao dos conidios

A germinac¢do dos conidios de M. anisopliae € B. bassiana provenientes dos diferentes
produtos/formulagdes na presenga do fungicida Benlate® ndo diferiu estatisticamente da
germinagdo em Derosal® (Tabela 4). Algumas diferengas foram observadas nos tratamentos com
fungicidas em relagdo ao controle sem fungicida. Maior germinagdo de B. bassiana em WP e SC
foi observada nos tratamentos que continham os produtos fungistaticos do que no controle (F 515=
9,2; P=0,0147; F ;15 = 14,6; P=0,0049). No caso de AF também ocorreu diferenga entre os
tratamentos (F ;5 = 8,4; P=0,0181), sendo a maior porcentagem de germinacdo encontrada no

tratamento que continha o produto Benlate® adicionado ao meio de cultura.
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Para Metarhizium anisopliae, ndo ocorreu diferenga significativa (P<0,05) entre os

tratamentos em nenhuma das formas do fungo avaliadas.

Tabela 4 - Viabilidade (%) dp Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar com e sem a adicdo dos fungicidas Benlate® ¢ Derosal® na
concentragdo de 10 pL /L de meio (26 £ 2°C e fotofase de 14h)

Meio de Produto/Formulacio'
Cultura

EP AF WP SC

Beauveria bassiana
BDA 94,1+1,0a 84,9+1,1b 85,6+0,3b 76,2+ 1,5b
BDA+Benlate®  92,7+0,7a  904+08a  89,6+03a  821+1,6a
BDA+Derosal®  94,9+0,4a 86,7+ 1,0 ab 89,9+ 1,9a 85,9+0,3a
C.V. (%) 13 1,9 2,3 2,7

Metarhizium anisopliae
BDA 91,0+0,8a  81,7+02a 540+19a 91,3+0,3a
BDA+Benlate®  89,5+0,7a  79,8+20a  49,7+1,7a 93,609 a
BDA+Derosal®  89,0+0,1a 80,9+ 1,6a 522+1,7a 91,6+ 1,1a
C.V. (%) 1,18 3,19 5,85 1,55

Médias (+EPM) seguidas da mesma letra na coluna, em cada fungo, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey
(P<0,05). 'Produtos a base de Conidios puros (EP), Arroz+fungo (AF), e nas formulagdes P6 molhavel (WP) e

Suspensdo concentrada em 6leo emulsionavel (SC).

Os testes com diferentes concentragdes do fungicida Derosal®, revelaram que nas
concentragdes de 30 uL /L e 60 uL /L a germinagao dos conidios de B. bassiana foi reduzida em
aproximadamente 6% e 8%, respectivamente em relacdo a testemunha (F 3,0 = 8,6; P=0,0026)
(Tabela 5). No caso de M. anisopliae, embora tenham sido observadas diferengas entre os

tratamentos (F 320 = 3,7; P=0,0438), e uma tendéncia de redug¢do na germina¢ao dos conidios em
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funcdo do aumento da concentragio de Derosal®, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre estes tratamentos e o controle.

Tabela 5 - Viabilidade (%) de conidios de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em
meio de cultura BDA com diferentes concentragdes do fungicida Derosal“(26 + 2°C e
fotofase de 14h)

Derosal® Fungos
(nL /L de meio) B. bassiana M. anisopliae
0 922+1,5a 90,4 +2,1ab
10 91,8+0,5a 909+ 1,7a
30 86,1£19b 88,6 = 1,1 ab
60 84,5+1,0b 84,5+09b
F 320, 0,05 8,59 3,67
C.V. (%) 3,02 3,43

Meédias (£EPM) seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (P<0,05).

Desta forma, para analises de viabilidade recomenda-se a adi¢io do fungicida Derosal® ao

meio de cultura na concentra¢ao de 10 uL /L de meio.

2.3.4 Comparacao de dois métodos de avaliacao direta de viabilidade

Comparando-se o método direto desenvolvido no presente trabalho (Novo), com a técnica
de viabilidade direta proposta em Alves e Pereira (1998) (Padrdo), verificaram-se em todos os
produtos avaliados, tanto para B. bassiana quanto para M. anisopliae, menor variacdo nos
resultados quando se utilizou o método Novo, representado pelos valores inferiores do coeficiente

de variagdo (CV) dos ensaios (Tabelas 6 ¢ 7).
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Nos produtos a base de B. bassiana, a menor diferenca encontrada foi para o fungo na
forma de Conidios puros, com CV de 3,1% no método padrdo e 2,8% no Novo, podendo se
considerar neste caso pouca varia¢dao dentro e entre os métodos.

Por outro lado, o coeficiente de variagdo das andlises do produto da empresa D
(Arroz+fungo) pelo método Padrdo (17,6%) € quase trés vezes maior que o encontrado no Novo
(6,7%) (Tabela 6), revelando a grande variacdo existente entre as repeticdes quando se utiliza este
método. As porcentagens de germinacdo determinadas pelo método Novo foram constantes entre
as repeticdes com CV menor do que 7%, exceto para o produto da empresa F (p6-molhavel) que
teve um CV de 17,9%, mas ainda bem menor do que pelo método padrio (29,3%).

Para M. anisopliae, também foi possivel verificar que a variabilidade dos resultados pelo
método Novo ¢ igual ou inferior a variabilidade dos dados do método padrao (Tabela 7). Menores
diferengas entre os métodos foram observadas quando o fungo encontrava-se na forma de
Conidios puros, com CV de 3,25% e 3,21 % para os métodos Padrao e Novo para o produto da
empresa B e 1,4% e 1,1% para os da empresa E, respectivamente. A maior variagdo foi observada
no produto da empresa A (Arroz+Fungo), no qual o CV do método Padrao (21,5%) foi quase sete
vezes maior que no Novo (3,2%).

De maneira geral, para ambos os fungos, os produtos que apresentaram maiores variagdes
nas porcentagens de germinagdo entre as repetigoes, independente da técnica utilizada, foram os
que se encontravam na formulacdo pd-molhavel, sendo os valores mais altos observados na
analise do produto de M. anisopliae da empresa C, com CV de 65,6% no método Padrdo e 65,1%

no Novo. A viabilidade dos conidios neste produto foi extremamente baixa (<1,3%).
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Tabela 6 - Comparagdo entre dois métodos diretos de avaliagdo da viabilidade do fungo
Beauveria bassiana proveniente de diferentes produtos comerciais, na forma de
Conidios puros, Arroz+fungo, P6 molhdvel e Suspensdo concentrada em o6leo
emulsionavel (26 + 2°C, fotofase de 14h)

Origem dos Tipo do Produto/ Método % de Germinacio C.V.

Produtos Formulacao
Padrao 85,9+ 0,85 3,1%
Empresa B Conidios Puros
Novo 89,6 + 0,81 2,8%
Padrio 87,2+ 1,87 6,7%
Empresa B Arroz+Fungo
Novo 86,9 + 0,87 3.2%
Padrio 71,6 £1,09 4,9%
Empresa B P6 molhével
Novo 80,9 + 0,82 3.2%
Suspensio Padrao 85,6 +£ 0,96 4,3%
Empresa B d o
concentrada em o6leo Novo 91,9+ 0,58 2.4%
Padrao 43,2+1,70 12,5%
Empresa C P6 molhavel
Novo 44,8 + 0,76 5,4%
Padrao 33,5+1,52 17,6%
Empresa D Arroz+Fungo
Novo 25,1 £0,43 6,7%
Padrao 32,4+2,45 29,3%
Empresa F P6 molhavel
Novo 15,3 +0,86 17,9%

Meédias (+EPM) referentes as porcentagens de germinagdo obtidas nos dois métodos testados. C.V. = Coeficiente de

variagdo do ensaio.
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Tabela 7 - Comparacdo entre dois métodos diretos de avaliacdo da viabilidade do fungo
Metarhizium anisopliae proveniente de diferentes produtos comerciais, na forma de
Conidios puros, Arroz+fungo, P6 molhdvel e Suspensdo concentrada em o6leo

emulsionavel (26 + 2°C, fotofase de 14h)

Origem dos Tipo do Pro%uto/ Método % de Germinacao C.V.
Produtos Formulacao
Padrao 61,5+34 21,5%
Empresa A Arroz+Fungo
Novo 68,9+ 0,6 3.2%
Padrao 82,5+ 0,8 3,25%
Empresa B Conidios Puros
Novo 79,4 +£0,8 3,21%
Padrao 84,9+ 1,6 5,8%
Empresa B Arroz+Fungo
Novo 89,9 + 0,7 2,6%
Padrao 52,8+ 1,0 6,1%
Empresa B P6 molhavel
Novo 47,9 +0,7 5,3%
Suspensdo Padrio 58,5+0,8 3,6%
Empresa B .
concentrada em 6leo Novo 91,2+0,7 3.0%
Padrio 1,29+0,2 65,6%
Empresa C P6 molhavel
Novo 0,96 £0,2 65,1%
Padrao 62,9 + 0,67 4,2%
Empresa D Arroz+Fungo
Novo 66,6 + 0,6 3.2%
Padrao 94,4+ 0,4 1,4%
Empresa E Conidios Puros
Novo 94,9 +0,3 1,1%
Padrao 90,5 +0,7 2,3%
Empresa E Arroz+Fungo
Novo 92,1+0,5 1,6%

Meédias (+EPM) referentes as porcentagens de germinagao obtidas nos dois métodos testados. C.V. = Coeficiente de

variagdo do ensaio.
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2.3.5 Comparacio dos métodos de viabilidade direta e Unidades Formadoras de Colonia

Verificaram-se para todas as preparacdes de B. bassiana e M. anisopliae grandes
discrepancias entre os dados obtidos nas avaliacdes com o método de viabilidade direta (Novo) e
com a técnica indireta baseada em unidades formadoras de colonias (UFC). Em todos os casos, o
método Novo demonstrou-se mais preciso, com menor variagdo entre as repeticdes nos
experimentos, visto que apresentou valores menores do coeficiente de variagdo dos ensaios
(Tabela 8). No método Novo o CV ndo ultrapassou os 6% em nenhuma das formas dos fungos
testadas, ja no método indireto estes valores foram bastante altos, sendo os maiores valores
encontrados no produto na forma de Conidios puros para B. bassiana (79,1%) e em Suspensao
concentrada em 6leo emulsionavel de M. anisopliae (86,3%).

Para ambos os fungos, as maiores diferengas entre os métodos foram observadas nos
produtos de Suspensdo concentrada em 6leo emulsiondvel, sendo o CV do método de UFC 32
vezes maior que o encontrado no Novo para B. bassiana, € 28 vezes maior em M. anisopliae.

