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O controle bioloégico empregando
fungos entomopatogénicos € um mé-
todo de controle importante no manejo
integrado de pragas por reduzir 0 uso
dos agrotéxicos nas plantagdes, au-
mentar a protegdo ambiental (Ahmed
e Leather, 1994) e proteger a saude,
uma vez que nao deixa residuos nos
alimentos, ndo contamina os manan-
ciais de agua e o solo, € nem os inse-
tos polinizadores e os seres humanos
(Strasser et al., 2000). Exemplos bem-
sucedidos de controle biolégico sao
amplamente relatados com os fungos
Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin
e Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokine. Estes sdao entomopatégenos
que podem ser facilmente multiplicados
em meio artificial e usados como bio-
pesticida no controle de diversas pragas
(Alves, 1998). Técnicas de producao
sdo desenvolvidas buscando aumentar
a eficiéncia de uso desses patdogenos no
campo e a redugao de custos. Para isso,
devem ser utilizados produtos vegetais
ricos em amido, como batata, arroz,
aveia, milho e feijao, ser de baixo custo

e ao mesmo tempo produzir conidios
viaveis e virulentos (Leite et al., 2003).
Desses, o arroz € um dos substratos
vegetais mais aplicados na produgéo de
conidios em larga escala, pois fornece
todos os nutrientes necessarios ao
crescimento e reproducdo dos fungos
(Alves, et al, 2008), principal-
mente, daqueles que produzem
conidios aéreos como € o caso do
M. anisopliae e do B. bassiana, em fun-
¢ao das suas necessidades nutricionais
e metabolicas. Além disso, os conidios
podem ser separados facilmente do
substrato e, geralmente, apresentam
boa viruléncia para as pragas-alvo
(Alves et al.,, 2008). A produgdo em
massa com arroz cozido foi de-
senvolvida para o  Metarhizium
anisopliae na década de 70
(Aquino et al., 1974).

Embora existam no Brasil biofabricas
para producao de fungos, essa tecnolo-
gia ainda apresenta certa limitagdo de
uso por pequenos e médios produtores
devido as dificuldades de adogao, como
disponibilidade no mercado, condigdes



de preservagdo e armazenamento ca-
pazes de manter a patogenicidade e
viruléncia dos fungos pelo menos por
dois anos, e as técnicas de aplicagdes
(Almeida; Batista Filho, 2006).

Entretanto, em varios paises, a pro-
ducéo de fungos entomopatogénicos em
meios solidos é feita de forma artesanal
e semi-industrial por ndo precisar de
tecnologias aprimoradas e pela simpli-
cidade no seu manuseio (Alves, 1998).
Porém, esta técnica tem sido pouco
difundida no meio rural e pouco utilizada
pelo pequeno e médio produtor ou mes-
mo em sistemas de produg¢do organica
ou agroecoldgica.

Os objetivos do presente trabalho
sdo apresentar uma técnica de pro-
ducdo artesanal de conidios do fungo
B. bassiana em condicao ambiente a fim
de viabilizar a utilizagado dessa técnica
diretamente na propriedade e indicar
formas para utilizagdo desse agente no
campo, em especial, contra as principais
pragas do coqueiro.

Técnicaparaproducao
artesanal de conidios
do fungo B. bassiana:
Passo a passo

Etapa 1

Obten¢ao da Cultura
matriz do fungo

A cultura matriz € o coracdo da
produgdo artesanal na fazenda.
Precisa ser obtida de um laboratério
especializado e conduzida em ambiente
totalmente asséptico, por pessoa
treinada, para assegurar a qualidade
do fungo produzido e a auséncia total
de agentes contaminantes no produto
comercializado.

Producio da Cultura matriz
do fungo em laboratério

Advém, sempre, de um isolamento
monosporico conduzido no laboratério,
em ambiente asséptico, e preparado
em meio Batata dextrose agar
(BDA) em tubos de ensaio. As
culturas monospéricas com melhor
desempenho, em termos de velocidade
de crescimento, massa fungica e
pureza, sdo selecionadas e preparadas
em suspensao (suspensdo 1) para dar
inicio as culturas matrizes que servirao
de fonte de inoculo para a produgao
artesanal na fazenda.



