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Espalhamento e Eficiéncia
de uma Formulacéao de
Fungo a Base de Oleo
Adjuvante Emulsionavel

Roberto Teixeira Alves’
Maria Alice Santos Oliveira?
Roy Paul Bateman?®

Chris Prior*

Simon R. Leather®

Resumo - O objetivo deste trabalho foi quantificar duas vantagens (bom
espalhamento e eficiéncia) do uso de formulacées de fungo em 6leos adjuvantes
emulsionaveis (OAE) em relacdo a outras formulacdes utilizadas no controle
biolégico de pragas. O espalhamento de conidios do fungo Metarhizium
anisopliae, formulados em diferentes concentracées (1%, 5%, 10%, 15%, 20%
e 25%) de OAE Codacide”, foram comparados entre si, com uma formulacéo-
padrao de dgua com 0,05% Tween 80, com uma formulagcdo em 6leo puro de
amendoim e uma formulacdo da mistura de 6leos minerais (50% Shellsol T e
50% Ondina EL) sobre uma superficie hidrofébica de papel siliconado. Em
seguida, realizou-se um bioensaio para comparacao da eficiéncia das diferentes
formulacdes de fungo, exceto a mistura de 6leos minerais sobre larvas do
coleéptero Tenebrio molitor. Os resultados demonstraram que os primeiros 30
minutos sao suficientes para que as formulagdes atinjam o espalhamento
maximo. Quando a concentracao de OAE aumenta, o espalhamento também
melhora. As formulacdes oleosas espalharam mais que as formuladas a base de
agua. Concentracdes de OAE entre 5% e 25% aumentaram a infectividade do
fungo e foram mais eficientes que o fungo em dgua com Tween e tao eficientes
quanto as oleosas.

Termos para indexacdo: controle biolégico, Metarhizium anisopliae,
micoinseticidas.
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Ph.D., The Royal Horticultural Society, Wisley, Woking, Surrey, GU23 6QB, UK
Ph.D., Silwood Centre for Pest Management, Department of Biology, Imperial College, Silwood Park,
Buckhurst Road, Ascot, Berks, SL5 7PY, UK
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Spreading and
Effectiveness of an
Emulsifiable Adjuvant Oil
Fungal Formulation

Abstract - The spreading of an emulsifiable adjuvant oil fungal formulation was
compared at different concentrations to standard water plus Tween and oil-based
fungal formulations. In addition, the effectiveness of the emulsifiable oil
formulation was compared at different concentrations to a standard water plus
Tween and to an oil-based formulation in a bioassay on Tenebrio molitor
mortality. Aerial conidia of Metarhizium anisopliae were formulated and applied
on silicone treated papers to measure spreading and applied to Tenebrio molitor
larvae to calculate the average survival time. Comparisons of drop spreading
rates after application showed that 30 minutes were adequate for maximum
spread for all tested fungal formulations. When the concentration of the
emulsifiable adjuvant oil was increased, spreading also increased. Oil-based
formulations like peanut oil and 50% Shellsol T plus 50% Ondina EL spread
more rapidly than water-based formulations. Concentrations of adjuvant oil
between 5% and 25 % enhanced fungal infectivity more than water plus 0.05%
Tween 80 and were as effective as peanut oil fungal formulation.

Index terms: biological control, Metarhizium anisopliae, mycoinsecticides.
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Introducao

Produtos a base de fungos, utilizados no controle de insetos, sdo chamados de
micoinseticidas e podem desempenhar importante papel em uma agricultura
moderna e sustentavel. Para isso, o desenvolvimento de formulacGes é essencial
e necessita de mais conhecimentos.

Estudos laboratoriais sobre formulacao de fungos em 6leos adjuvantes
emulsiondveis para controle biolégico de pragas foram desenvolvidos pela
Embrapa Cerrados para servirem de base a futuros trabalhos de campo sobre as
interacdes cultura-praga-micoinseticida-pulverizacao.

FormulagGes em 6leo emulsiondvel se misturam com agua, permitindo a
aplicacao do micoinseticida com equipamentos convencionais ja utilizados pelos
produtores rurais (Alves et al., 2000a), além de aumentarem a infectividade do
fungo (Alves et al., 1998a), diminuirem a evaporacao (Alves et al., 2000b) e
minimizarem a acao deletéria dos raios ultravioletas sobre os conidios (Alves et
al., 1998b).

O objetivo deste trabalho foi comparar o espalhamento e a eficiéncia de
uma formulacéo do fungo Metarhizium anisopliae em éleo adjuvante
emulsiondvel com formulacdes em dgua com Tween e em dleos minerais e
vegetais puros.

