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Protocolo para Producao
Massal de Fungos
Entomopatogénicos

| - Beauveria bassiana (Vuill.)

Joana Maria Santos Ferreira’

Resumo

Um protocolo para a produ¢cao massal do fungo Beauveria bassiana Vuill. é
descrito nesse documento objetivando garantir seu uso em programas de
controle de pragas agricolas. Todos os procedimentos laboratoriais iniciais
necessarios para a obtehgéo de culturas puras e culturas provenientes de
isolamento monospérico sao detalhados, bem como, os utilizados na preparacao
das culturas matrizes. O objetivo principal é fornecer informacées sobre as
etapas que sao fundamentais no processo de multiplicacao e obtencao dos
conidios do fungo em larga escala, e aqueles relativos as condi¢cdes de
armazenamento e de conservacao da cultura e do controle de qualidade da
producdo. O custo da producao massal por quilograma de material produzido
(substrato imido e seco) e por litro de fungo formulado em 6leo vegetal
emulsionavel foi estimado em R$4,00, R$4,24 e R$15,22, respectivamente. O
rendimento da producao no campo (custo/beneficio) foi calculado tendo como
base a producado semanal de conidios obtida no laboratério da Embrapa Tabulei-
ros Costeiros, o custo por quilograma/litro de fungo produzido, o tipo de
formulacéo usada e os dados de controle da lagarta-das-folhas-do-coqueiro
Brassolis sophorae.

Termos para indexacao: Protocolo, Beauveria sp, Fungos entomopatogénicos,
producao de fungos.

" Engenheira Agrondma, M.Sc., Av. Beira Mar, 3250, Caixa postal 44, CEP 49001-970, Aracaju, SE,
E-mail: joana@cpatc.embrapa.br.



Mass Production Protocol for
the Entomopatogenous Fungi:
I - Beauveria bassiana (Vuill.)

Joana Maria Santos Ferreira’

Abstract

A protocol for the fungus Beauveria bassiana Vuill. mass production is
described, herein, in order to guarantee its use in the control programs of
agricultural pests. The inicial laboratory procedures needed to obtain the pure
cultures and the cultures obtained from monospore isolation used to prepare the
mother suspension, are well detailed. The main purpose is to provide information
regards all the steps that plays an important role in the large scale spore's
multiplication, as well as, the ones related to the fungus culture storage and
conservation conditions and the production quality control. The mass production
cost per kilogram of fungus substrate (humid or dry substrates) or per liters of
fungus formulation in emulsified vegetable oil was estimated in R$4,00, R$4,24
and R$15,22, respectively. The production yield (benefit/cost) at field level was
calculated based on the weekly fungus production obtained in the biological
control laboratory of Embrapa Coastal Tableland Research Center, the cost per
kilogram/liters of fungus produced, the formulation used, and the control data for
the coconut leaves caterpillar Brassolis sophorae.

Index terms: Protocol, Beauveria sp, entomopathogenous fungi, fungus
production.
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introducéao

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
(Deuteromycotina:Hyphomycetes) tem um grande potencial para o controle
biolégico artificial de pragas. A potencialidade desse fungo como agente de
controle microbiano vem sendo largamente investigada sobre inimeras pragas
agricolas (Alves, 1992; Malagodi & Veiga, 1995; Ferron, 1978; Marcano et al.,
1999). No campo, o sucesso de seu uso esta relacionado as condicdes climati-
cas da regido, ao conhecimento do habito de um determinado hospedeiro e da
quantidade de inoculo a ser disperso na area.

Em Sergipe foram coletados isolados de B. bassiana parasitando adultos da
broca-do-olho Rhynchophorus palmarum, da broca-do-tronco Rhinostomus
barbirostris, da broca-do-pedinculo Homalinotus coriaceus, da barata-do-
coqueiro Coraliomela brunnea, e da lagarta-da-folha Brassolis sophorae (Ferreira
et al., 2001), todos comprovadamente patogénicos e eficientes quando avalia-
dos em laboratério e sobre trés dessas espécies em testes realizados no campo.
Entretanto, em condicdes naturais, o parasitismo é relativamente baixo, razao
pela qual nd@o é capaz de reg ular por si s6 a populacdo dessas pragas para
abaixo do nivel de dano econdémico.