Todas as fases de producdo da
cultura matriz s&o realizadas, em
camara asseptica. No preparo da
suspensao 1, adiciona-se 5 mL de
uma solugdo aquosa de polisorbato
80 a 0,05%, ao tubo com a cultura
monosporica agitando-o bem com o
auxilio de um agitador de tubos, para
soltar os conidios do meio de cultura.
Para o preparo da cultura matriz coloca-
se uma quantidade de 50 g de arroz
parboilizado e 20 mL de agua destilada
em Erlenmeyer de 250 mL, deixa por
30 minutos em repouso, mistura duas a
trés vezes para uma melhor absorgéo de
agua, depois se leva a autoclave por um
periodo de 20 minutos a umatemperatura
de 121 °C e 1 kgf de presséo. O meio de
cultura ao esfriar é entédo inoculado, com
o auxilio de uma pipeta automatica, com
5 mL da suspensdo 1 por erlenmeyer,
e estes fechados com um tampao de
algodéo envolvido por uma gaze. Em
seguida os erlenmeyers sdo mantidos
em estufa incubadora (DBO), a uma
temperatura de 26 + 2 °C por 15 dias.

Os frascos erlenmeyers podem
ser substituidos por sacos plasticos
autoclavaveis de 1kg no preparo das
culturas matrizes destinadas a produgéao
artesanal, nointuito de facilitaraoperacéao
de inoculagdo do fungo. Em sacos de
1 kg colocar 100 g de arroz parboilizado
e 40 mL de agua destilada; deixar em
repouso por 30 minutos; homogeneizar
a mistura frequentemente, para uma
melhor absor¢édo da agua; e, esterilizar
em autoclave por um periodo de
20 minutos a 121 °C de temperatura e
1 kgf de pressdo. Apds o resfriamento

do meio de cultura, dentro da cadmara
asséptica, se faz a inoculagdo do
fungo utilizando 5 mL da suspenséo 1
por saco, com o auxilio de uma pipeta
automatica. Em seguida, o material
inoculado serda mantido em estufa
incubadora (DBO), em temperatura
média de 26 °C + 2 °C por 15 dias. O
tamanho e a pureza da cultura formada
e a auséncia de contaminantes s&o
fatores determinantes para assegurar
a qualidade da cultura matriz o que ira
garantir com isso 0 melhor desempenho
da produgéao artesanal.

A cada quatro ciclo de producéo
do fungo no substrato de arroz sera
obrigatério a aquisicdo de nova cultura
matriz para aumentar a viruléncia do
fungo e assegurar a qualidade das
novas produgoes.

Etapa 2

Producgao artesanal do fungo
em garrafas plasticas

Material necessario — cuscuzeiro
com capacidade de 2 litros ou mais,
garrafas plasticas de 2 litros, arroz
parbolizado, fogado a gas, tampdes de
algodédo, papel aluminio, dosadores
plasticos de medidas, luvas plasticas
descartaveis, prateleiras (Figura 1).



Foto: Joana M. S. Ferréira

Figura 1. Material necessario para a producdo artesanal do fungo

Beauveria bassiana.

Esterilizacado artesanal dos
vasilhames - Antes da inoculagéo
do fungo é necessario que se faga a
assepsia das garrafas plasticas, do
funil e do recipiente plastico dosador,
evitando dessa forma a agdo dos
agentes contaminantes. Para isso séo
realizados dois processos de lavagens:
i)lavagem desse material com detergente
neutro e enxague com agua limpa; e,
i) lavagem com agua pré-fervida e
morna. Em seguida deixar o material
lavado escorrer e secar naturalmente em
ambiente limpo. Os tampdes de algodao
séo esterilizados no cuscuzeiro e devem
ser envolvidos em papel aluminio para
nao absorver umidade.

Esterilizacido e preparo artesanal
domeiode cultura—Oarrozparboilizado
€ colocado dentro do cuscuzeiro
(= 2 kg) envolvido por uma tela plastica
ou um saco de pano (Figura 2) para
evitar que os gréos passem pelo ralo
vaporizador do cuscuzeiro e caiam
na agua. O tempo previsto para a
esterilizagdo e pré-cozimento no vapor
€ de aproximadamente 1h15m a uma
temperatura média de 100 °C. Para
cada 10 garrafas plasticas de dois litros
é necessario esterilizar 2 kg de arroz
parboilizado. Decorrido esse tempo,
quando o arroz e a agua estiverem menos
quentes transferi-los, com o auxilio do
funil e do recipiente plastico dosador,
para as garrafas plasticas (Figura 3).