Quando os valores de germinagdo obtidos nos dois métodos foram convertidos em
conidios viaveis/g ou /mL (Tabela 8), em relagdo a quantificacdo realizada previamente em
camara de Neubauer (Hemacitometro), o método UFC revelou resultados inconsistentes. Na
maioria dos casos, este método subestimou a concentracdo de conidios, € em outros casos
apresentou valores maiores que os encontrados na quantificacio total, como foi observado para os
produtos em Conidios puros e Arroz+fungo de M. anisopliae (Tabela 8). Nestas formas do fungo,
comparando-se os valores obtidos na contagem de coldnias com a contagem total realizada
inicialmente, o método UFC apresentou concentracao superior a realizada em hemacitometro.

Os produtos formulados em 6leo emulsiondvel (SC) de ambos os fungos foram os que
tiveram a viabilidade mais subestimada, com valores 54% menores para B. bassiana, ¢ 73%
menores para M. anisopliae. Na formulagdo P6 molhavel estes valores foram 18% menores para
B. bassiana, e 10% menores para M. anisopliae, e os Conidios puros de B. bassiana foram
subestimados em 50%.

Fazendo-se uma correlagdo entre os resultados obtidos em cada método e a quantificagdo
total (por Hemacitometro), o método Novo apresentou correlagdo altamente significativa de 0,987
(P<0.0001), segundo indice de Pearson, enquanto o método de UFC apresentou correlagdo de

0,720 (P=0.044).
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Tabela 8 - Comparacdo dos métodos da viabilidade direta (Novo) e Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) para determinacdo da viabilidade dos fungos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae proveniente de produtos/formulagdes comerciais (26 + 2°C,
fotofase de 14h)

. ~ (1)
Fungo Produto Quantlﬁcaiug:ao Método N° de conidios viaveis A).de ~ C.V.
Total Germinacao
: Novo  82(+0,12)x10"%g  90,7+32  3,2%
Beaur)erta EP 9,1x IOIO/g o
bassiana UFC 3,8 (£1,3) x10°7/g 41+£11,3 79,7%
; Novo 3,2 (£0,06) x10°/g 81,3+1,1 4,3%
Beaur)erta AF 4x10°%/ o .
bassiana UFC 3,3 (£2,8) x107/g 83+79 26,3%
: Novo 3,2 (£0,08) x10%/g 785+1,1  56%
Beau})erm WP 4,1x10%g .
bassiana UFC 2,5 (£1,9) x10°/g 61+11,3 36,8%
. Novo 1,6 (£0,02) x10°/mL 91,9+ 0,6 2,4%
Beaur)erta SC 1.8x1 0%/mL
bassiana UFC 6,9 (£1,7) x10*/mL 38+12,3  77,1%
. Novo 4,9 (0,06) x10'%g  90,9+0,7  3,1%
Mett.zrhlz.lum EP 5,4x10'%/g 0
anisopliae UFC 5,9 (+1,1) x10"/g 109+13,3  50,7%
- Novo 2,1 (£0,03) x10°/g 79,5+ 0,8 3,1%
Mett.zrhlz.lum AF 2,6x10%g .
anisopliae UFC 2,62 (£2,3) x107/g 101 £20,7 28%
. Novo 1,0 (0,01) x10%g  47,9+0,7  53%
Metc.lrhtz.tum WP 1,1x10%g .
anisopliae UFC 1,9 (£2,2) x10°/g 38+8,3 48,9%
.. Novo  1,25(+0,03) x10°/mL  91,2+0,7 3,0%
Mett.zrhlz.lum SC 2.6%10%/mL
anisopliae UFC 1,0 (£0,6) x10°/mL 18+20,7  86,3%

Médias (EPM) apresentadas; C.V. = Coeficiente de variagdo do ensaio. ' Calculo referente a concentragio inicial

obtida em Hemacitometro; Produtos a base de Conidios puros (EP), Arroz+fungo (AF), P6 molhavel (WP) e

Suspensdo concentrada em 6leo emulsionavel (SC).
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2.3.6 Comparacao dos métodos de viabilidade direta e viabilidade por Fluorescéncia

Nos produtos a base de B. bassiana e M. anisopliae em 6leo emulsionavel ndo foi possivel
realizar as avalia¢des pela técnica de fluorescéncia, devido ao problema da solugdo dos corantes
que ndo se mistura adequadamente a estes produtos, ocasionando desuniformidade na coloragdo.
Isto impossibilitou a avaliagdo por esta técnica. Nas demais formas dos fungos testadas a
avaliacdo foi realizada satisfatoriamente, porém para Arroz+fungo e na formulagdo P6 molhavel,
além dos conidios, foi verificado a ocorréncia de outras estruturas coradas que dificultaram a

visualizacdo e a contagem (Figura 2).

Figura 2 — Estruturas coradas com os fluorocromos diacetato de fluoresceina e iodeto de propidio
visualizadas no aumento de 1000x: Situacao ideal de avaliagdo em Conidios puros de
M. anisopliae (A); particula de arroz da formulagcdo P6 molhavel de B. bassiana (B);
estruturas hifais de M. anisopliae (C) e B. bassiana (D) ambos em Arroz+fungo
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Esta maior dificuldade na avaliacdo nao acarretou em aumentos significativos na
variabilidade dos dados, pois a técnica de fluorescéncia nao apresentou em nenhuma das formas
avaliadas valores acima de 6% de CV dos ensaios (Tabela 9). Para os fungos na forma de
Conidios puros e na formulagdo P6 molhavel o método de viabilidade Novo foi ligeiramente mais
preciso, apresentando valores inferiores do CV. No caso de Arroz+fungo para B. bassiana os
valores do CV foram iguais em ambas as técnicas, € para M. anisopliae o método de fluorescéncia

variou menos com CV de 3,6% contra 4,6% do método Novo.

Tabela 9 - Comparagdo dos métodos de avaliagdo da viabilidade direta (Novo) e viabilidade pela
técnica de Fluorescéncia dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (26
+ 2°C, fotofase de 14h)

. % de
Fungo Produto Método o~ C.V.
Germinacao
Beauveria o Novo 93,8 +0,6 2,1%
. Conidios Puros .

bassiana Fluorescéncia 88,5+0,8 3,1%
Beauveria Novo 87,4+0,9 3,5%

. Arroz+Fungo
bassiana Fluorescéncia 83,6 £0,9 3,5%
. Novo 77,7+0,9 3,9%

Beau})erm P6 Molhavel
bassiana Fluorescéncia 73,8+ 1,0 4,3%
Metarhizium 4 Novo 92,8+ 0,8 2,9%

. . Conidios Puros

anisopliae Fluorescéncia 85,8 +1,1 4,2%
Metarhizium Novo 78,0+1,1 4,6%

.. Arroz+Fungo
anisopliae Fluorescéncia 78,7+0,9 3,6%
. . Novo 67,9+1,0 4,6%

M e".”h’l"’.’”m P6 Molhavel
anisopitiae Fluorescéncia 74,4+ 1,3 5,7%

Médias (xEPM) referentes as porcentagens de germinacdo obtidas nos dois métodos testados. C. V. = Coeficiente de

variagdo do ensaio.
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2.4 Discussao

O método proposto para determinagdo da viabilidade de fungos consiste no plaqueamento
de conidios em meio de cultura BDA (preparado em laboratorio), acrescido de antibidtico a 5
mg/L e com o fungicida Derosal® na concentragdo de 10 uL /L de meio. Outros meios de cultura
podem ser usados (exceto Agar-Agua), entretanto, o meio BDA caracteriza-se por ser um meio
simples, barato e de uso amplamente difundido, além de se mostrar bastante translticido depois de
vertido nas placas facilitando a visualizagdo dos conidios. Trabalhos realizados por Francisco et
al. (2006) demonstraram que o BDA foi um dos meios mais adequados para promover a
germinagdo de conidios de fungos entomopatogénicos. A dextrose, amido soluvel e proteinas
disponiveis neste meio possibilitam que mesmo os conidios de alguns isolados que ndo possuem
grandes reservas nutricionais enddgenas, germinem obtendo os nutrientes necessarios a partir do
meio de cultura. Ou seja, meios de cultura mais ricos em nutrientes oferecem melhores condi¢des
para germinagdo dos fungos (ISKANDAROV; GUZALOVA; DAVRANOV, 2006). Ja meios
pobres nutricionalmente, como o meio AA, influenciam negativamente a viabilidade dos fungos
(IBRAHIM; BUTT; JENKINSON, 2002; LANE; TRINCI; GILLESPIE, 1991).

Menor germinacdo de conidios do fungo B. bassiana no meio AA apoés 15h de incubagio
foram observadas por Francisco et al. (2006), corroborando os resultados obtidos aqui para
Conidios puros e também na formulagdo P6 molhavel. No entanto, o que pode ter ocorrido foi
apenas um atraso na germinacdo dos fungos no meio AA. Para isolados de outros fungos
entomopatogénicos foi demonstrado que estes ndo sofrem influéncia na viabilidade quando
cultivados em meios pobres de nutrientes (FRANCISCO et al., 2006), e segundo James (2001)
esta ¢ uma caracteristica diretamente ligada a variagdo genética existente entre isolados. Como em
analises de viabilidade busca-se conseguir a maior germinacdo de conidios uniformemente no
menor tempo possivel, 0 meio AA ndo deveria ser recomendado neste tipo de analise..

A adicdo de 5 mg/L Pentabiotico no de meio de cultura indicada por Alves et al. (1998)
para outros antibioticos, foi suficiente para inibir o crescimento de contamina¢des em todos os
testes realizados, sem influir na viabilidade dos conidios. A recomendagdo da adi¢ao de
antibioticos no meio de cultura para inibir o crescimento de contaminantes nas avaliagdes de
viabilidade ¢ importante principalmente na formulacdao P6 molhavel encontrada no Brasil, por

conter muitos residuos junto ao arroz moido, apresentando com freqiiéncia contaminagdes nas
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placas. Outros antibidticos poderiam provavelmente ser utilizados visto que os compostos
normalmente utilizados como anticontaminantes bacterianos em meios de cultura como
Penicilina, Tetraciclina, Estreptomicina, Eritromicina, Clorafenicol, apresentam acdo bastante
especifica, ligando-se as subunidades dos ribossomos bacterianos e atuando diretamente na
inibi¢do da tradugdo (BLACK, 2002). Por isso, dificilmente podem apresentar alguma influéncia
no processo de germinagao dos fungos entomopatogénicos, que sao organismos eucarioticos.