Tecnologias para producao em massa de conidios de B. bassiana para uso como
biopesticida tem sido desenvolvidas por vérios autores (Alves & Pereira, 1989;
Rombach, 1989; Jenkins, et al.»1998) e em alguns paises, no intuito de
aumentar a fonte de inoculo no cempo € promover epizootias.

A producao de B. bassiana, isolado a partir de adultos da broca-do-olho-do-
coqueiro Rhynchophorus palmarum, da broca do pedunculo-floral-do-coqueiro
Homalinotus coriaceus e da lagarta-das-folhas-do-coqueiro Brassolis sophorae
vem sendo estabelecida nos ultimos sete anos na Embrapa Tabuleiros Costeiros
na base de 'tentativas e erros' visando a obtencao de um produto que formulado
‘ tivesse como principais caracteristicas: pureza, abundancia em esporos, viabilida-
de ap6s longo periodo de armazenamento, economia na sua producao, conveni-
éncia na sua utilizacdo e transporte, facilidade de aplicacao e eficiéncia no
controle da praga-alvo. Todas as etapas envolvendo a producao massal do
fungo (Figura 1a 5) encontram-se detalhadas no protocolo a seguir.
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8 Protocolo para Producéio Massal de Fungos Entomopatogénicos | - Beauveria bassiana (Vuill.)

Técnicas de Producao

1. Isolamento e purificacdo do fungo em laboratério
1.1 Faz-se a coleta do fungo com o auxilio de uma alca de platina flambada,
em adultos ou larvas encontrados parasitados no campo, transferindo-o
para meio de cultura tipo 'BDA" distribuido em placas de Petri e
contendo antibi6tico para inibir qualquer contaminacao bacteriana.

1.2 Os isolados sdo incubados por 5 a 10 dias em cadmara B.0.D., em
temperatura entre 26 o C e 300 C.

1.3 Neste periodo, observa-se o crescimento-do fungo e a presenca de
qualquer contaminagdo na placa, com o auxilio do microscépio.

1.4 Em face da predominancia de impurezas advindas do campo, é comum,
nessa etapa, se fazer repicagens dos isolados em tubos e/ou placas
com meio de cultura BDA, até a obtencao de isolados puros.

1.5 A pureza total é obtida mediante o cultivo do isolado em coldnias,
originadas de um unico conidio (esporo), a chamada 'cultura
monospérica’. O isolamento monospérico é obtido com o auxilio de
bisturi, meio de cultura BDA e microscépio. Conidios sao coletados de
uma cultura pura e a seguir riscados com o auxilio de uma alca de
platina na placa de Petri com meio de cultura Agar-agua. Ap6s esse
procedimento as placas sao guardadas na B.O.D. por 24 horas quando
sdo avaliadas para coleta de conidios apresentando emissao de tubos
germinativos e que se encontrem isolados. Através de pequenos cortes
feitos com um bisturi ao redor dos conidios selecionados estes sao
transferidos para placas de Petri ou para tubos de ensaio com meio
nutritivo para o desenvolvimento da cultura.

2. Caracterizacao e conservacao do isolado puro
2.1 Dos isolados puros ou das culturas monospéricas, prepara-se lamina
para microcultura e caracteriza-se o fungo por anélise microscépica,
contando com o auxilio da chave de identificacdo de fungos, ou
encaminha-se o material repicado para um especialista para identificacao
ao nivel de espécie.
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2.2 Todos isolados, apés serem caracterizados/identificados: sao numera-
dos e registrados no Banco de microorganismos entomopatogénicos da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, conservados em geladeira e repicados a
cada seis meses.

2.3 Todos isolados, comprovadamente patogénicos para as pragas do
coqueiro, sdao encaminhados para o Banco de microorganismos
entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos - CENARGEN onde
sdo numerados, registrados e conservados em Nitrogénio Liquido a
1800C.

2.4 Periodicamente, procede-se a revigoracao das cepas de B. bassiana que
se encontram em estudo (cepas de trabalho), mediante inoculacao
sistematica do fungo no hospedeiro para posterior reisolamento no
laboratério, a fim de se manter a viabilidade e a viruléncia da cepa.