A quantidade utilizada por garrafa é de fase do trabalho é imprescindivel o uso
200 g do arroz pré-cozido e 60 mL da de luvas plasticas descartaveis.
agua pré-fervida no cuscuzeiro. Nessa

Fotos: Leticia R. Pimenta

Figura 2. Preparo do arroz para o pré-cozimento a vapor, em cuscuzeiro
domeéstico. Aracaju, 2018.

Fotos: Leticia R. Pimenta

Figura 3. Transferéncia do arroz pré-cozido e de agua morna para garrafas
previamente secas e esterilizadas. Aracaju, 2018.



Inoculagao artesanal do substrato
sélido — Finalizado os procedimentos
acima, se fara entdo, em temperatura
e condicdbes ambiente, a inoculacéo
do meio de cultura (Figura 4A) com o
fungo proveniente da cultura matriz,
como indicado a seguir: Transferir
cerca de 25 g da cultura matriz para
cada garrafa, misturando bem para
promover a homogeneizacdo do

fungo inoculante ao substrato de arroz
(Figura 4B) e garantir maior uniformidade
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de crescimento do B. bassiana sobre o
meio. Em seguida, fechar as garrafas
com tampdes de algodao (Figura 4C) o
que evita a entrada de contaminantes,
mas, permite a entrada do oxigénio.
Nessa fase é imprescindivel além do
uso de luvas plasticas, também o uso
de mascara descartavel ou de mascara
descartavel com protecao respiratéria
para nao aspirar esporos do fungo, capa
de protecdo da roupa, touca e luvas
plasticas descartaveis.

Fotos: Leticia R. Pimenta

Figura 4. Fases da produgdo de Bauveria bassiana em condi¢cdes
ambiente: inoculagdo do meio de cultura (A); homogeneizagdo do
fungo no substrato (B); e fechamento das garrafas com tampdes de

algodao (C). Aracaju, 2018.



Crescimento das culturas de
B. bassiana — As garrafas, uma vez
inoculadas e fechadas, sdo mantidas
em temperatura ambiente (26 °C a
30 °C) e acondicionadas em mesas
ou prateleiras, deitadas uma ao lado
da outra (Figura 5A), para facilitar o
crescimento do fungo. Nessa fase, a
garrafa deve ser deixada em repouso
por trés a cinco dias, até que o substrato
fique totalmente coberto por micélios
do fungo. Decorrido esse periodo de
incubagéo, é necessario fazer a cada
trés dias a oxigenagdo da cultura
e a homogeneizacdo do substrato.
Completada a fase de crescimento do
fungo (10 a 15 dias), o material estara
pronto para ser usado em campo
(Figura 5B). A cada ciclo completo de
producgéo sao selecionadas garrafas com
melhor desempenho de crescimento
(massa fungica branca) e pureza
(Figura 6) para servirem como culturas
matrizes inoculantes nos préximos 2°, 3°

Fotos: Joana M. S. Ferreira

e 4° ciclos de produgédo. Ao final do 4°
ciclo de produgéo no substrato de arroz,
deve-se adquirir novamente uma cultura
matriz do fungo mais virulenta, ou seja,
de 12 geracao de forma a dar inicio ao
proximo processo serial de produgéo.
E importante que ao final de cada
série de producao, todo o lote de fungo
seja de imediato utilizado no campo.
Entretanto, se houver excedente de
producdo, o material produzido podera
ser armazenado/conservado em freezer
ou geladeira por um periodo de até
12 meses e 30 dias, respectivamente,
bastando para isso ser transferido das
garrafas para bolsas plasticas de 1 kg.
Nessa fase do crescimento do fungo é
imprescindivel a utilizacdo de mascara
descartavel com protecao respiratoria
ou mascara descartavel simples para
néo aspirar esporos do fungo durante a
oxigenagao do fungo, capa de protegao
da roupa, touca e luvas plasticas
descartaveis.

Figura 5. Garrafas acondicionadas em prateleira, logo apos a inoculagéo
do fungo, para crescimento da cultura em condigdo ambiente (A); e cultura
do fungo com 15 dias de crescimento e pronta para uso em campo (B).
Aracaju, 2018.



Foto: Joana M. S. Ferreira

Figura 6. Cultura do fungo selecionada a cada ciclo, para servir
de cultura inoculante (matriz), no processo serial de produgéo
do fungo Beauveria bassiana. Aracaju, 2018.

