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Eficiéncia de Formulacgdes de
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill
sobre a Formiga-Cortadeira Atta
laevigata (Smith) em Laboratério

Roberto Teixeira Alves’
Alexandre Specht?
Juaci Vitéria Malaquias®

Resumo — O objetivo deste experimento foi comparar a eficiéncia de duas
formulagdes fungicas em diferentes doses de conidios de Beauveria bassiana
no controle de soldados da formiga sauva Atta laevigata. Os resultados ser-
virdo para futuros bioensaios para a selegdo de isolados de fungos mais vi-
rulentos para as sauvas. As suspensdes de conidios foram formuladas em:
1% 6leo emulsionavel Natur'l Oleo mais agua estéril e em agua com 0,1%
Tween 80 e testadas em cinco doses (0, 102, 10%, 10* e 10° conidios/inseto).
Os insetos foram inoculados com 5 yL de cada suspensdo e mantidos
em condigdes controladas (25 + 0,5 °C e 24 horas de escotofase). O tem-
po médio de sobrevivéncia para cada tratamento foi obtido por Analise de
Sobrevivéncia de Kaplan-Meier e os valores estimados de DL, e DL, de
cada formulagéo foram obtidos por Analise Probit com valores transformados
para Logit. Formulagdes em éleo emulsionavel com 1% de Natur’l Oleo foram
mais eficientes que em agua com Tween 80, como a dose de 102 conidios em
6leo que foi tao eficiente quanto as doses mais altas. Oleos emulsionaveis
apropriados tém um grande potencial para formulagbes micoinseticidas, pois
podem combinar o aumento da infectividade de formulagdes a base de dleo
com o custo-beneficio e a versatilidade do uso de agua.

Termos para indexagao: bioensaio, controle bioldgico, 6leo adjuvante emul-
sionavel, sauvas.

" Engenheiro-agronomo, doutor em Entomologia, pesquisador da Embrapa Cerrados, Planaltina, DF

2 Bidlogo, doutor em Entomologia, pesquisador da Embrapa Cerrados, Planaltina, DF

3 Estatistico, mestre em Ciéncia de Materiais em Modelagem e Simulagdo Computacional, analista da
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF
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Efficiency of Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill Formulations on the Leaf-Cutting ant
Atta laevigata (Smith) in the Laboratory

Abstract — The objective of this experiment was to compare the efficiency of
two fungal formulations at different doses of conidia of Beauveria bassiana
in the control of soldiers of the ant Atta laevigata. The results will serve for
future bioassays to select the most virulent fungal isolates for leaf-cutting
ants. Conidia suspensions were formulated in: 1% Natur'l oil emulsifiable oil
plus sterile water and in water with 0.1% Tween 80 and tested in five doses
(0, 10%, 103, 10* and 10° conidia/insect). The insects were inoculated with
5 pl of each suspension and kept under controlled conditions (25 + 0.5 °C
and 24 dark hours). Mean survival time for each treatment and a Log Rank
statistic for significance were obtained by Kaplan-Meier Survival Analysis and
the estimated LD, and LD, values of each formulation were obtained by
Probit Analysis with transformed values to Logit. Formulations in emulsifiable
oil with 1% Natur’l Oil were more effective than in water with Tween 80, as the
dose of 102 conidia in oil was as effective as the higher doses. Appropriate
emulsifiable oils have great potential for mycoinsecticide formulations, as they
can combine the increased infectivity of oil-based formulations with the cost-
effectiveness and versatility of water use.

Index terms: bioassay, biological control, emulsifiable adjuvant oil, leaf-
cutting ants.
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Introducao

O controle biolégico utiliza inimigos naturais para manter a populacao das
pragas abaixo dos niveis de dano econdmico e, por isso, € uma importante
ferramenta para ser utilizada no manejo integrado de diferentes insetos-pra-
ga (Alves 1998).

Produtos a base de fungos entomopatogénicos utilizados no controle de
insetos sdo chamados de micoinseticidas e podem desempenhar um im-
portante papel em uma agricultura moderna e sustentavel (Kermarrec et al.,
1986).