Preparacdo de matrizes em meio semi-sélido

3.1 Obtido o isolado puro e comprovadamente patogénico a espécie do
qual foi isolado, da-se inicio a producdo massal do fungo para fins de
liberacao futura no campo.

3.2 As matrizes devem, obrigatoriamente, ser advindas de isolamento
monospérico. Este procedimento é importante para assegurar a pureza e
a viruléncia dos isolados.

3.3 Selecionadas as culturas com melhor desempenho em termos de
velocidade de crescimento, massa flingica e pureza estas sdo prepara-
das em suspensao (suspensdo 1) para serem utilizadas, por sua vez, na
preparagao das culturas matrizes.

3.4 A suspensdo 1 é preparada, em camara asséptica, adicionando-se 5mL
de agua destilada/esterilizada com Tween 80 a 0,05% ao tubo com a
cultura agitando-o bem com auxilio do agitador de tubos e/ou do
bastao de vidro esterilizado, para soltar os conidios do meio.

3.5 As culturas matrizes sdo preparadas em frascos erlenmeyers de 250mL,
utilizando-se como meio de cultura o arroz parbolizado na propor¢do de
50g de arroz para 20mL de &gua destilada, deixados a seguir, em

9
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descanso por 30 minutos e com freqliente homogeneizacdo para melhor
absorcdo da agua e autoclavados por 20 minutos a 1kgf de pressao e
1210 C de temperatura.

3.6 Em camara asséptica, inocula-se com o bico dosador 5mL da,suspensao
1 a cada frasco-matriz.

3.7 O crescimento da cultura no frasco-matriz se completa entre 10 e 15
dias, com temperatura entre 26 oC e 300C.

3.8 Selecionadas as matrizes com melhor desempenho em termos de
velocidade de crescimento, massa flingica e pureza estas sao prepara-
das em suspensdo (suspensdo 2a) para serem utilizadas, por sua vez,
na produgao massal do fungo em substratos semi-sélidos.

3.9 A suspensdo 2a é preparada, em camara asséptica, adicionando-se
150mL de agua destilada/esterilizada com Tween 80 a 0,05%, ao
frasco com a cultura matriz agitando-o bem com o auxilio do bastéo de
vidro esterilizado, para soltar os conidios do respectivo meio.

4. Preparacao de matrizes em meio liquido
4.1 Prepara-se o meio liquido misturando 20g de levedura, 20g de glucose
ou dextrose e 0,5g do antibiético cloranfenicol em 1L de &gua destila-
da.

4.2 Distribuir 75mL do meio em um frasco Erlenmeyer de 250mL e a seguir
autoclavar por 20 minutos a 1kgf de pressdao e 1210 C.

4.3 Apés o meio liquido esfriar, em cadmara asséptica, inocular 2-3mL da
suspensdo 1 ou 2a, contendo aproximadamente 6x106 conidios/mL a
cada frasco-matriz.

4.4 Deixar os frascos sob agitacdo orbital de 150rpm por trés a cinco dias
e temperatura entre 25 o C e 280 C.

4.5 Selecionar as matrizes com melhor desempenho em termos de cresci-
mento micelial e pureza e prepara-las em suspensao (suspensao 2b)
para serem utilizadas, por sua vez, na producao massal do fungo em
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substratos semi-sélidos.

4.6 Esta suspensdo deve ser preparada, em camara asséptica, adicionando-
se 4gua destilada/esterilizada na proporcao 1:1 ao frasco com a cultura
agitando-o bem para homogeneizagdao da massa micelial.

O uso de matrizes preparadas em meio liquido apresenta como vantagens a
obtencdo de um maior rendimento na producao e a eliminacao dos riscos de
contaminacao.

5. Producdo massal em substratos semi-sélidos
5.1 Preparacgao do substrato semi-sélido

5.1.1 Colocar em sacos autoclavaveis de 2kg (polietileno ou
polipropileno) 100g de arroz e 40mL de agua de torneira (4gua
limpa) e deixar em repouso por 30 minutos para que o arroz
absorva a 4gua, mexendo com freqiiéncia para manter a
homogeneizacdo do substrato.