Rendimento obtido
na producao
artesanal do fungo

Producéo de conidios — A producao
média de conidios obtida por garrafa
foi de 6,5 x 10° conidios g ou 1,3 x 10°
conidios mL" de suspenséo.

Viabilidade de conidios — A taxa
de germinagcdo dos conidios foi de
290% + 5%.

Qualidade da
producao

Por ser conduzida em ambiente
natural a maior preocupagao na produgao
artesanal é a de garantir a pureza do

produto final e a seguranga da pessoa
envolvida nas etapas de produgdo. O
nivel de contaminagdo médio esperado
na producgdo, seguindo as orientagdes
deste Comunicado Técnico ¢é de
10% =+ 5%, nivel este bastante
aceitavel, se for considerada a forma
de esterilizagdo do meio de cultura e
de inoculagdo do fungo no substrato.
As garrafas que  apresentarem
contaminagdo por fungos (pontos ou a
colbnia do fungo totalmente esverdeada
ou enegrecida) ou bactérias (pontos
ou areas Umidas amareladas) devem
ser descartadas dos lotes produzidos,
tédo logo sejam detectados os primeiros
sinais de contaminagdo. A seguranca
da pessoa encarregada da produgéo
artesanal a exposicdo de agentes
contaminantes é assegurada retirando
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e eliminando do lote de produgédo a
garrafa contaminada, a qual deve ser
fechada com sua respectiva tampa e
nesta injetado cerca de 100 mL de uma
solugéo de hipoclorito de sédio a 20%,
com o auxilio de uma seringa de 20 mL
e deixado em repouso por 30 minutos.
Apos esse procedimento, adicionar agua
limpa na garrafa trés a quatro vezes,
drenar o liquido a cada lavagem e ao
final descartar o arroz ou oferecé-los
aos animais. Na etapa de descarte de
garrafas contaminadas € imprescindivel
0 uso de luvas plasticas e mascaras
descartaveis.

Utilizacao no campo

O fungo B. bassiana é, em geral,
utilizado no campo em suspensao
aquosa.

Procedimentos para o preparo
da suspensao fungica nas
concentragdoes de uso no campo —
Adicionar na garrafa com a cultura do
fungo (200 g), um litro de agua potavel e
10 mL de detergente neutro, agitar bem
a garrafa para soltar os conidios do arroz
até formar uma suspensao homogénea
e turva que devera ser coada, com o
auxilio de uma peneira fina (pré-mistura
1). A concentragdo de conidios obtida
nessa diluicdo é de 1 x 10° conidios
mL-". Dando continuidade ao processo
de obtencdo de concentragcdes mais
diluidas deve-se, apds obtengao da pré-
mistura 1, retornar o arroz peneirado
para um balde plastico, lavar em 9 litros
de agua limpa e misturar a pré-mistura
1, obtendo-se uma concentracdo de

conidios de 1 x 108 conidios mL™" (pré-
-mistura 2). Transferindo essa ultima pré-
mistura (10L) para um recipiente plastico
maior e completando, em seguida, com
90 litros de agua obtém-se uma
suspensdo na concentragdo 1 x 107
conidios mL-" (pré-mistura 3). Misturando
10 litros da pré-mistura 3 em 90 litros
de agua se obtém uma suspensdo na
concentragdo 1 x 10° conidios mL" e
1 litro em 99 litros de agua a suspenséao
1 x 10° conidios mL-" (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de garrafas com fungo B.
bassiana necessarias para o preparo de sus-
pensbées em concentragdes variando de 1 x
10° conidios mL" a 1 x 10° conidios mL".

Niumero de

garrafas/100 litros Concentragao
de agua (w/v)

100 (pré-mistura 1) 1 x 10° conidios mL""

10 (pré-mistura 2) 1 x 108 conidios mL""

1 (pré-mistura 3) 1 x 107 conidios mL""

10L da pré-mistura

3 em 90 litros de 1 x 10° conidios mL""
agua

1L da pré-mistura

3 em 99 litros de 1 x 10° conidios mL""
agua

Para facilitar o preparo de volumes
maiores de suspensdo fungica é
importante, transferir a cultura do fungo
das garrafas para um recipiente plastico
maior, para que o substrato seja lavado
em um volume menor de agua, por
duas vezes. A suspensao flngica €
entdo coada e transferida para o tanque
de pulverizagdo, adicionando agua
até atingir o volume na concentracéo



desejada, variavel essa, dependente
da praga-alvo a ser combatida. A
quantidade de garrafas necessarias para
o preparo de 2000 litros de suspenséao
nas concentragdes 1 x 107 conidios mL""
e 1 x 108 conidios mL" sera de 20 e 200
garrafas, respectivamente.