O fungicida Benlate® (benomyl) tem sido utilizado acrescido ao meio de cultura para
uniformizar a germina¢ao de conidios dos fungos B. bassiana (INGLIS; JOHNSON; GOETTEL,
1996) e M. anisopliae (MILNER; HUPPATZ; SWARIS, 1991). Seu modo de a¢do nos fungos ¢
por meio da inibi¢do de uma das fases do processo de mitose, fazendo com que ocorra
normalmente a formagdo do tubo germinativo, impedindo porém um maior desenvolvimento das
hifas, e consequentemente o crescimento excessivo dos fungos (GOETTEL; INGLIS, 1997). No
entanto, este produto ndo ¢ mais comercializado atualmente, o que torna dificil conseguir o
principio ativo para utilizagdo nas andlises de laboratério. Demonstramos neste estudo que o
fungicida Derosal® (também do grupo quimico Benzimidazol) na concentragio de 10 pL /L, pode
ser utilizado em substituicdo ao Benlate, pois apresentou as mesmas propriedades fungistaticas.
Este produto pode ser encontrado facilmente no mercado e apresenta beneficios nas analises de
viabilidade de fungos (FARIA; HAJEK; WRAIGHT, 2009; MILNER; HUPPATZ; SWARIS,
1991), possibilitando a incubagdo por mais tempo sem gerar dificuldades nas avaliagdes, tornando
possivel uma série de estudos comparativos entre diferentes isolados ou dos mesmos isolados ao
longo do tempo.

Nos testes de viabilidade de B. bassiana nas formulagdes em P6 molhéavel e Suspensao
concentrada em 6leo emulsionavel foi observado que na presenga dos fungicidas a viabilidade foi
maior do que na testemunha sem fungicida. Isto pode ser devido ao fato de que a avaliagdo da
testemunha tenha sido realizada apds 18h, enquanto que nos tratamentos com fungicida o periodo
de incubacgdo foi de 28h. A necessidade de realizar a avaliagcdo em menos tempo na auséncia do
fungicida se deve ao crescimento exagerado das hifas que impede a confirmagdo da germinagao
de cada conidio individualmente pela sobreposi¢do de tubos germinativos e hifas na placa,
prejudicando a visualizagdo e a precisdo das avaliagdes (GOETTEL; INGLIS, 1997). A

possibilidade de incubag¢do por mais tempo na presenga do fungicida permite que a viabilidade
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dos conidios que apresentam germinacao lenta seja confirmada, o que resulta em valores
superiores de porcentagem de viabilidade.

A validacdo do método desenvolvido utilizando-se produtos comerciais a base dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae em diferentes formas e formulagdes comprovou a
aplicabilidade e maior facilidade de sua utilizagdo para analises experimentais ¢ de produtos
microbianos. Um dos principais problemas dos métodos existentes para determinagdo de
viabilidade ¢ a grande variabilidade dos resultados. Por isso, a varidncia e o coeficiente de
variagao dos ensaios foram utilizados como parametro de comparagdo da variabilidade existente
em cada avaliagdo, sem levar em consideragdo os valores de viabilidade. Uma maior porcentagem
de germinagao revelada por um método nao significa que este método seja melhor em relagdo a
outro.

O método desenvolvido no presente trabalho apresentou maior precisdo em todas as
avaliagdes realizadas quando comparado com as técnicas de avaliagdo da viabilidade Padrao e
UFC. Em relagdao ao método Padrao, isto pode ser devido a maior uniformidade na deposi¢ao dos
conidios pela transferéncia da gota da suspensdo na superficie do meio de cultura ndo havendo a
necessidade de escolha de campos para contagem no método Novo, em comparagdo com o
espalhamento mais desuniforme que se consegue com a al¢a de Drigalski. Assim, no momento da
avaliagdo, focando-se qualquer lugar dentro dos campos delimitados na placa Rodac ¢ possivel se
observar relativamente o mesmo espalhamento e condi¢des para avaliagdo. No método Padrdo, o
que ocorre ¢ a distribuicdo ndo uniforme dos conidios com a aglomeragdo em alguns pontos e a
auséncia em outros locais na superficie do meio. A necessidade de se localizar arbitrariamente
pontos com concentracdes de conidios adequadas durante a contagem torna o processo mais
demorado e pode interferir no resultado final da andlise

Em relacdo ao método de UFC, o método Novo apresentou menor variabilidade
principalmente pelo fato de que em UFC o resultado ¢ bastante influenciado por erros na
pesagem. Mesmo utilizando-se uma balanca de precisdo e tomando-se o maximo de cuidado
possivel, pequenas variagdes entre as amostras podem acarretar em grandes diferencas nos
resultados finais. Isto ocorre pois quando se utiliza a técnica de UFC os resultados obtidos s@o
gerados a partir de dados de contagem de colonias possuindo assim muita variagdo entre as

repetigcdes, o que gera imprecisodes e dificuldade na replicabilidade dos dados.
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Uma das limitacdes da técnica de UFC ¢ quanto as analises de produtos formulados,
principalmente em 6leo emulsionavel. Como observado no presente estudo, esta técnica subestima
a concentragcdo final de conidios viaveis neste tipo de produto, provavelmente pelo fato de que
conidios que permanecem unidos apds o plaqueamento formam apenas uma colonia (JENKINS;
GRZYWACZ, 2000; STENTELAIRE et al., 2001). Estudos realizados por Jaronski ¢ Liebmann
(2000) também verificaram este efeito em um produto a base de B. bassiana formulado em 6leo
emulsionavel, o qual teve a concentracdo final de conidios subestimada em 50% pelo método de
UFC. O mesmo problema foi constatado pelos autores para uma formulagcdo em P6 molhavel, cuja
concentragdo final foi subestimada em 58%. No presente trabalho esta formulagdo também teve
sua quantificacdo subestimada pelo método de UFC, tanto para B. bassiana quanto para M.
anisopliae, confirmando os resultados obtidos pelos autores acima citados. Algumas empresas que
comercializam formulac¢des de fungos em P6 molhavel defendem a utilizagdo da técnica de UFC
para analises de viabilidade, pois alegam a existéncia de outras estruturas infectivas nestes
produtos, as quais poderiam vir a formar colonias, mas que ndo sdo constatadas pelo método
direto. No entanto, como ja apresentado, a quantificacdo dos produtos em P6 molhavel teve os
resultados subestimados, ndo sendo verificada a ocorréncia destas estruturas infectivas. Desta
forma, ndo se recomenda a utilizagcdo do método de UFC para analises de viabilidade de produtos
puros ou formulados. O uso de UFC ¢ 1til apenas para avaliagdes experimentais quando o fungo
se encontra em substratos como solo por exemplo (KESSLER et al, 2004; SHIMAZU;
MAEHARA; SATO, 2002), pois neste caso a técnica de avaliagdo direta ndo poderia ser aplicada.

A técnica de fluorescéncia foi bastante precisa para a avaliagdo de Conidios puros dos
isolados avaliados de B. bassiana e M. anisopliae, corroborando as recomendacdes feitas por
outros autores (FIRSTENCEL; BUTT; CARRUTHERS, 1990; SCHADING et al., 1995). No
entanto, apesar de demonstrar pouca variacdo também para Arroz+fungo e P6 molhavel, a
avalia¢do destes produtos se mostrou muito mais laboriosa do que quando realizada pelo método
Novo. Outras particulas existentes nos produtos sdo coradas dificultando a visualizagcdo e a
distin¢do entre os conidios viaveis e inviaveis. Para os produtos em 6leo emulsiondvel de ambos
os fungos a avaliacdo utilizando-se os fluorocromos nao foi possivel, pois o 6leo dificultou a
mistura do corante possivelmente impossibilitando a penetragdo deste na maioria dos conidios.

Assim, nao se recomenda utilizar o método de fluorescéncia para analises de produtos formulados
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ou que contenham muitos residuos de produgao. Além disso, para sua utilizagdao os fluorocromos
requerem um maior cuidado na manipulagao, pois sdo bastante toxicos.

De maneira geral, as maiores dificuldades sdo encontradas nas analises de viabilidade de
produtos formulados em o6leo. Principalmente para espécies que possuem conidios redondos e
pequenos (como B. bassiana por exemplo), pois o 6leo pode formar mintsculas gotas na
superficie do meio de cultura, as quais sao dificeis de se distinguir de conidios ndo germinados
(GOETTEL; INGLIS, 1997). Além disso, alguns conidios podem ficar contidos dentro de gotas
maiores formadas pelo 6leo ndo entrando em contato com o meio de cultura, o que pode atrasar ou
até mesmo inibir o inicio do processo germinativo. Quando o produto em 6leo se encontra diluido
em agua antes do tratamento no campo, a chamada suspensdo de aplicacdo, esta avaliagao da
viabilidade se torna ainda mais dificil. Apds o contato com a 4gua e formagdo da emulsdo,
agravado pela hidrofobicidade particular de cada fungo, o 6leo se desfaz em minusculas goticulas,
sendo que os problemas ja citados anteriormente para o produto puro em oOleo s3o mais
acentuados neste caso.

Por isso, o método Novo apresenta vantagens em relacdo aos demais, pois considera as
caracteristicas de cada formulacdo. A etapa principal ¢ a remogao de grande parte do 6leo antes do
plaqueamento, que facilita a visualizagdo dos conidios no momento da avaliagdo. No caso da
viabilidade da suspensao de aplicagdo, este método se mostra inédito, pois ndo existem protocolos
ou recomendacdes na literatura para analises desta natureza.

Outros beneficios da utilizacdo do método desenvolvido em relagdo aos demais métodos
testados ¢ a economia de meio de cultura e de espaco fisico devido ao menor tamanho da placa
utilizada para avaliagdo. No método Padrao utiliza-se trés vezes mais meio em cada repeticao, e
no caso de UFC, além do maior tempo de incubagdo (de 5 a 10 dias), a quantidade de meio ¢ de
quatro a cinco vezes maior do que a utilizada no método Novo. Extrapolando-se para a realidade
encontrada na rotina dos laboratérios de produgdo e de pesquisas com entomopatdgenos, a soma
desta economia em todos os aspectos pode ser bastante significativa.