Para uma aplicacdo segura e otimizada, o ingrediente ativo como coni-
dios de fungos entomopatogénicos deve ser formulado adequadamente.
Formulagdo fungica refere-se a composigéo resultante quando um fungo
entomopatogénico € misturado com outros ingredientes. Esses ingredientes
devem contribuir para melhorar a viabilidade, a estabilidade, a viruléncia e
a eficacia do agente de controle microbiano e a aceitagdo do produto pelo
usuario (Couch; Ignoffo 1981).

Um maior conhecimento sobre desenvolvimento de formulagbes e de téc-
nicas de aplicagdo apropriadas € essencial para a obtengcédo de sucesso no
controle de pragas (Alves 2010).

Estudos tém demonstrado que a formulacdo em 6leo aumenta a atividade
de alguns fungos entomopatogénicos em comparagcao com as formulagdes
convencionais a base de agua (Alves et al., 1998; Bateman et al., 1993; Prior
et al., 1988). As comparacgdes entre a eficiéncia das formulagbes a base de
agua (agua mais 0,01% Tween 80) e a base de 6leo de coco e de B. bassiana
em adultos da praga do gorgulho-do-cacau, Pantorhytes plutus Oberthur,
mostraram que a DL, (dose letal) estimada da formulagdo do oleo foi 36
vezes inferior ao da formulagdo aquosa, enquanto o valor estimado da DL,
foi 111 vezes inferior (Prior et al., 1988). Estudos sobre formulagbes de fun-
gos para controlar o gafanhoto Schistocerca gregaria (Forskal) mostraram
que as formulagdes a base de 6leos minerais aumentaram a infectividade de
Metarhizium flavoviride Gams e Rozsypal, em locais com baixas umidades
(Bateman et al., 1993).

A importancia das salvas como pragas no Brasil remonta ao inicio da
colonizagédo, com sucessivas campanhas de combate e com o desenvolvi-
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mento de diversos produtos e técnicas para minimizar os grandes prejuizos
(Boaretto; Forti 1997, Silva 2010). Teoricamente, o formicida ideal deve ser
ind6cuo ao homem e ao ambiente e, ao mesmo tempo, deve ser eficiente no
controle dos insetos-alvo (Kahkdnen; Nordstrom 2008).

O fungo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill possui um grande potencial de
controle, pois é encontrado parasitando formigas naturalmente no campo
(Diehl-Fleig et al., 1992).

O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia de formulagdes fungi-
cas contendo 6leo adjuvante emulsionavel com Tween 80 em agua em dife-
rentes doses de conidios de B. bassiana, observando se o teor de 6leo emul-
sionavel pode melhorar o desempenho de conidios no controle de soldados
da formiga sauva, cabega-de-vidro, Atta laevigata (Smith). Além disso, servira
de base para a execugao de experimentos visando a selegdo de isolados
mais virulentos de B. bassiana.

Material e Métodos

Local de estudo

Para a determinacdo da formulacdo de conidios de B. bassiana mais
eficiente e/ou a mais apropriada para utilizagdo em futuros bioensaios so-
bre controle biolégico de formigas-cortadeiras, realizou-se um experimento
no Laboratério de Entomologia da Embrapa Cerrados no més de agosto de
2013, comparando a viruléncia desses conidios em duas formulagdes sobre
o inseto-modelo que, no caso, foram soldados da formiga sauva A. laevigata,
obtidos de um formigueiro natural, situado na Embrapa Cerrados, Planaltina,
Distrito Federal (15°35'30'S e 47°42'30"W e altitude de 998 m).

Obtencao do isolado de Beauveria bassiana

Utilizou-se o fungo B. bassiana isolado BSA, obtido da colecao de ento-
mofungos da Universidade do Vale do Rio dos Sinos (Unisinos), por meio de
Termo de Transferéncia de Material (TTM). A autorizacao para a execugao de
atividades cientificas Sisbio 38547-1 foi obtida no Instituto Chico Mendes de
Conservacgao da Biodiversidade do Ministério do Meio Ambiente.
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Delineamento experimental

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado, com-
posto por duas formulagbes (agua mais 1% de dleo adjuvante emulsiona-
vel Natur'l Oleo (Stoller do Brasil Ltda, Cosmépolis, SP) e agua com 0,1%
Tween 80 (Sigma-Aldrich/Merk, Darmstadt, Alemanha) do fungo B. bassiana
em cinco concentragdes de conidios (0, 10%, 103, 10* e 10° conidios/inseto)
com tratamento adicional contendo somente agua estéril, considerando dez
repeticdes com oito formigas cada, por tratamento, perfazendo um total de
880 insetos para todo o experimento.