Para uso na cultura do coqueiro,
sdo sugeridas suspensbes do fungo B.
bassiana em concentragdes que variam
entre 1 x 10" a 1 x 10° conidios mL"
(Tabela 2), obedecendo os seguintes
modos de aplicagdo: pulverizagcbes
foliares para as pragas Brassolis
sophorae, Raoiella indica, Aleurodicus
pseudugessi; pulverizagdes  direcio-

1"

nadas para a regido axilar das folhas
medianas e as mais velhas para
as pragas Homalinotus coriaceus e
Rhinostomus barbirostris, respectiva-
mente;  pulverizagbes  direcionadas
para os cachos novos para o acaro
Aceria  guerreronis; e tratamento
direto do substrato alimentar atrativo
(cana-de-agucar) das armadilhas
de auto-contaminacdo utilizadas no
controle da broca-do-olho-do-coqueiro
Rhynchophorus palmarum.

Na etapa de manuseio do fungo no
campo € imprescindivel o uso de luvas
plasticas e mascaras descartaveis.

Tabela 2. Quantidade de garrafas, concentragcdo e dosagem da suspensao a ser aplicada para

as principais pragas do coqueiro.

Pragas-alvo Quantidade (m/v)

-1
Brassolis sophorae JegEE LY e

agua
. . 1garrafa 100 L' de

Aceria guerreronis .

agua

-1

Raoiella indica 1'garrafa 10017 de

agua
Homallnotus 1garrafa 1 L' de agua
coriaceus
Rhinostomus 1garrafa 100 L' de
barbirostris agua
Aleurodicus 1garrafa 100 L' de
pseudugessi agua
Rhynchophorus

palmanim 1garrafa 1 L' de agua

Concentragao

Dosagem

2,5 L da suspenséao

1 x 107 conidios mL"’ P
planta

2,0 L da suspensao
planta

1,5La25Lda
suspensao planta™

1 x 107 conidios mL""

1 x 107 conidios mL"’

3,5 L da suspenséao

1 x 10° conidios mL"" y
planta

3,5 L da suspenséao
planta™

1,5La25Lda
suspensao planta™’

1 x 107 conidios mL""

1 x 107 conidios mL™"

1 x 10° conidios mL™" 1,0 L 20" armadilhas
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Vantagens/
Desvantagens da
producao artesanal
no campo

Vantagens:

. Tecnologia “limpa” que considera
a preservacdo da biodiversidade, a
protegdo do ambiente e a seguranga do
homem e dos animais.

. Tecnologia “social”’, pois visa a
inclusdo do produtor rural na produgao
do préprio insumo

. O produto final pode ter
utilizacdo de imediato ao final de cada
ciclo de produgéo.

. A produgao pode ser
programada para utilizagdo no periodo
propicio da ocorréncia da praga,
principalmente, das sazonais.

. Lotes produzidos e néao
usados podem ser armazenados e ou
conservados em locais e condigdes
adequadas de temperatura, preservando
dessa forma, a patogenicidade e a
viruléncia do fungo por determinado
periodo.

Desvantagens:

. Embora viavel e simples,
€ um processo que depende da
disponibilizagcdo da cultura matriz
para garantir a qualidade do insumo
produzido.

. A renovacgao da produgao deve

ocorrer a cada quatro passagens do
fungo no meio sélido para assegurar
o desempenho e a viabilidade da
producgao.

Consideracoes finais

O uso de fungos entomopatogénicos
no controle de pragas ainda é pouco
utilizado no campo pelos produtores
de coco e de outras culturas em com-
paracao aos inseticidas quimicos. A
producao artesanal do B. bassiana é
uma técnica simples e viavel, que no
processo de adogdo na propriedade
precisara de orientagao técnica especifi-
ca, planejamento e seguranca na oferta
continuada da cultura matriz, assegu-
rando, dessa forma, o uso correto da
tecnologia no campo. Com a produgéo
artesanal o agricultor dispde a cada ciclo
de 15 dias de um produto pronto para
uso que também pode ser armazenado
no refrigerador (30 dias) ou no freezer
(1 ano) para uso futuro, no periodo de
ocorréncia das pragas, especialmente,
as sazonais.
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