Os resultados apresentados demonstram que o método desenvolvido para determinagdo da
viabilidade de conidios de fungos entomopatogénicos puros ou em produtos formulados ¢ efetivo,
de facil execugdo e em geral apresenta maior precisdo do que as outras técnicas avaliadas. Além

disso, a técnica para determinacao de viabilidade em suspensao de aplicagdo constitui-se com uma
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ferramenta importante para estudos da influéncia de fatores bidticos e abioticos no periodo de pré-

aplicacdo dos fungos em campo.
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3 EFEITO DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE EXPOSICAO NA VIABILIDADE E
VIRULENCIA DOS FUNGOS BEAUVERIA BASSIANA E METARHIZIUM ANISOPLIAE
NA FORMA DE CONIDIOS SECOS NAO FORMULADOS E FORMULADOS

Resumo

A influéncia da temperatura ¢ do tempo de exposi¢do das suspensdes de aplicacdo de
conidios de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae na viabilidade e viruléncia dos fungos
foi determinada em condi¢des de laboratorio. Os fungos foram usados na forma de Conidios
puros, Arroz+fungo e nas formulagdes P6 molhavel e Suspensdo concentrada em 6leo
emulsionavel. As suspensdes foram mantidas a 26°C, 36°C e 46°C, durante 1h, 4h e 6h. Em cada
experimento, foram preparadas 4 suspensdes independentes (repeti¢des) dos produtos, as quais
foram distribuidas em tubos de centrifuga e incubadas nas respectivas temperaturas durante os
periodos citados.Amostras das suspensdes foram entdo plaqueadas para avaliacao da viabilidade,
e também pulverizadas em lagartas de Diatraea saccharalis afim de se avaliar a viruléncia dos
fungos. Em outro experimento compararam-se os efeitos da temperatura na viabilidade de
conidios puros e formulados em o6leo emulsionavel, obtendo-se curvas de sobrevivéncia de
conidios. Verificou-se que de maneira geral, o aumento da temperatura afetou negativamente a
germinagdo ¢ eficiéncia dos fungos testados, e este aumento foi proporcional ao tempo de
exposicdo as temperaturas. A formulacdo em 6leo emulsiondvel apresentou protecdo aos efeitos
detrimentais da temperatura. Mesmo apds 6h de exposi¢ao a temperatura de 36°C a viabilidade se
manteve acima dos 85% para ambos os fungos avaliados. Esta formulagdo também apresentou os
melhores resultados de mortalidade dos insetos, atingindo mesmo ap6s 4h de exposicao a 46°C
39% e 50% de eficiéncia para B. bassiana e M. anisopliae, respectivamente. O fungo M.
anisopliae demonstrou-se mais sensivel a temperatura do que B. bassiana, apresentando maiores
reducdes na viabilidade dos conidios (apds 12h de exposi¢do a 36°C a viabilidade dos conidios
puros foi reduzida em 13%, contra 5% de reducdo em B. bassiana). Os resultados demonstraram
que a formulacdo em 6leo emulsionavel de ambos os fungos é recomendavel para o controle de D.
saccharalis, pois protege os fungos dos efeitos adversos da temperatura resultando em maiores
mortalidade do que as outras formas dos fungos avaliadas.

Palavras chave: Diatraea saccharalis; Fungos entomopatogénicos; Formulacdo em oleo; Po
molhavel.

EFFECT OF TEMPERATURE AND TIME OF EXPOSURE ON THE VIABILITY AND
VIRULENCE OF BEAUVERIA BASSIANA AND METARHIZIUM ANISOPLIAE IN
DRIED UNFORMULATED CONIDIA AND FORMULATED CONIDIA

Abstract

The influence of temperatures and time of exposure on viability and virulence of
suspensions of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae were evaluated under laboratory
conditions. The fungi were used as pure conidia, Rice plus fungus, in wettable powder and
emulsifiable oil formulation. Conidia suspensions were maintained at 26°C, 36°C and 46°C for
lh, 4h and 6h. Four independent suspensions (repetitions) were prepared in each experiment
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which were placed in centrifuge tubes and incubated under the respective temperatures during the
periods cited. Aliquots of suspensions were then plated to determine viability, and were also
sprayed onto larvae of Diatraea saccharalis in order to evaluate the fungi virulence. In another
experiment, the effects of temperature on the viability of pure dry conidia and formulated conidia
in emulsifiable oil were compared. In general, the temperature increase negatively affected the
germination and fungi efficiency, and this relationship was proportional to the duration of
exposure to temperature. The emulsifiable oil formulation was the least affected by the
detrimental effects of heat for both fungi. Even after 6 hours of exposure to temperature of 36°C,
the viability remained above 85% for both species evaluated. This formulation also showed the
best results of mortality the insect, and even after 4h of exposure to 46°C the efficiency was 39%
and 50% for B. bassiana M. anisopliae, respectively. M. anisopliae was more sensitive to the
effect of temperature than B. bassiana, presenting greater reductions on the conidial viability
(after 12h of exposure to 36 ° C the viability of pure conidia was reduced by 13% compared to 5%
reduction in B. bassiana). The results showed that the formulation in emulsifiable oil of both
fungi is recommended for control of D. saccharalis, because it protects the fungi from the adverse
effects of temperature resulting in higher mortality than other forms of fungi tested.

Keywords: Diatraea saccharalis; Entomopathogenic fungi; Oil formulation; Wettable powder

3.1 Introducao

Embora os fungos entomopatogénicos tenham grande potencial como agentes de controle
biologico, poucas espécies tém sido produzidas e utilizadas em escala comercial (LACEY;
GOETTEL, 1995). Dentre os produtos existentes ou que estdo atualmente em desenvolvimento,
destacam-se aqueles a base dos fungos Beauveria bassiana (Bals.) (Ascomycota:
Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metsch.) (Ascomycota: Clavicipitaceae), os quais sao
os agentes de controle microbiano mais utilizados na América Latina, representando juntos mais
de 60% deste mercado (ALVES et al.; 2008; FARIA; WRAIGHT, 2007).

Para aumentar a eficiéncia destes patogenos e o seu desempenho sob condigdes ambientais
adversas, melhorando consequentemente sua aceitacao por parte dos produtores, algumas medidas
podem ser adotadas (LACEY et al., 2001). A formulagdo dos fungos pode trazer estes beneficios,
pois além de facilitar a aplicagdo, pode aumentar a vida 1til de prateleira (pré-preparacdo) e a
persisténcia no ambiente (HONG et al., 2005; WRAIGHT; JACKSON; DEKOCK, 2001).

Estes ganhos em protecao sao muito importantes, pois apesar da boa eficiéncia apresentada
pelos fungos entomopatogénicos, sua eficicia em campo ¢ extremamente dependente das

condi¢des ambientais (ALVES, 1998; ZIMMERMAN et al., 1982). Muitos fatores abioticos
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podem afetar a sobrevivéncia e a capacidade infectiva destes fungos, sendo que a radiagao solar,
umidade relativa e temperatura sdo consideradas os mais importantes (BUGEME et al., 2008;
INYANG et al, 2000).

Por este motivo, varios estudos foram realizados para determinar os efeitos de fatores
abidticos nos parametros biologicos dos fungos B. bassiana e M. anisopliae em condi¢des de
laboratorio e campo (BRAGA et al., 2001; BROOKS et al., 2004; BUGEME et al., 2009;
HUANG; FENG, 2009; LAZZARINI, ROCHA; LUZ, 2006, MOORE; HIGGINS; LOMER,
1996; PERFETTI; MORENO; QUINTERO, 2007; RANGEL; ALSTON; ROBERTS, 2004;
SOSA-GOMEZ; ALVES, 2000; THOMPSON; BRANDENBURG; ARENDS, 2006;YEO et al.,
2003;).

Dentre as formulagdes existentes, a formulagdo em o6leo ¢ a que tem apresentado os
melhores resultados de protecdo para os fatores ja citados, principalmente para a radiagdo solar
UV (ALVES; BATEMAN; PRIOR, 1998; HEDIMBI et al., 2008; INGLIS; GOETTEL,;
JOHNSON, 1995; MOORE et al., 1993) e para temperatura (DAOUST; WARD; ROBERTS,
1983; McCLATCHIE et al., 1994; STARTHERS; MOORE; PRIOR, 1993). Porém, nos trabalhos
existentes na literatura esta protecdo a temperatura tem sido estudada somente ao nivel de
armazenamento na forma de produtos puros formulados em 6leo, e ndo quando estes se encontram
misturados na agua para aplicagdo simulando as condigdes encontradas no campo durante o
tratamento da lavoura. . Em condi¢des tropicais, durante a primavera e verdo quando se
concentram as aplicacdes de micoinseticidas, sdo comuns temperaturas acima dos 30°C. A
temperatura no tanque de preparacdo exposto ao sol por periodos prolongados, pode atingir
valores muito elevados, inviabilizando os conidios, embora isto ainda nao tenha sido quantificado.

Desta forma, faz-se necessaria a realizagdo de estudos que determinem o efeito da
temperatura sobre a efetividade destes fungos entomopatogénicos, quando a suspensdo de
aplicagdo ja esta preparada. O tempo em que o fungo fica suspenso antes da aplicagdo também
pode interferir indiretamente, pois os conidios ficam mais expostos as condi¢des de temperatura
que estdo submetidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura no
periodo de pré-aplicacdo na eficacia dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae

formulados ou ndo.
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3.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Patologia e Controle Microbiano de
Insetos no setor de Entomologia e Acarologia da ESALQ-USP. Os isolados dos fungos
entomopatogénicos utilizados no trabalho foram: ESALQ-PL63 de B. bassiana e ESALQ-1037 de
M. anisopliae, produzidos e fornecidos pela empresa Itaforte Bioprodutos®, nas formas de
Conidios Puros (EP) e Arrozt+fungo (AF), e também nas formulagdes P6 molhavel (WP) e
Suspensdo concentrada em o6leo (vegetal) emulsionavel (SC), oriundos de um mesmo lote de
producdo, para cada fungo, sendo armazenados em freezer a -15°C, com exce¢ao dos formulados
em o6leo que foram mantidos at¢ o momento da utilizacdo em geladeira a 4°C. Para todos os
produtos a umidade dos conidios foi medida logo apds a producdo, com o auxilio de um medidor

portatil Hygron DG (Gehaka), sendo padronizada em aproximadamente 7%.

3.2.1 Efeito do periodo de exposicio e da temperatura na viabilidade e viruléncia da

suspensao de aplicacio (“calda”) de diferentes produtos/formulacoes

A viabilidade dos conidios e a mortalidade ocasionada por estes em lagartas de D.
saccharalis foram utilizadas como parametros de avaliagdo da influéncia do periodo entre a
preparacdo da suspensdo e a aplicacdo e da temperatura na eficiéncia dos fungos B. bassiana e M.
anisopliae. Para cada um dos produtos/formulagdes foi realizado um experimento independente
totalizando 8 experimentos.