5.1.2 Arrumar o arroz no fundo do saco e dobrar vérias vezes sobre si
mesmo formando um tubo para melhor acomodacao e rendi-
mento na autoclave.

5.1.3 Proceder a esterilizacdo do meio durante 20 minutos com a
autoclave regulada para 1kgf de pressao e temperatura de
1210C.

5.1.4 Apd6s serem resfriados, os sacos com arroz autoclavado sao
transferidos para a cdmara de fluxo laminar esterilizada e entao
inoculados.

5.2 Producao do fungo
5.2.1 Fazer a assepsia da cadmara de fluxo laminar vertical e posterior

esterilizacdo com a irradiagdo de uma lampada ultravioleta
(UV), durante 30 minutos antes da inoculag3o.

1



12 Protocolo para Produg&io Massal de Fungos Entomopatogénicos |- Beauveria bassiana (Vuill.)

5.2.2 No interior da camara asséptica, abrir o saco de arroz
autoclavado e proceder a inoculacao do meio com 5mL da
suspensdo 2a ou 2b, contida em um frasco de 500mL
acoplado a um bico dosador de 5mL, por saco.

5.2.3 Fechar o saco plastico e misturar bem a solucéo fungica no arroz
para se obter a maior homogeneidade possivel.

5.2.4 Deixar um volume de ar no interior do saco plastico a fim de se
obter uma aeracao que favoreca ao desenvolvimento do fungo.

5.2.5 Transferir todo material inoculado para a sala de crescimento
distribuindo os sacos, lado a lado e deitados nas prateleiras,
até que sejam totalmente cobertos com micélios (trés a cinco
dias). Apés esse periodo, proceder a cada dois dias a
homogeneizacdo do substrato, arrumando os sacos lado a lado
e de pé, para permitir o crescimento uniforme do fungo em
volta do.grdo de arroz e conseqiientemente, obter-se um maior
rendimento de esporos, bem como proceder a oxigenacao dos
sacos.

5.2.6 O crescimento do fungo se completa entre 15 e 20 dias, com
temperatura entre 260C e 300C, estando a cultura pronta para
uso em bioensaios, testes de campo ou para ser usada como
in6culo para subseqiientes inoculacdes em meio semi-sélido.

6. Secagem e peneiracao
6.1 Apés o desenvolvimento da cultura do fungo transfere-se o material
produzido para bandejas plasticas brancas (60cmx40cmx10cm) na
proporcao de 2kg de substrato por bandeja deixando secar em ambiente
climatizado a 180C durante 15 a 20 dias ou em estufa a 350C a 400C,
por trés dias. Nessas condicdes, obtém-se substratos com umidades
que variam de 8% a 12% e 3% a 5%, respectivamente.

6.2 Umidades baixas auxiliam na separacao dos conidios do substrato e
oferecem condicdes adequadas para que o produto obtido seja formula-
do. A afericdo da umidade da cultura é feita tanto pelo método
gravimétrico por diferenca, quanto diretamente, utilizando-se uma
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balanca de infravermelho.

6.3 Apds o processo de secagem o substrato é peneirado, a fim de separar
os conidios do arroz. O peneiramento pode ser manual ou mecanico.
No processo manual coloca-se 200g do substrato em uma peneira de
latao (500m), acoplada a um coletor e a uma tampa de material resis-
tente de mesmo didmetro, procedendo-se a peneiracao por cerca de 40
minutos com trés turnos de 10 minutos e dois intervalos de 5 minutos.
No processo mecanico utiliza-se uma maquina vibratéria com seis
peheiras de latao, sendo, cinco com malha de 1000m e uma acoplada
ao coletor com malha de 500m que trabalha a uma rotacao de
1500rpm, durante 30 minutos.

6.4 Embora grande parte dos conidios seja coletada durante o processo de
peneiramento, parte deles fica aderida a superficie do arroz. Para a
avaliacao do rendimento da producao é possivel resgatar esses conidios
fazendo-se a lavagem do arroz peneirado com querosene e a filtragdo
com o auxilio de papel de filtro, procedimento que nao afeta a viabilida-
de dos conidios de B. bassiana. Os conidios retidos no papel sdo
deixados secar em ambiente a 180C até a obtencao da umidade
desejada para formulacao.