Bioensaio

Em cada tratamento, aplicou-se 5 uL da suspensao, com o auxilio de um
micropipetador automatico (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), contendo 0
(testemunha), 102, 103, 10* e 10° conidios, sobre a regido tergal de cada ope-
raria maxima, conforme metodologia utilizada por Alves et al. (1998). A dose
maxima aplicada de 1 x 10° conidios por inseto foi definida tomando como
base doses eficientes utilizadas no campo para o controle de outras pragas
como cigarrinhas, que ficam entre 1 e 5 x 10" conidios por grama ou 1 e
5 x 10"? conidios por hectare. Além disso, sdo doses economicamente via-
veis para a produgao e comercialmente acessiveis para o consumidor (Alves;
Faria 2010). Os conidios utilizados tiveram seus teores de umidade aferidos
antes do preparo das formulagdes, uma vez que o numero de conidios por
grama varia em fung¢édo da umidade do produto. Para isso, utilizou-se o méto-
do gravimétrico para a obtengéo da umidade dos conidios puros (Alves; Faria,
2010), que foi igual a 10,8%. A contagem do numero de conidios por grama
de fungo foi feita conforme metodologia descrita por Alves e Faria (2010), que
foi igual 8,7 x 10"°. As determinagdes desses valores permitiram os ajustes
das doses para cada tratamento, por meio de diluigdo, para a obtengao da
concentracao inicial de 1 x 10° conidios por 5 uL, que foram aplicados em
cada formiga. As doses seguintes (10%, 10° e 102?) foram obtidas por meio de
diluicbes seriadas 1:10. A afericdo da viabilidade dos conidios foi efetuada
utilizando-se parte da suspensao preparada para a leitura da concentragéo
de conidios e seguindo metodologia conforme Alves e Faria (2010). Os coni-
dios devem apresentar, no minimo, 80% de viabilidade para que a qualidade
seja considerada satisfatoria e se poder preparar suspensdes de conidios



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 389

para serem aplicadas nas formigas do experimento. A viabilidade média dos
conidios foi de 99,0%.

Apods a aplicagao, as formigas foram individualizadas em placas de Petri
descartaveis, com 9 cm de didmetro e 1 cm de profundidade, contendo papel
filtro umedecido diariamente com 0,5 mL de agua estéril. Como alimento, foi
oferecida uma dieta a base de maltose 10%, acondicionada em tubos plasti-
cos de microcentrifuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com capacidade
para 3 mL, contendo algodao hidréfilo para a retencéo. O alimento foi troca-
do a cada 48 horas para evitar fermentagéo. As placas contendo os insetos
foram mantidas em camaras climatizadas (Sanyo, Osaka, Jap&o), com 25 +
0,5°C de temperatura e 24 horas de escotofase. A sobrevivéncia foi acompa-
nhada diariamente durante 14 dias.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram comparados empregando-se a Analise de
Sobrevivéncia de Kaplan-Meier, através do Tempo Médio de Sobrevivéncia
(TMS) das formigas, obtido em cada tratamento, considerando as formula-
¢des e as concentracdes de conidios. As analises foram efetuadas no pacote
estatistico SPSS (Norusis e SPSS 1993).

Os resultados da Dose Letal Media (DL,)) e Dose Letal 95% (DL,,) das
formulagées do isolado BSA de B. bassiana testado foram calculados e com-
parados por meio da analise de Logit, que é utilizada para a comparagao da
eficiéncia de formulagbes e de diferentes isolados de fungos (Alves et al.,
1998; Loureiro; Monteiro 2004).

Para verificar a hipotese de paralelismo, foi aplicado o teste de identidade
de modelos de regressao lineares (Regazzi 1996). O teste estatistico foi rea-
lizado com auxilio do programa R, verséo 3.6.0 (R Core Team 2019), com a
utilizacado do pacote "car", disponivel para a referida versao.

Resultados e Discussao

O tempo médio de sobrevivéncia dos soldados de A. laevigata nos trata-
mentos em que ndo haviam conidios ficou entre 9 e 11 dias, sendo diferen-
tes estatisticamente de qualquer outro tratamento em que haviam conidios,
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sugerindo que essa € a sobrevivéncia média desse inseto nas condigbes
experimentais (Figura 1). Esse resultado é importante para mostrar que a
mortalidade nos tratamentos com diferentes doses de conidios, em tempos
mais curtos, foi realmente devida a agao do fungo sobre o inseto.