Foram tomadas amostras independentes dos produtos preparando-se quatro suspensoes de
1,25><108 conidios/mL (repeti¢des) distintas de 500 mL, em solucdo de 0,05% Tween 80 a 22°C.
As suspensdes foram preparadas em frascos tipo Schott (de 1000 mL), homogeneizando-se
vigorosamente por 20 min., sendo posteriormente, divididas em tubos plésticos de 50 mL (Falcon)
os quais foram incubados em estufas tipo B.O.D. (24h fotofase) sob as temperaturas de 26 + 1°C,
36 £ 1°C e 46 + 1°C, por zero, 1, 4 e 6h, totalizando 40 tubos (12 por temperatura + 4 do tempo
Z€r10).

As avaliagdes consistiram na retirada de amostras independentes e as suspensdes que
continham Conidios puros, Arroz+fungo ¢ P6 molhavel foram plaqueadas para determinagdo da

viabilidade como descrito no item 2.2.1, fazendo-se 3 placas por tubo, sendo 12 para cada
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temperatura/tempo, incubando-se por 28h em B.0O.D. (26 + 2°C, fotofase de 14h) até a avaliagao.
Nas suspensdes que continham a formulagdo em oOleo emulsiondvel foram adotados os
procedimentos descritos no item 2.2.3 antes do plaqueamento.

A cada periodo de avaliagdo, utilizando-se uma Torre de Potter (Burkard Manufacturing;
calibrada a 15 Ib pol-2), uma amostra de 2 mL de cada suspensdo foi pulverizada em grupos de
50 lagartas de terceiro instar, e estas foram divididas em 5 repeticdes de 10 lagartas para cada
tratamento. As lagartas de Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera: Crambidae) utilizadas nos
bioensaios foram obtidas a partir da criagdo mantida no mesmo laboratorio, em dieta artificial
(HENSLEY; HAMMOND, 1968), estando esta isenta de contaminagdes por microsporidios
(Nosema sp.; Microsporidia: Nosematidae). Na testemunha foi pulverizado apenas a solugdo de
Tween 80, e a testemunha dos experimentos com SC as lagartas foram pulverizadas com esta
solucdo acrescida da mesma quantia de dleo existente no tratamento. Passados 2 min. apos a
pulverizacao, as lagartas foram transferidas para placas de petri de plastico (60%15 mm) contendo
papel filtro na tampa e dieta para alimentacdo (a mesma da criacdo, porém isenta de
anticontaminantes), incubando-se em B.O.D. (26 + 2°C, fotofase de 14h).

Diariamente, foi realizada a troca da dieta e a avaliacdo da mortalidade durante 10 dias
para B. bassiana, e 12 dias para M. anisopliae, sendo as lagartas mortas colocadas em camara

umida para confirmacao do agente causal.

3.2.2 Curva de sobrevivéncia ao longo do tempo dos fungos B. bassiana e M. anisopliae na

forma de conidios puros ou formulados em 6leo emulsionavel

Com base nos resultados obtidos no experimento anterior, foi desenvolvido outro estudo
mais detalhado para avaliar a perda de viabilidade dos fungos B. bassiana e M. anisopliae na
formulagdo de Suspensdo concentrada em 6leo emulsionavel em comparagao com Conidios puros.

Os tratamentos foram mantidos durante 12h de incubagdo, sob as temperaturas de 26 +
1°C, 36 £ 1°C e 46 + 1°C. Assim, para cada fungo foram preparadas quatro diferentes suspensdes
(repeticdes) de amostras independentes dos produtos, As suspensdes foram feitas em solugao de
0,05% de Tween 80 a 22°C, as quais foram divididas em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e
incubadas nas respectivas temperaturas em estufas tipo B.O.D. (24h de fotofase) monitorando-se

as temperaturas com um Data Logger Perceptec® modelo DHT-2220. Para as temperaturas de 26
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e 36°C as avaliagdes foram realizadas apos zero, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 e 12h. Para as
suspensoes incubadas a 46°C, realizaram-se as avaliagdes apos zero, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 5,
7,9 e 12h, sendo preparada uma placa por tubo em cada periodo de avaliacao.

Em cada avaliacdo, as suspensdes foram plaqueadas e avaliadas conforme descrito no item
2.2.1. As suspensdes que continham a formulagdo SC passaram pelos passos descritos no item

2.2.3.
3.2.3 Analises estatisticas

Os experimentos do item 3.2.1 foram realizados no delinecamento experimental
inteiramente aleatorizado, em um arranjo fatorial (3%x3), e os dados analisados pelo teste F,
comparando-se as médias entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) na presenca de interagdo. As
médias obtidas no tempo zero foram comparadas as demais por contrastes ortogonais (P<0,05), e
a correlacdo entre os parametros viabilidade de conidios e mortalidade ocasionada em lagartas foi

obtida pelo indice de Pearson (P<0,05).

Os dados de mortalidade obtidos foram transformados por arcsen+/x/100 , sendo que para
M. anisopliae utilizou-se a mortalidade confirmada, e para B. bassiana a mortalidade avaliada foi
a total devido ao alto indice de canibalismo de lagartas mortas pelo fungo. Neste caso a
mortalidade foi corrigida pela formula de Schneider-Orelli (ALVES et al, 2005). Os
experimentos do item 3.2.2 foram realizados no delineamento experimental inteiramente
aleatorizado, fazendo-se a andlise de regressdo dos dados. Todas as andlises foram feitas com o

programa estatistico SAS (SAS, 2003).

3.3 Resultados

3.3.1 Efeito do periodo de exposicio e da temperatura na viabilidade e viruléncia da

suspensio de aplicacdo do fungo Beauveria bassiana.

A temperatura e o tempo de exposi¢ao influenciaram significativamente a viabilidade dos

conidios de B. bassiana em todas as formas testadas (Tabela 1).
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O fungo na forma de Conidios puros nao sofreu redugdo na viabilidade apos 1h de
exposicao a 26°C e 36°C. Apos 6h, mesmo apresentando reducao a viabilidade se manteve com
valores consideravelmente altos, de 94,2% inicialmente caindo para 90% a 26°C e 87,6% a 36°C.

Em Arroz+fungo somente o tratamento exposto por 1h a 26°C ndo apresentou diminui¢ao
significativa da germinagdo, mantendo-se com 88,2% contra 90,5% da viabilidade inicial.

No caso da formulagdo P6 molhével, todas as temperaturas reduziram a viabilidade do
fungo ja com 1h de exposicdo. A temperatura de 46°C foi a que apresentou o maior efeito sobre a
germinagao para Conidios puros, Arroz+fungo e P6 molhével, reduzindo a viabilidade apds 6h de
exposicao para 1,2 %, 4,9% e 1,1% respectivamente.

A formulacdao em o6leo emulsionavel nao teve a viabilidade reduzida mesmo apos 4h e 6h
de exposicdo as temperaturas de 26°C e 36°C, revelando a protegdo oferecida por esta formulagado
aos efeitos da temperatura na sobrevivéncia dos conidios. A 46°C a reducdo ocorreu somente apds
4h, tendo a viabilidade atingido os 30,7% com 6h de incubacdo, valores estes muito maiores do
que os observados nas outras formas do fungo testadas

Nas anélises de comparacdes entre as temperaturas e os tempos de exposi¢ao (1h, 4h e 6h)
verificou-se interacdo significativa entre estes fatores em todas as formas do fungo avaliadas (EP
Fs 27 =2904,3; P<0,0001; AF Fg »7 = 667,4; P<0,0001; WP Fg »7 = 927,7; P<0,0001; SC Fs 27 =
113,6; P<0,0001).

Os resultados desta analise seguiram a mesma tendéncia apresentada nas comparagdes
com a viabilidade inicial realizada por contrastes. Dentre as informac¢des complementares
constatadas, ressalta-se que as suspensdes de todas as formas/formulacdes mantidas por 1h nas
trés temperaturas ndo apresentaram diferencas significativas na viabilidade entre si. Ou seja, se
uma aplicagdo no campo com o fungo em uma das formas testadas demorard lh, o efeito na
viabilidade torna-se indiferente se a temperatura estiver entre 26°C e 46°C.

Nas analises a protecdo a temperatura oferecida pela formulagdo em 6leo emulsionavel foi
confirmada, pois nao se observou diferenca significativa entre os diferentes periodos de exposi¢ao

nas temperaturas de 26°C e 36°C (F»,9 = 1,94, P=0,1632; F ¢ = 2.65, P=0,0892, respectivamente).
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Tabela 1 - Viabilidade (%) de suspensdes de Beauveria bassiana mantidas em diferentes
temperaturas por 1, 4 e 6 horas

o o
Fungo Tempo Viabilidade (%)
26°C 36°C 46°C
0 94,2 £ 0,5
. 1h 93,1+0,1Aa™ 932+0,5Aa™ 913+04Aa
Conidios puros
4h 91,9+ 0,1 ABa 87.8+1,1Bb 0,8+02Bc
6h 90,0+ 0,4Ba 87.6+0,7Ba 1,2+0,6Bb
0 90,5+ 0,3
1h 882+0,6Aa™ 87.8+0,6Aa 85.8+0,5Aa
Arroz+fungo
4h 86,3+09A a 81,0£0,9Bb 162+14Bc¢
6h 82,5+08Aa 80,6+ 1,4Ba 49+04Chb
0 89,4+ 0,8
1h 873+04Aa 875+12Aa 86,7+ 0,6 Aa
P6 molhavel
4h 84.8+0,9 AB a 79,5+0,7B b 27+04Bc
6h 820+ 1,5Ba 70,7+ 0,6 Cb 1,L1+04Bc
0 90,0 + 1,2
Suspensio 1h 92,0+05Aa™ 914+0,6Aa™ 902+12Aa™
concentrada em
6leo emulsionavel 4 h 90,5+0,7Aa™ 862+19Aa™ 37,4+24Bb
6h 875+06Aa™ 878+0,7Aa™ 30,7+3,4Bb

Médias (+EPM) seguidas da mesma letra mintiscula na linha e maitscula na coluna, em cada preparagdo do fungo,
ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (P<0,05). ™ Néo apresentam diferenga significativa em relagdo ao
tempo zero, segundo comparagdes individuais por contrastes ortogonais (P<0,05); todas as outras compara¢ao foram
significativas em relacdo ao tempo zero. Coeficiente de variagdo dos ensaios (EP=1,5%; AF=2,5%; WP=2,6%;

SC=4,3%).
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A temperatura, principalmente 46°C, e o tempo de exposi¢ao influenciaram a mortalidade
total ocasionada em lagartas de D. saccharalis pelo fungo B. bassiana em todas as formas testadas
(Tabela 2). O fungo na forma de Arroz+fungo apresentou piores resultados em detrimento aos
encontrados em Conidios puros, P6 molhavel e Suspensdo Concentrada em 6leo emulsionavel.
Diferentemente das demais preparagdes do fungo, em Arroz+fungo a 26°C a mortalidade foi
reduzida apoés 6h de exposicio, de 69,5% para 48,4%. A 36°C a reducdo ocorreu logo as 4h de
exposi¢do. Para todas as formas do fungo testadas a temperatura de 46°C sé ndo reduziu a
eficiéncia do fungo nos tratamentos com lh de exposicao.