6.5 Conidios obtidos com 8 a 12% de umidade, ap6s o processo de
secagem sdo colocados no dissecador com silica gel nao indicadora,
por 2 a 3 dias, para baixar a umidade para o mais préximo de 5%.

7. Formulacdo do fungo
7.1 A cultura de Beauveria, ap6s atingir sua fase de maturacdo (15 a 20

dias), pode ser imediatamente utilizada em bioensaios ou em testes de
campo. A forma de utilizagdo mais comum desse material é em 'suspen-
sao aquosa'. No preparo da suspensao adiciona-se para cada 200g da
cultura crescida no arroz, um litro de 4gua e 0,5mL de detergente
neutro, obtendo-se em média, uma suspensdo com a concentracio de
1x 109 conidios/mL.

7.2 Para aumentar o tempo de uso de uma cultura de Beauveria faz-se
necessério proceder a secagem do fungo (processo ja descrito), sua
distribuicdo em sacos de polietileno ou polipropileno de 1kg e o
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armazenamento em baixas temperaturas (freezer). Nesse tipo de
armazenamento é importante retirar o maximo de ar possivel do interior
dos sacos para melhor acomoda-los uns sobre os outros. A utilizacao
do fungo ap6s o periodo de armazenamento no freezer é também em
'suspensado aquosa' preparada da forma acima mencionada. O efeito de
temperaturas baixas na vida util dos conidios de Beauveria sob
armazenamento esta sendo estudado no laboratério de controle biolégi-
co da Embrapa Tabuleiros Costeiros onde se tem obtido uma variagdo
média de 5% na viabilidade dos conidios em relacdo a inicial, quando
mantidos com 5% de umidade e em freezer por 12 meses.

7.3 Conidios de Beauveria podem também ser formulados em éleo vegetal
emulsionavel com o objetivo de assegurar a viabilidade e aumentar a
vida util dos mesmos, e conseqlientemente seu uso e disponibilizacao
no mercado. »

7.4 A formulacao de fungos em éleo vegetal emulsionavel requer a obten-
cao de conidios com teor de umidade, o mais préximo possivel, de 5%.
Lotes de conidios, apresentando umidades superiores a esse valor, sdo
colocados em dissecadores contendo silica gel ndo indicadora (20% do
peso total). A silica, antes de ser colocada no dissecador, deve ser
aquecida a 1200 C por 2 horas e regenerada a cada lote.

7.5 Obtida a umidade ideal, os conidios sao entdo formulados, misturando-
os ao 6leo, na propor¢cao de 10% de conidios do fungo para o volume
requerido. A vida de prateleira desse formulado, em condicGes ambien-
tes, encontra-se em estudo no laboratério de controle biol6gico da
Embrapa Tabuleiros Costeiros. Variagoes de 5% a 20% na viabilidade
dos conidios estdo sendo obtidas apés 6 meses de armazenamento em
diferentes 6leos.

8. Controle de qualidade
8.1 Durante o periodo de armazenamento da cultura fazem-se anélises
periédicas nos lotes em estoque para acompanhar o rendimento do
material produzido (conidios/g de arroz ou conidios/mL), a viabilidade
dos conidios e o aparecimento de agentes contaminantes. Esse
procedimento serve para avaliar a qualidade da producéo ao final do
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processo.

8.2 Para estimar o rendimento da producdo fazer uma amostragem equiva-
lente a 2% do lote a ser avaliado. A selegdo da amostra é feita, aleatori-
amente, dentro do lote. Uma suspensao é preparada com 10 g da
cultura (arroz com fungo), 200 ml de 4gua destilada/esterilizada e
0,05% de Tween 80, para estimativa da densidade de conidios
(concentracao). A seguir procede-se a diluicao serial da suspensao até a
concentragdo 10-3 e com o auxilio de um microscépio estereoscépio e
de uma camara de contagem é feita a leitura do niGmero de conidios,
seguindo a metodologia proposta por Alves (1998) para a obtencao do
numero de conidios/mL e de conidios/grama do substrato.