Observou-se que, na formulagcdo com agua e 0,1% Tween 80, quanto
maior a dose de conidios por inseto, menor foi 0 tempo médio de sobrevivén-
cia dos soldados de A. laevigata (Figura 1). No tratamento com a formulagao
de conidios em 6leo emulsionavel, ndo se observou 0 mesmo resultado por-
que o efeito aditivo do 6leo mascarou o efeito crescente das doses, porém
o tempo de sobrevivéncia ficou ao redor de 5 dias em todos os tratamentos
com fungo formulado em 6leo emulsionavel.

N
N
[

-
o
H

HH O]

Tempo médio de sobrevivéncia
[«

0 0 10E2 10E3 10E4 10E5 0 10E2 10E3 10E4 10E5
Sem Agua + 6leo Agua +
aplicagao emulsionavel Tween 80

Figura 1. Tempos médios de sobrevivéncia de soldados de Atta laevigata submetidos
a diferentes formulacdes e doses de Beauveria bassiana isolado BSA, por inseto.
Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga estatistica significativa,
ao nivel de probabilidade de 5%, pela andlise de Kaplan-Meier.

Na dose de 102 conidios por inseto, o tempo médio de sobrevivéncia dos
insetos na formulagdo com 6leo emulsionavel foi menor que na formulagao
com agua e Tween 80, demonstrando um efeito aditivo da formulagdo com
6leo emulsionavel. Inclusive a dose de 10? conidios por inseto formulada com
6leo emulsionavel foi tao eficiente quanto a dose de 10° conidios por inseto
(com mil vezes mais conidios) formulada com agua e Tween 80 e também em
Oleo emulsionavel (Figura 1).

Outro aspecto importante relaciona-se a questao da dosagem, pois a si-
milaridade estatistica entre os individuos tratados com suspensées de 10* e
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10° (Figura 1) indica que doses maiores dificilmente alterariam o tempo médio
de sobrevivéncia e estes valores, proximos a 5 dias, representam o tempo
minimo necessario para todo o processo de infec¢do, de colonizagdo e de
septicemia do inseto, independentemente de a dose ser aumentada.

Essas formulagdes fungicas em 6leo emulsionavel tém funcionado eficien-
temente por alguns motivos:

a) Cuticulas de insetos e conidios de fungos séo hidrofébicos. Mas os
Oleos adjuvantes, feitos de 6leo de soja com emulsificantes, sao ricos
em triglicerideos semelhantes a cuticula de insetos e, quando os coni-
dios sao misturados com 6leos adjuvantes, havera mais afinidade para
os conidios aderirem na cuticula do inseto que é lipofilica, o que pode
permitir que os conidios atinjam as membranas intersegmentais susce-
tiveis mais facilmente (Alves et al., 1998; Prior et al., 1988).

b) A presenga de 6leo emulsionavel na formulagdo aquosa proporciona
maior espalhamento da suspenséo fungica sobre a superficie do corpo
do inseto, facilitando a maior penetracdo dos conidios nas regides in-
tersegmentares do inseto (Alves et al., 2001).

c) Melhora a eficiéncia do fungo diminuindo a evaporagao da formulagao
em ambientes de baixa umidade relativa do ar (Alves 1999; Alves et al.,
2000; Bateman et al., 1993).

Nas doses de conidios de 103, 10* e 10° por inseto, os resultados entre as
duas formulacdes nao diferiram estatisticamente dentro das mesmas doses,
talvez porque o fungo B. bassiana isolado BSA, que se mostrou bastante
virulento em relacdo a sauva A. laevigata, em doses a partir de 10° conidios
por inseto.

Pelos resultados na Tabela 1, observa-se que a formulagéo tem um papel
importante na otimizagao da atividade de um micoinseticida. A formulagdo em
Oleo emulsionavel otimiza a acao do fungo sobre o inseto.