Nas andlises de comparagdes entre as temperaturas e os tempos de exposi¢ao (1h, 4h e 6h),
em todas as diferentes preparacdes constataram-se interacdes significativas entre os fatores (EP
Fs 27 =6,08; P=0,0013; AF Fg 27 = 3,63; P=0,0171; WP F3 »7 = 4,7; P=0,0052; SC Fg 7 = 8,45;
P=0,0001).

Quando submetidas a 26°C e 36°C por até 6h, ndo foram observadas diferencas na
mortalidade ocasionada nas lagartas em nenhuma das diferentes formas do fungo testadas. Apenas
na temperatura de 46°C, em todos os casos, foi verificada redugdo significativa apds os periodos
de 4h e 6h de exposi¢do em relagdo a 1h.

Nao foi observado um efeito substancial das diferentes formulagdes no aumento da
resisténcia a temperatura, entretanto, as porcentagens de mortalidades observadas nas aplicacdes
da formulacdo em o6leo emulsionavel foram relativamente superiores aquelas encontrados nos
tratamentos com outras formulacdes. Mesmo apds 4h de incubagdo a 46°C obtiveram-se valores
préximos aos 40% de eficiéncia, e no mesmo periodo a 36°C a eficiéncia foi de aproximadamente
90%.

As correlagdes entre a viabilidade do fungo em cada preparagdo e a mortalidade causada
nos insetos respectivamente, foram significativas para todos os produtos segundo o indice de
Pearson (EP=0911, P=0,0002; AF=0,747, P=0,0130; WP=0,925, P=0,0001; SC=0,951,
P<0,0001), demonstrando que a relagdo positiva entre as variaveis. Porém, observa-se que valores
extremamente baixos de viabilidade podem resultar em porcentagens de mortalidade
consideraveis, como por exemplo, na suspensdo de Conidios puros do tratamento incubado a 46°C
por 4h, a qual apresentou em média 0,8% de viabilidade (Tabela 1) ¢ 18,4% de mortalidade nos
bioensaios (Tabela 2). Em contrapartida, a viabilidade apresentada em Arroz+fungo a 46°C no

mesmo periodo foi de 16,2% em média, causando 18,5% de mortalidade.
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Tabela 2 - Mortalidade (%) total de lagartas de Diatraea saccharalis causada por suspensoes de
conidios de Beauveria bassiana que foram incubadas por 1, 4 e 6 horas em diferentes

temperaturas
M li °
Fungo Tempo ortalidade (%)
26°C 36°C 46°C
0 61,7+4.,8
lh 71,9:|:4,8Aan5 59,2i5,8AanS 48,9:!:5’8Aans

Conidios puros

4h 796+58Aa™  515+13,1Aa™ 184+4,1Bb
6h 56,6 +8,5Aa™ 439+65Aa 0,0-0,0Bb
0 69,5+ 5,7
1h 713+32Aa™ 51,L1£87Aa™ 70,1+85Aa™
Arroz+fungo
4h 538+75Aa™ 40,2+ 8,7 A ab 18,5+29Bb
6h 484+75Aa 348+ 4,1 A ab 10,3+48Bb
0 85,0 £ 6,5
1h 65,087 Aa™ 725+25Aa™  650+65Aa™
P6 molhavel
4h 750+65Aa™ 550+87Aa™ 25,0+65Bb
6h 750+104Aa™  450+65A ab 150+29Bb
0 100,0 + 0,0
Suspensio 1h 972+25Aa"™ 91,7+4,8Aa™ 889+41Aa™

concentrada em
oleo emulsionavel 4h

6h

79,779 Aa™
833+6,5Aa™

889+58Aa™
69,4+ 63Aa

38,9+ 104Bb
155+29CbH

Meédias (£tEPM) seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna, em cada preparacdo do fungo,
ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (P<0,05). ™ Nao apresentam diferenga significativa em relagdo ao
tempo zero, segundo comparagdes individuais por contrastes ortogonais (P<0,05); todas as outras compara¢ao foram
significativas em relacdo ao tempo zero. Para analise, a mortalidade foi corrigida pela formula de Schneider-Orelli.

Coeficiente de variacdo dos ensaios (EP=12,3%; AF=11,1%; WP=13,0%; SC=16,5%).
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3.3.2 Efeito do periodo de exposicio e da temperatura na viabilidade e viruléncia da

suspensio de aplicacdo do fungo Metarhizium anisopliae.

A temperatura e o tempo de exposic¢do influenciaram significativamente a viabilidade dos
conidios de M. anisopliae em todas as formas testadas (Tabela 3). Na forma de Conidios puros,
somente no tratamento mantido por 1h a temperatura de 26°C ndo ocorreu reducao na viabilidade.
Nos mantidos por 4h e 6h a 26°C e em todos os periodos de exposi¢do das temperaturas de 36°C e
46°C houve diminui¢do da viabilidade dos conidios. Em Arroz+fungo, as temperaturas de 26°C,
36°C e 46°C reduziram significativamente a viabilidade inicial do fungo apos 1h de exposicdo,
caindo de 78,4% para 73,6%, 69,7% e 63,1%, respectivamente. Para o fungo na formulagdo Po
molhavel, nenhuma temperatura ocasionou queda na porcentagem de germinacdo apdés lh de
exposicao.

A exemplo do verificado em B. bassiana, a protegdo conferida pela formulagio em 6leo
emulsionavel aos efeitos da temperatura sobre a germinagdo dos conidios foi expressiva. Sob a
temperatura de 46°C detectou-se redugdo na viabilidade inicial de 92,8% somente apds os
periodos de 4h (47%) e 6h (22,5%) de exposicao.

Nas comparagdes entre as temperaturas ¢ os tempos de exposi¢ao (1h, 4h e 6h) do fungo
M. anisopliae também ocorreu interacdo significativa nas analises entre os fatores para EP (Fg, 27
= 886,84; P<0,0001), AF (Fg, »7 = 348,0; P<0,0001), e nas formulagdes WP (Fs .7 = 752,11;
P<0,0001) e SC (F3g, 27 = 24,33; P<0,0001). Por meio desta andlise foi possivel observar, em cada
preparacdo do fungo, diferencas entre os periodos de avaliagdo, constatando-se que de maneira
geral quanto menor a temperatura € o tempo de exposi¢do, maior a viabilidade (entre linhas e
entre colunas, Tabela 3).

Em todas as formas do fungo avaliadas a maior influéncia sobre a viabilidade foi
observada nos periodos de 4h e 6h de exposicao a temperatura de 46°C. Vale salientar que para
formulacao em o6leo emulsiondvel, devido a protecao ja comentada anteriormente, nao foi possivel
observar diferencas estatisticas nas redugdes de viabilidade nas temperaturas de 26°C e 36°C (F, 9
= 0,08, P=0,9188; F, ¢ = 0,14, P=0,8702, respectivamente) entre nenhum dos periodos avaliados.
Na temperatura de 46°C, ap6s 4h de exposicao os valores de viabilidade mantiveram-se proximos

aos 50%, evidenciando que mesmo em temperaturas mais elevadas este efeito pode ser observado.
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Tabela 3 - Viabilidade (%) de suspensdes de Metarhizium anisopliae mantidas em diferentes
temperaturas por 1, 4 e 6 horas

o .
Fungo Tempo Viabilidade (%)
26°C 36°C 46°C
0 93,7 +0.,8
. 1h 927+04Aa™ 89,9+ 0,7 A ab 86,1+ 1,1 Ab
Conidios puros
4h 89.1+03Aa 753+0,7Bb 1,12+04 B¢
6h 83.4+08Ba 673+1,7Bb 0,7+ 0,1 B¢
0 78,4+ 0,3
1h 73.6+09Aa 69,7+0,4 A a 63,1+1,5ADb
Arroz+fungo
4h 72,4+1,1 ABa 61,5+1,7Bb 2,0+03B¢
6h 68,6 +0,9B a 56,5+0,9Cb 0,55+0,1 B¢
0 63.2+0,7
. . 1h 65,1 +0,6 A a 642+07Aa™ 62,7+0,6 Aa™
Po molhavel
4h 595+0,6Ba 53.8+0,6Bb 0,6 = 0,4B ¢
6h 483+0,7Ca 434+08Chb 0,0+0,0Bc
0 92,8 +0,3
Suspensio 1h 913+13Aa™ 88,8+0,6Aa™  879+0,8Aa™

concentrada em
6leo emulsionavel 4h 90,1 £ 0.8 Aa™ 892+03Aa™ 47,0+10,6 Bb

6h 89,1 £0,6 Aa™ 86,6 t13Aa™ 225+28Cb

Médias (+EPM) seguidas da mesma letra mintiscula na linha e maitscula na coluna, em cada preparagéo do fungo,
ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (P<0,05). ™ Nao apresentam diferenga significativa em relagdo ao
tempo zero, segundo comparagdes individuais por contrastes ortogonais (P<0,05); todas as outras compara¢ao foram
significativas em relagdo ao tempo zero. Coeficiente de variagdo dos ensaios (EP=2,7%; AF=3,8%; WP=2,7%;

SC=9,8%).

A temperatura, principalmente 46°C, e o tempo de exposi¢do influenciaram a mortalidade
ocasionada em lagartas de D. saccharalis pelo fungo M. anisopliae (Tabela 4). Ocorreu queda
significativa da mortalidade ocasionada por Conidios puros de 88,5% para 72,5% apos 6h de

exposicao a 26°C. Nas demais formas do fungo testadas a viabilidade ndo foi reduzida nesta
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temperatura. Apos 6h de exposi¢do a temperatura de 36°C a formulacdo P6 molhavel teve a
eficiéncia reduzida pela metade, de 42,5% para 22,5%. Estas diferengas ndo foram detectadas pela
analise de interagdo realizada, e auxiliam a compreender melhor os efeitos destas temperaturas
sobre a eficiéncia do fungo.

Em todas as formas do fungo testadas verificou-se intera¢do significativa entre a
temperatura e o tempo de exposicao (EP Fs »7 = 6,05; P=0,0013; AF Fs »7 = 3,58; P=0,0181; WP
Fs o7 = 11,97; P<0,0001; SC Fg, 27 = 2,69; P=0,0466). Nesta andlise observou-se que na
temperatura de 26°C ndo ocorreu diferenca estatistica entre os periodos avaliados para nenhuma
das formas do fungo. Em Conidios puros, nos tratamentos incubados sob 36°C ocorreu diminui¢ao
da mortalidade logo apds 4h de exposicao. Para Arroz+fungo a mortalidade foi reduzida depois de
6h. Nesta mesma temperatura, para o fungo formulado em P6 molhével e em 6leo emulsionavel
ndo se constataram diferencas entre os tempos avaliados.