8.3 Para estimar o rendimento da producéo a partir dos produtos formula-
dos em 6leo adotam-se os mesmos procedimentos da avaliagao anteri-
or. A unica diferenca diz respeito ao uso de querosene na diluigao da
amostra, em substituicdo a 4gua destilada/esterelizada e ao Tween. A
diluigdo em agua nao é recomendavel por formar inGmeras bolhas que
se confundem com os conidios durante a leitura na camara de conta-
gem. Para cada amostra prepara-se uma suspensao com 1mL do
formulado e 9mL de querosene prosseguindo-se com a diluicao serial
até a concentragdo 10-4 para a realizacdo das leituras.

8.4 Utilizar as mesmas amostras para estimar a viabilidade dos conidios
armazenados. Nesse caso, espalhar na placa de Petri uma a trés gotas
da suspensao sobre o meio de cultura com o auxilio de uma alca de
Drigalsk, e deixar em incubagdo por um periodo de 24 horas em
ambiente a 270C 2 oC. Decorrido esse tempo, fazer a contagem do
numero de conidios germinados e ndao-germinados em 15 campos do
microscopio a fim de estimar a taxa de germinagao do lote ao longo do
periodo de armazenamento. A viabilidade do lote deve ser superior a
90% no momento do armazenamento.

8.5 Para realizar o teste de viabilidade dos conidios que foram armazenados
de forma pura e seca (pd), € importante colocé-los durante 2 horas em
um ambiente com umidade relativa do ar saturada (acima de 80%), para
que se recuperem do déficit hidrico a que foram submetidos e germinem
normalmente.
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8.6 Proceder também, a cada quatro sub-culturas (culturas produzidas
seguidamente em substratos artificiais), e como etapa obrigatéria na
producdo de fungos entomopatogénios, a revigoracado da cepa de
trabalho, mediante aplicacdo sistematica do fungo no inseto hospedeiro
e posterior reisolamento do mesmo no laboratério, a fim de manter a
viabilidade e a viruléncia da cepa.

8.7 Verificar sempre a presenca de contaminantes nas unidades dos lotes
armazenados, como por exemplo, os fungos dos géneros Penicilium e

Aspergillus, bem como, as bactérias descartando-se todos aqueles com
sinal de contaminacao.

9. Custo da producao massal
9.1 O custo de producao do fungo Beauveria por quilograma de material
produzido é de R$4,00 para o substrato imido, de R$4,24 para o

substrato seco e de R$15,22 para o produto formulado em 6leo
(Tabela 1).

10. Rendimento semanal de conidios de B. bassiana na
Embrapa Tabuleiros Costeiros (producédo e rendi-
mento de campo)

10.1 A cultura de Beauveria, ap6s atingir sua fase de maturacao (15 a 20
dias) pesa, em média, por saco, 145g antes da secagem e 95g ou

85g ap6s a secagem (ambiente a 180C ou em estufa entre 35-400C,
respectivamente).

10.2 A quantidade de conidios, obtida por grama de substrato seco,
utilizando os dois processos de separacao dos conidios (peneiracao e
lavagem com querosene) é de 0,04g de conidios puros. Isto equivale
a uma concentracao de conidios (densidade) de 6,0 x 109 conidios/g -
de arroz, calculada a partir de uma densidade média de conidios puros
estimada em 1,5 x 1011 conidios/g.

10.3 A densidade média de conidios puros/g foi calculada preparando-se
uma suspensdo com 0,5g de conidios puros e secos em 200 ml de
agua destilada/esterilizada com 0,05% de Tween 80. Através da
diluicdo serial da suspensao até a concentracdo 10-3 foi feita a leitura
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na camara de contagem e estimado o nimero de conidios presentes
em um grama de conidios puros.

10.4 Para o célculo da capacidade de producao do laboratério em relagao
a aplicacao dos formulados no campo, tomou-se como exemplo o
controle da lagarta-da-folha Brassolis sophorae. A concentracao
eficiente estimada para controle dessa praga é de 1,65 x 107
conidios/mL e o volume de calda utilizada é de um litro por planta.