Material e Métodos
Experimento sobre o espalhamento de diferentes formulacées de fungo

Conidios de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, isolado 299984 foram
suspensos em um volume de 10 mL das seguintes formulacdes: dgua mais 1%,
5%, 10%, 15%, 20% e 25% do 6leo adjuvante emulsionavel Codacide”
(Microcide Ltd., U.K.); 4gua mais 0,05% Tween 80 (Sigma"” Chemicals, U.K.);
6leo puro de amendoim (Sigma” Chemicals, U.K.); e em uma mistura 1:1 de dois
6leos parafinicos refinados, Shellsol T (Alcohols Ltd., U.K.) mais Ondina EL
(Shell Oil Co., U.K.), respectivamente.

Os conidios foram misturados com os 6leos adjuvantes, em seguida, adicionou-
se dgua para se obter suspensdes homogéneas. Todas as concentragcdes
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conidiais foram calibradas na dose de 10* conidios/pl com o auxilio de uma
camara de Neubauer.

Depois da calibracéo, gotas (13 por repeticdo) com volume de 1 mL de cada
formulacao de fungo foram aplicadas sobre papéis-filtro, tratados com silicone
(Whatman International Ltd., U.K.), com um microaplicador Burkard. Esses
papéis foram mantidos a 25 + 1°C e 50 = 3% de umidade relativa do ar
(U.R.), onde o didametro de cada gota foi medido 30, 60 e 120 minutos apés a
aplicacdao, com uma graticula ocular ajustada em um microscoépio estereoscépico.

Esse experimento apresentou um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial, composto de dois fatores: formulacées com nove niveis (nove
formulacdes diferentes) e tempo com trés niveis (30, 60 e 120 minutos) e
quatro repeticoes.

Bioensaio utilizando diferentes formulacées de fungo

Larvas de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae) com 1,5 a

2,0 cm de comprimento e 60 dias de idade foram utilizadas como insetos-teste,
pelos fatos de proporcionarem respostas bastante confidveis em bioensaios,
serem de facil criacdo, de facil manuseio e, por isso, serem amplamente utilizada
como inseto-modelo por cientistas de diferentes paises do mundo.

Conidios provenientes do mesmo lote dos utilizados no experimento anterior
foram formulados com os mesmos produtos e aplicados nos insetos com o
microaplicador Burkard. Os insetos da testemunha receberam somente as
formulacdes sem conidios. A mistura com os dois 6leos minerais nao foi incluida
nesse experimento porque mostrou-se téxica as larvas de 7. molitor. Dessa
forma, usou-se 16 tratamentos (formulacdes diferentes com a metade sem
conidios e a outra metade na dose de 10* conidios/inseto) e quatro repeticoes.

Realizou-se um teste de viabilidade (Moore et al., 1993) dos conidios de cada
formulacéo antes do inicio do bioensaio. Os resultados mostraram 100% de
viabilidade para todas as amostras.

No bioensaio, as larvas foram colocadas individualmente em placas de Petri com
5 cm de didmetro e 2 cm de profundidade, contendo um papel filtro e um
pedaco de cenoura fresca. O volume de 1 pl de cada formulacéo foi aplicado na
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regido intersegmental entre o térax e o abdome. Em seguida, os insetos foram
incubados a 256 + 0,5 °C, 50 + 3 % U.R. e 24 h de escuro. A mortalidade foi
acompanhada diariamente durante 14 dias. Os insetos mortos foram incubados
em camaras Umidas para confirmar a infeccdo causada pelo fungo.

O tempo médio de sobrevivéncia ("average survival time") para cada tratamento
foi calculado pela anélise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, utilizando o
programa SPSS® para Windows" (Norusis & SPSS" Inc., 1993).

Resultados

Os resultados da andlise de variancia ndo mostraram diferencas significativas
entre os trés tempos de medicédo do diametro das gotas. O didametro do
espalhamento médio das formulagées foram 3,15; 3,17 e 3,18 mm depois de
30, 60 e 120 minutos, respectivamente. Porém, a analise revelou diferencas
significativas entre os espalhamentos das diferentes formulacées do fungo

M. anisopliae (Figura 1).
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Formulacdes de fungo

Figura 1. Diametro do espalhamento médio, com erro padrdo, de formulacdes de
fungo sobre papel tratado com silicone, a 25+1 °C e 50+3% U.R.

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

Os resultados da andlise do tempo médio de sobrevivéncia das larvas de T.
molitor revelaram diferencas significativas entre as diferentes formulagdes do
fungo M. anisopliae (Figura 2).
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Figura 2. Tempo médio de sobrevivéncia, com erro-padrdo, de larvas Tenebrio molitor
inoculadas com diferentes formulagées com e sem conidios.

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente diferentes entre
si (p<0,05).

Discussao

Comparacodes entre os tempos de espalhamento das gotas mostraram que os
primeiros 30 minutos sao suficientes para se obter valor maximo para todas as
formulacdes a base de dgua ou de 6leo testadas. Esse método de comparacao de
espalhamento de gotas é simples, rapido, barato e fornece resultados confidveis
na comparacao entre formulacdes sobre superficies hidrofébicas semelhantes as
encontradas na maioria das cuticulas dos insetos (Prior et al., 1988; Burges,

1998).