A 46°C para Conidios puros e P6 molhavel foi observada redugdo significativa da
porcentagem de mortalidade apos os periodos de 4h e 6h de exposicdo. Em Arroz+fungo e em
6leo emulsiondvel s6 ocorreu redugdo apds o periodo 6h. Desta forma, foi possivel observar a
ocorréncia de protecdo a temperatura também no parametro mortalidade, baseando-se nos
resultados obtidos a 36°C e 46°C. A principio as formula¢des P6 molhavel e 6leo emulsionavel
apresentaram este efeito, porém no caso do P6 molhavel a variacdo no ensaio pode ter prejudicado
a analise, ndao sendo observada diferenca significativa mesmo com valores bastante distintos,
indicando erroneamente a ocorréncia de protecdo. Isto se comprova observando-se os testes de
viabilidade, nos quais ocorreu influencia da temperatura ja ap6s 4h de exposicao.

Igualmente ao observado para B. bassiana, mesmo nao sendo estatisticamente possivel
comparar-se a mortalidade entre os ensaios realizados, salienta-se que a formulacdo em oleo
emulsionavel de M. anisopliae apresentou os maiores valores de mortalidade encontrados nos
bioensaios deste fungo. Mesmo apos 4h de incubagdo a 46°C obtiveram-se valores de 50% de
eficiéncia, e apos 6h sob a mesma temperatura estes valores ainda foram de 40%.

Nas andlises de correlacdo entre a viabilidade do fungo em cada preparacdo e sua
respectiva mortalidade causada nos insetos, todas foram significativas segundo indice de Pearson
(EP=0,925, P=0,0001; AF=0,844, P=0,0021; WP=0,903, P=0,0003; SC=0,954, P<0,0001),
demonstrando que a tendéncia dos resultados se confirma entre ambos os parametros. Entretanto,

também se observou aqui que valores baixos de viabilidade podem apresentar indices de
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mortalidade consideraveis, demonstrando que nao foi possivel se estabelecer uma relagdo

proporcional entre a viabilidade e a poténcia respectiva de um produto.

Tabela 4 - Mortalidade (%) confirmada de lagartas de Diatraea saccharalis causada por
suspensoes de conidios de Metarhizium anisopliae que foram incubadas por 1,4 ¢ 6
horas em diferentes temperaturas

3 0
Fungo Tempo Mortalidade (%)
26°C 36°C 46°C
0 88,5+4.9
. 1h 805+7,1Aa™ 745+112Aa™ 525+11,6Aa
Conidios puros
4h  785+124Aa™ 465+24Bb 225+73Bc¢
6h 725+80Aa 32,5+2,0Bb 85+3,7Bc¢
0 475+222
1h 450+29Aa™ 450+£29Aa™ 200+4,1Aa
Arroz+fungo
4h  475+11,8Aa™ 225+53ABa 50+29ABb
6h 450+50Aa™  150+29Bb 0,0+0,0Bc
0 425+25
) . 1h 375+85Aa™ 350+£29Aa™ 300+41Aa™
Po6 molhavel
4h 325+25Aa™ 425+48Aa™ 0,0:0,0Bb
6h  400+100Aa™ 225+63Aa 0,0£00Bb
0 92,0+ 2,0
Suspensao 1h  880+37Aa™ 840+51Aa™ 820+1,1Aa™
concentrada em
6leo emulsionavel 4h 85,0+5,1Aa™ 940+25Aa™ 50,0+£13,0ABb
6h

740+£51Aab™

850t6,8 Aa™

40,0+£9,5Bb

Meédias (£tEPM) seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna, em cada preparacdo do fungo,

ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (P<0,05). ™ Ndo apresentam diferenga significativa em relagdo ao

tempo zero, segundo comparagdes individuais por contrastes ortogonais (P<0,05); todas as outras comparac¢do foram

significativas em relagdo ao tempo zero. Coeficiente de variagdo dos ensaios (EP=11,2%; AF=13,1%; WP=11,8%;

SC=15,6%).
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3.3.3 Curva de sobrevivéncia ao longo do tempo dos fungos B. bassiana e M. anisopliae na

forma de conidios puros ou formulados em o6leo emulsionavel.

Nas equagdes de regressdo obtidas para o efeito da temperatura na viabilidade dos fungos
B. bassiana (Bb) e M. anisopliae (Ma) verificou-se que apenas para B. bassiana na formulag¢ao
SC submetida a 26°C os dados apresentaram distribui¢cdo linear. Nos demais tratamentos os dados
apresentaram distribuicao cubica.

As equagodes que descrevem as porcentagens de germinagdo a 26°C, 36°C e 46°C para B.
bassiana na forma de conidios puros foram y=0,015x3+0,271x2—0,821x+90,734 (R2=O,64;
F=531; P=0,0222), y=0,003x°-0,071x%+0,751x-91,623 (R*=0,69; F=6,73; P=0,0112), e
y=0,193 x°-5,152 x *+42,83 x -108,32 (R*=0,91; F=31,4; P<0,0001), respectivamente. Para a
formulacio SC as equagdes foram y=0,164x-91,514 (R2=O,3O; F=4,68; P=0,0495),
y=0,008 x >+0,167 x 2-0,562 x +91,255 (R*=0,86; F=18,55; P=0,0003), ¢ y =0,063 x *+0,038 x *-
16,969 x -101,277 (R2=0,97; F=106,35; P<0,0001), respectivamente.

Em M. anisopliae na forma de conidios puros as equagdes que descrevem as porcentagens
de germinacdo a 26°C, 36°C e 46°C foram y=0,003x*+0,026x *+1,554x-90,115 (R*=0,89;
F=23.93; P=0,0001), y=0,016x"+0,161x%-1,283x-90,430 (R’=0,79; F=11,2; P=0,0022)
y=0,138 x*-4,14 x *+38,49 x -107,505 (R*=0,91; F=31,23; P<0,0001), respectivamente, ¢ na
formulagdo SC y=0,016x°-0,419 x *+3,415 x -95,955 (R*=0,69; F=6,83; P=0,0107) y=0,011x *-
0,242 x *+1,709 x -93,454 (R*=0,47; F=4,49; P=0,0406), y=0,074x+0,263 x *-15,277 x -95,753
(R2=0,96; F=81,04; P<0,0001), respectivamente.

Verificou-se que a viabilidade dos conidios das suspensdes dos fungos formulados em 6leo
emulsionavel ou ndo formulados decaiu ao longo do tempo independente mente da temperatura
em que foram incubados (Figura 1). Quanto mais elevada a temperatura, maior foi o efeito na
reducdo da sobrevivéncia destes fungos. A formulacdo em 6leo demonstrou proteg¢ao aos conidios,
diminuindo os efeitos negativos da temperatura.

Para B. bassiana esta prote¢ao nao foi tdo evidente a 26°C e 36°C durante as 12h de
avaliagio. A 46°C apds 2h de incubagdo o fungo na forma de EP teve sua viabilidade bastante
reduzida, de quase 80% para 30%, chegando a zero apds 4h. Quando formulado em o6leo, a

viabilidade decaiu gradativamente mantendo-se com 20% mesmo apos Sh de exposigao.
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Figura 1 - Viabilidade (%) dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae comparando-se conidios

puros (EP = @; reta ---) ¢ formulados em 6leo emulsionavel (SC = A; reta —), incubados a 26°, 36° ¢
46° C durante 12 horas (26 + 2°C e fotofase 14 horas)
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Para M. anisopliae a protecao oferecida pela formulagdo em o6leo foi observada mesmo
nas temperaturas de 26°C e 36°C, ocorrendo diferenca significativa na viabilidade entre as duas
formulagdes. A 36°C a viabilidade da suspensio preparada com o produto formulado em éleo foi
mantida proéxima dos 90% mesmo ap6s 12h de incubagdo. Na temperatura de 46°C apos 3,5h de
exposicdo, a viabilidade de M. anisopliae na forma de EP caiu a zero, enquanto que a da

suspensdo com o produto formulado em 6leo se manteve acima dos 45% neste mesmo periodo.

3.4 Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que quanto maior o tempo de
exposicdo e maior a temperatura, menor a germinagdo e conseqlientemente menor a mortalidade
ocasionada pelos fungos. Esta tendéncia ja era esperada, visto que muitos trabalhos encontrados
na literatura evidenciam os efeitos detrimentais da temperatura sobre parametros bioldgicos dos
fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, (por exemplo, DEVI et al., 2005;
FERNANDES et al., 2008). Dentre as temperaturas utilizadas neste estudo apenas a de 26°C
encontra-se dentro do limiar 6timo para os fungos testados (ALVES; LECUONA, 1998), sendo
que as demais foram avaliadas para simular as possiveis condi¢cdes encontradas durante as
preparacgdes das suspensdes em campo. Sob temperaturas elevadas, os conidios sdo inviabilizados
ou podem até apresentar retardo na germinagdo como verificado por McClathie et al. (1994) e
Walstad; Anderson e Stambaugh (1970).

Em alguns casos verificam-se variacdes na faixa de tolerancia, em fungao, principalmente
da espécie, isolado, forma de producdo e temperatura de crescimento dos fungos (HARMAN et
al., 1991; HYWEL-JONES; GILLESPIE, 1990). A formulagdo também pode permitir uma maior
tolerancia do fungo aos efeitos negativos da temperatura, havendo estudos que comprovam este
beneficio especificamente para a formulagdo em oOleo emulsionavel (DAOUST; WARD;
ROBERTS, 1983; STARTHERS; MOORE; PRIOR, 1993).

Porém, estes trabalhos demonstram o efeito protetor da formulacdo em 6leo emulsionavel
para produtos puros, sem que os conidios estejam misturados em agua. Assim & possivel
considerar este ganho em condi¢des de armazenamento, aumentando o tempo de prateleira dos

produtos (MOORE et al. 1995). E também, quando estes sdo liberados no campo na forma de
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Ultra-baixo-volume (JENKINS; THOMAS, 1996), na qual os conidios sdo aplicados diretamente,
nao ocorrendo o preparo de suspensdes em agua.