Na verificagdo da hipétese de paralelismo das retas, pelo Teste de Modelos
Lineares, obteve-se o valor de p=0,3778, que € maior que 0,05, e, com isso, a
hip6tese de paralelismo das retas foi aceita e a de ndo paralelismo foi rejeita-
da porque nao houve diferenca significativa na inclinagéo das retas (Figura 2).
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Tabela 1. Doses letais estimadas (DL, e DL,) de duas formulagdes de conidios de
Beauveria bassiana isolado BSA inoculados sobre soldados de Atta laevigata, 5 dias
apos a inoculagao e incubados a 25 + 0.5 °C e 24 horas de escuro.

Dose letal estimada (conidios porinseto) DL, estimada DL, estimada

Formulagéo Linha de regressao: X = log dose (conidios por  (conidios por
Y = mortalidade em Logit com R? inseto) inseto)
Conidios em 1% 6leo Y =4,9333x + 60
emulsionavel + agua R2=10,789 G A
Conidios em 0,1% Y =11,974x + 19,079
Tween 80 em agua R?=0,603 ALY Sk
90,00
80,00 //r/,,,/:
70,00 Y -
2 60,00
3 5000 -
3 40,00 =
5 m - -
= 3000 =
20,00
—a—0Oleo = Tween
10,00
0,00
2 3 4 5

Log dose (conidios/inseto)

Figura 2. Mortalidade em Logits de soldados de Atta laevigata devido a diferentes do-
ses do fungo Beauveria bassiana isolado BSA, formulado em agua com 0,1% Tween
80 e em 1% de 6leo emulsionavel, 5 dias apds a inoculagéo.

Quando se compara a poténcia mediana relativa estimada entre a DL,
da formulagido com conidios em 0,1% Tween 80 em agua com a DL, da for-
mulagdo com conidios em 1% 6leo emulsionavel em agua, observa-se que
a formulagéo com ¢6leo é 1,69 vez (13.018,10 + 7.712,07) mais potente que
a formulagéo com Tween. E, no caso da comparagéo das DL, a formulagéo
com d6leo também ¢é 1,69 vez (96.314,30 + 57.057,70) mais potente que a
formulagdo com Tween (Tabela 1).

Um ponto importante, em experimentos em que se estuda puramente a
selegéo de isolados de fungos mais virulentos, é recomendavel que se uti-
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lize agua com 0,1% de Tween 80, para poder se observar somente o efeito
das doses do fungo sem a influéncia potencializadora da presenga de 6leos
emulsionaveis na suspensao de conidios. Apos feita essa selecdo, vem o
momento da utilizagao pratica dos micoinseticidas em que se podera utilizar
ou nao a formulagdo em 6leo emulsionavel.

Oleos adjuvantes emulsionaveis apropriados tém um grande potencial
para formulacdes de micoinseticidas porque podem combinar a infectividade
de formulacdes a base de 6leo com o custo-beneficio e a versatilidade do uso
de agua (Alves et al., 1998).

Com base nos resultados obtidos, poder-se-a utilizar o fungo B. bassiana
em experimentos, em doses menores quando formulado em 6leo emulsiona-
vel, porque a acéo dos conidios é potencializada pelo referido 6leo. E para a
selecao de isolados mais virulentos, deve-se trabalhar com a formulacdo em
agua com 0,1% Tween 80 para se observar o efeito crescente das doses sem
nenhum efeito aditivo do dleo.

Conclusoes

A formulagao de agua com 0,1% de Tween 80 sem conidios nao afetou a
mortalidade dos insetos, quando comparada ao tratamento sem aplicagao.

Somente na formulagéo de agua com 0,1% de Tween 80, quanto maior
a dose de conidios por inseto, menor sera o tempo médio de sobrevivéncia
soldados de A. laevigata, nas condigdes testadas no experimento.

A similaridade estatistica entre os individuos tratados com suspensdes de
10* e 10% nas duas formulagdes indica que doses maiores dificilmente altera-
riam o tempo médio de sobrevivéncia, que ficou ao redor de 5 dias.

A formulagdo de agua com 0,1% Tween 80 permitiu perceber melhor
o efeito das diferentes doses de conidios por inseto do isolado BSA de
B. bassiana sobre soldados de A. laevigata.

O isolado de B. bassiana BSA formulado em 6leo emulsionavel se mos-
trou bastante bioativo, pois induziu um tempo médio curto de sobrevivéncia
das formigas, principalmente em baixas doses de conidios por inseto.

A poténcia mediana relativa da formulagao com éleo emulsionavel foi 1,69
vez melhor que a da formulagdo com agua e Tween.
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