Um aumento na concentracao do éleo adjuvante emulsionavel incrementou o
espalhamento das formulacées de fungo sobre superficies hidrofébicas (Figura 1)
devido a diminuicao da tensao superficial do liquido, pois esses tendem a se
espalhar mais que outros liquidos com alta tensao superficial (Clark et al., 1998;
Miller, 1998; Nayayanan, 1996; Sun & Foy, 1998).
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O grau com que uma gota se espalha sobre uma superficie como a cuticula de
um inseto, por exemplo, é geralmente caracterizado por um angulo de contato
entre a superficie sélida e a tangente da gota. Formula¢cdes que contém maior
concentracao de 6leo adjuvante emulsionavel diminuem mais a tensao superficial
do liquido e como conseqliéncia o angulo de contato é consideravelmente menor
que no caso de formulacdes sem concentracdes ou com baixas concentracdes

desse 6leo (Maas, 1971).

As formulacdes a base de éleos puros espalharam-se num grau mais elevado
devido a baixa tensao superficial que apresentam. Isso explica os resultados de
espalhamento obtidos das diferentes formulagdes de fungo testadas.

Um rapido espalhamento pode aumentar o nimero de conidios em contato com a
cuticula do inseto. Por sua vez, pode ser uma desvantagem para formulacoes
com baixa viscosidade e alta volatilidade porque pequenas gotas apresentam alta
proporcéo entre area de superficie e volume (Bateman, 1996). Por isso, em
ambientes secos, pode ocorrer uma evaporacao maior e mais rapida das
formulacdes com alta taxa de espalhamento que de outras com uma taxa menor,
apesar dos conidios nao evaporarem.

Os resultados do bioensaio, comparando a eficiéncia das diferentes formulacdes
de fungo sobre larvas de 7. molitor (Figura 2), mostraram que 5% é a porcenta-
gem minima de dleo adjuvante emulsionavel a ser adicionada aos conidios e
4dgua para manter a mesma eficiéncia de uma formulacao a base de éleo puro nas
condicOes deste trabalho.

Cuticulas de insetos e conidios aéreos de fungos como Beauveria bassiana e M.
anisopliae, por exemplo, sdo hidrofébicos (Prior et al., 1988; Jenkins et al.,

1998). Apés a formulacado dos conidios com dleos adjuvantes emulsiondveis,
havera maior afinidade para que eles figuem mais aderidos e se espalhem melhor
sobre a cuticula do inseto. Um mesmo volume dessa formulagcao fungica ira se
espalhar melhor que um volume equivalente de conidios formulados em agua
com Tween 80. Dessa forma, a proporcao de conidios, em contato com a
cuticula do inseto, é aumentada com a presenca de 6leo adjuvante emulsionavel
(Alves et al., 1998a).

Concentracdes de 5% ou mais de 6leo adjuvante emulsiondvel melhoram a
adesao da suspensao de conidios a cuticula do inseto, provavelmente facilitada
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pelas propriedades cutinofilicas desse 6leo, permitindo que nimero muito maior
de conidios alcancem as membranas suscetiveis da regido intersegmentar dos
insetos como discutido por Prior et al. (1988).

O espalhamento de formulacées de fungo com 5% de 6leo adjuvante
emulsionavel nao foi igual ao de formulagées com 10% ou mais, ou igual ao do
6leo de amendoim, porém foi tao eficiente para matar os insetos no bioensaio
quanto estes (Figura 2). Portanto, ndo é necessario pulverizar formulacées com
altas concentracoes de 6leo adjuvante emulsiondvel que terdo um alto indice de
espalhamento, porque estarao mais sujeitas a alta evaporacdo e também serao
menos econdmicas.

Emulsées de fungo com a proporcao adequada de 6leo adjuvante emulsionéavel,
quando pulverizadas com o equipamento préprio, apresentam grande potencial
para o controle biolégico de insetos-praga em condigcdes ambientais favoraveis
(Alves et al., 2000c).

Conclusoes

® Comparacdes entre os tempos de espalhamento das gotas mostraram que
os primeiros 30 minutos sao suficientes para se obter um valor maximo
para todas as formulacdes a base de dgua e a base de 6leo que foram
testadas;

® Quando se eleva a concentracdo do 6leo adjuvante emulsionavel, o
espalhamento das formulagdes de fungo sobre superficies hidrofébicas
também aumenta;

® Formulacdes a base de dleos puros espalharam-se num grau mais elevado
que as formulacdes a base de agua;

® Resultados do bioensaio demonstraram que 5% é a porcentagem minima
de 6leo adjuvante emulsionéavel a ser adicionada aos conidios e a 4gua
para manter a mesma eficiéncia de uma formulacao a base de 6éleo puro,
nas condicOes deste trabalho.
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