No presente trabalho, o efeito de protecdo foi constatado para ambos os fungos na
formulagdo em 6leo emulsionavel apos o preparo da suspensdo de aplicacdo. Este efeito apresenta
grande relevancia, considerando que esta ¢ uma situagao mais proxima das encontradas em campo
no momento de pré-aplicagdo dos fungos. Quando o fungo ¢ misturado em dagua,
independentemente da formulacdo em que ele se encontra, os conidios que entram em contato
com esta dgua se tornam muito mais sensiveis a acdo das condi¢des ambientais adversas, pois
iniciam seus processos de desenvolvimento. No caso das formulagdes oleosas que visam a
melhorar a afinidade destes conidios e o espalhamento na superficie do corpo do inseto, a mistura
com a 4agua para aplicacdo ¢ bastante dificil, ocorrendo a formacdo de pequenas bolhas de dleo
(BATEMAN, 1996). Nas formulagdes em 6leo preparadas com conidios muito hidrofébicos como
os de B. bassiana e M. anisopliae esta mistura se torna ainda mais dificil (PRIOR; JOLLANDS;
PATOUREL, 1988).

No entanto, estas bolhas encapsulam os conidios (IBRAHIM et al., 1999), sendo elas
possivelmente responsaveis pela maior resisténcia a agdo negativa da temperatura da suspensdo de
aplica¢dao. O mecanismo deste processo de protecdo nao foi esclarecido, entretanto acredita-se que
o fato dos conidios ficarem envoltos por esta camada de 6leo promove certo isolamento,
ocorrendo a formagdo de um microclima favordvel que protege e permite posteriormente a melhor
germinagdo dos conidios (BROOKS et al 2004; LUZ; BATAGIN, 2005). Da mesma forma, ndo
se sabe precisamente os modos de agdo da temperatura na inviabilizagdo dos conidios, sendo
possivel somente levantar-se algumas questoes.

Durante a produgdo os fungos passam pelo processo de secagem para posterior extragdo e
formulagdo dos produtos. A secagem ¢ realizada para facilitar a retirada dos conidios do substrato
de produgdo, e além disso confere muitas caracteristicas para os fungos como por exemplo uma
maior termo-tolerancia (McCLATHIE et al., 1994).

Estudos realizados por Faria; Hajek e Wraight (2009) demonstraram que conidios aéreos
dos fungos B. bassiana e M. anisopliae sofrem danos de embebigdo, prejudicando sua
germinagdo. Estes danos ocorrem pela acelerada hidratacdo, pois quando organismos secos sao
imersos em agua, a embebi¢do rapida pode causar graves danos a membrana plasmatica,

ocasionando a morte do organismo (HOEKSTRA et al., 1999). Faria; Hajek e Wraight (2009)
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demonstraram também que a temperatura da dgua tem forte influéncia na embebigdo, e que uma
formulacao a base de 6leo mineral ndo emulsionavel apresentou protecao a estes efeitos. Por este
motivo, no presente estudo as suspensdes foram preparadas utilizando-se solucdo de Tween 80
(0,05%) padronizada a 22°C, para evitar o efeito acima mencionado. Acredita-se que da mesma
maneira que a formagao de gotas que ocorre com a formulagdo em 6leo emulsionavel prevenindo
o fungo contra os efeitos negativos da temperatura da suspensao de aplicag¢do, pode haver também
indiretamente prote¢do contra os danos de embebicdo dos conidios, sendo necessarios estudos
neste sentido.

Vale salientar que a protecdo verificada nas formulagdes em 6leo, possivelmente pode ser
ainda melhor, visto que neste trabalho a umidade dos conidios antes da formulagao estava em 7%.
A umidade inicial interfere diretamente na termo-tolerancia que o produto final apresentara.
Segundo Hedgecock et al. (1995) a umidade ideal encontra-se normalmente entre 4-5%, e nestes
niveis de umidade os conidios do fungo M. flavoviride demonstraram maior capacidade de
suportar os efeitos da temperatura, apresentando os maiores indices de viabilidade.

Fazendo-se um paralelo, o isolado de M. anisopliae avaliado se mostrou mais sensivel aos
efeitos da temperatura, sendo sua viabilidade e viruléncia mais afetada que B. bassiana,
principalmente em Conidios puros, Arroz+fungo e na formulagdo P6 molhavel. Nos resultados da
curva de sobrevivéncia ficou evidente para este fungo a grande diferenga entre a viabilidade dos
Conidios puros e da formulagio em o6leo emulsionavel ao longo do tempo, em todas as
temperaturas. Em outros estudos, os conidios de M. anisopliae apresentaram melhor capacidade
de suportar indices mais altos ou variagdes de temperatura que B. bassiana, tendo uma amplitude
maior de sua faixa otima de desenvolvimento (ALEXANDRE et al., 2006; HORACZEK;
VIERNSTEIN, 2004; HYWEL-JONES; GILLESPIE, 1990; ISKANDAROV, GUZALOVA;
DAVRANOV, 2006). Esta diferen¢a de resultados possivelmente pode estar ligada a variabilidade
existente entre isolados e suas capacidades térmicas de desenvolvimento.

Quanto aos resultados obtidos nos bioensaios, foi constatado que os insetos apresentaram-
se susceptiveis aos fungos em todas as formas testadas, mesmo com a influéncia da temperatura
sobre os fungos. A mortalidade variou de acordo com a respectiva viabilidade dos conidios,
verificando-se altos indices de correlacdo entre estes dois fatores. O potencial de uso dos fungos
B. bassiana e M. anisopliae para o controle de D. saccharalis foi comprovado por Oliveira et al.

(2008), que em seus estudos, demonstraram que além de efetivos no controle, estes fungos agem
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sobre parametros biologicos do inseto, podendo-se considera-los promissores para 0 uso no
manejo de populagdes da praga. A efetividade de B. bassiana para o controle de D. saccharalis
quando produzido em fermentagdo liquida (ALVES et al., 2002) e também com conidios aéreos
formulados em condi¢des de laboratorio e campo ja foi documentada (LEGASPI; PROPAWSKI;
LEGASPI Jr, 2000; WENZEL; GIOMETTI; ALMEIDA, 2006). Estudos realizados por Marques,
E.; Alves e Marques, 1. (2000) mostraram que mesmo apds 80 meses de armazenamento em
freezer, os conidios deste fungo podem apresentar grande capacidade infectiva para o inseto.

Em alguns tratamentos foi verificado que mesmo com baixa viabilidade dos conidios a
mortalidade apresentada foi desproporcionalmente maior, se comparada a obtida em outro
tratamento com iguais condi¢des. Isto pode ter ocorrido pelas caracteristicas particulares de cada
forma/formulacdo dos fungos, as quais conferem diferengas na viruléncia ao inseto (como por
exemplo a producdo de enzimas, a capacidade de penetragdo, etc.). Entretanto, ressalta-se que
mesmo apenas 1% de conidios vidveis nas suspensdes, representa uma concentragio de 2,5x10°
conidios viaveis/mL, ou seja, capazes de desencadear o processo infectivo. De maneira
semelhante, James e Jaronsck (2000) mostraram que lotes do fungo B. bassiana que possuiam
viabilidades de 95% e 50% nao apresentaram diferencas significativas nos indices de mortalidade
quando testados para Bemisia argentifolii Bellows Jr e Perring (Sternorrhyncha: Aleyrodidae).

Ainda quanto a difereng¢a de mortalidade observada entre as formas/formulagdes testadas,
foi possivel constatar maiores valores de controle nas formulagdes em 6leo emulsiondvel para
ambos os fungos. Este ganho em desempenho pode ter ocorrido pelo fato do 6leo ajudar no
processo de infecgdo, conferindo uma melhor aderéncia e espalhamento sobre a cuticula lipofilica
dos insetos do que as suspensdes aquosas de conidios, contribuindo para criar condi¢des
favoraveis para a germinagao e penetragdo de um elevado numero de conidios (LUZ; BATAGIN,
2005). Trabalhos realizados com outros insetos demonstraram tal efeito para algumas formulacdes
oleosas dos fungos B. bassiana (LUZ; BATAGIN, 2005; PRIOR; JOLLANDS; PATOUREL,
1988) e também para M. anisopliae e outras espécies deste mesmo género (BATEMAN et al.,
1993; INYANG et al., 2000; JENKINS; THOMAS, 1996).

Dentre os produtos testados, a formulacdo em o6leo de ambos os fungos foi a mais
promissora para o controle de D. saccharalis, pois além de oferecer protecdo contra a temperatura
(mantendo-se igualmente efetiva mesmo apds 6h a 36°C), apresentou os maiores indices de

mortalidade dos insetos. A protecdo a temperatura deve variar com o tipo de 6leo (vegetal e
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mineral), sendo necessarios novos estudos para se determinar os 6leos que oferecem melhor
protecao a temperatura nas suspensoes de aplicacdo para os isolados ou espécies de fungos que

vém sendo utilizados em larga escala no Brasil.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Espera-se que os resultados obtidos no presente trabalho tragam uma importante
contribuicdo e que possam servir como base para futuras pesquisas nesta area. O método de
avaliacdo da viabilidade desenvolvido apresenta beneficios e facilidades, e além de poder ser
utilizado em trabalhos experimentais, possui aplicacdo comercial para empresas produtoras de
fungos entomopatogénicos em suas andlises de rotina de controle de qualidade de produtos puros
ou formulados.

A sele¢ao de um novo fungistatico disponivel no mercado e de facil aquisi¢ao, faz com
que ndo seja necessaria a compra do principio ativo para utilizacdo em analises de viabilidade.
Umas das contribuigdes mais importantes ¢ o desenvolvimento da técnica para avaliacdo da
viabilidade da suspensdo de aplicagdo, que constitui-se como uma ferramenta importante para
estudos da influéncia de fatores biodticos e abidticos na eficiéncia durante o periodo de pré-
aplicacdo de fungos entomopatogénicos.

Apesar de no presente trabalho os estudos dos efeitos da temperatura sobre o fungo terem
sido realizados com enfoque para o controle de pragas da cana-de-agucar, os resultados aqui
obtidos podem ser extrapolados para outras pragas e culturas, visto que o modo de preparo e
aplicacdo dos fungos ¢ semelhante na maioria dos casos. Mesmo sendo um trabalho realizado
somente em laboratorio, as informag¢des geradas podem ser aplicadas diretamente para a realidade
do campo, pois as condi¢cdes simuladas no trabalho refletem bem as possiveis situacdes
encontradas no momento de pré-aplicagdo dos fungos na cultura.

Assim, acredita-se que estas informacdes possam fornecer subsidios para recomendagdes
mais precisas a serem seguidas para a preparagdo e aplicacdo de fungos entomopatogénicos,
melhorando a eficacia do controle, e consequentemente aumentando a credibilidade e participagdo

dos micoinseticidas no mercado de cana-de-agucar.
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