10.5 No preparo da suspensdo aquosa utiliza-se, em média, 200g da
cultura do fungo para 1 litro de 4gua obtendo-se uma concentracao
de conidios equivalente a 1 x 109 conidios/mL. Logo, para obtencao
da concentracao letal desejada, sao necesséarias 676g, 528g e 469g
da cultura do fungo (substrato colonizado) o que equivale um custo
de R$2,88, R$2,25 e R$1,99 para o tratamento de um hectare de
coqueiro-anao (205plantas), de coqueiro-hibrido (160plantas), e de
coqueiro-gigante (142plantas), respectivamente (Tabela 2).

10.6 Com a producéao do laboratério de 45kg semanais é possivel
pulverizar 13.636 plantas o que corresponde a 66,5ha de coqueiro-
anao, 85,2ha de coqueiro-hibrido e 96ha de coqueiro-gigante (Tabela
3).

10.7 No preparo da suspensao oleosa formulada a 10% (m.v.) utiliza-se
100g de conidios puros para um litro de 6leo vegetal emulsionavel
obtendo-se uma concentracao de conidios equivalente a 1,5 x 1010
conidios/mL. Para se trabalhar com a concentracao letal desejada de
1,65 x 107 conidios/mL para B. sophorae é necessério adicionar
908 litros de agua para 1 litro do formulado. Logo, para o tratamento
de um hectare de coqueiro-anao, de coqueiro-hibrido, e de coqueiro-
gigante sdo necessarios 225,5mL, 176mL e 156,2mL do formulado
0 que equivale a um custo de R$3,43, R$2,68, e R$2,38, respecti-
vamente (Tabela 4).

10.8 Com a producao semanal do laboratério de 1800g semanais de
conidios (p6) ou 18 litros de formulado seréa possivel atender 16.364
plantas, o que corresponde a 79,8ha do coqueiro-anao; 102,2ha do
coqueiro-hibrido e 115,2ha do coqueiro-gigante (Tabela 5).

“17
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Tabela 1. Custo estimado da producdo de 1kg de substrato(amido e seco) e de
1litro do formulado em éleo de Beauveria bassiana produzido na
Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Custos de producao

eany Substrato Substrato Formulado
umido seco em Gleo
Material de Consumo
BDA Reagente 0,15 0,15 0,38
Levedo em pé 0,01 0,01 0,02
Dextrose 0,02 0,02 0,05
Arroz parbolizado 2,00 2,00 5,00
Sacos polietileno(bd) 2kg 0,50 0,50 1.25
Cloranfenicol 500 0,02 0,02 0,05
Tween 80 0,01 0,01 0,02
Oleo veg. emulsionavel . - 4,00
Sub-Total 2,71 2,71 10,77
Méo-de-Obra
Preparo do material 0,19 0,19 0,48
Isolamento/repicagem 0,10 0,10 0,25
Preparo do substrato 0,50 0,50 1,25
Inoculagdo do fungo 0,50 0,50 1.25
Secagem/peneiramento “ 0,24 0,61
Formulacao - - 0,61
Sub-Total 1,29 1,63 4,45
Custo Total (R$) 4,00 4,24 15,22

Tabela 2. Quantidade de cultura de Beauveria bassiana necesséria por hectare de
coqueiro (ando, hibrido e gigante) para controle da lagarta Brassolis
sophorae usada em suspensado aquosa e custo do tratamento/hectare.

Variedades Planta/ha Substrato Custo
(No.) (Kg/ha) (R$/ha)
Coqueiro-ando 205 0,68 2,88
Coqueiro-hibrido 160 0,53 2,25
Coqueiro-gigante 142 0,47 1,99

Concentracdo da suspensdo 1,65 x 107 con./mL (3,3 g do produto/litro/planta).
Custo médio de R$ 4,24 por kg do produto seco.
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Tabela 3. Producao de Beauveria bassiana na Embrapa Tabuleiros Costeiros e
rendimento no campo.

Plantas ; = s : : z

tratadas Coqueiro-anao Coqueiro-hibrido Coqueiro-gigante Custo
(No.) (ha) (ha) (ha) (R$)

13.636 66,5 85,2 96,0 190,80

Produgdo média/semana de 45kg de substrato seco.

Tabela 4.Quantidade do formulado a 6leo de Beauveria bassiana necesséria por
hectare de coqueiro (ando, hibrido e gigante) para controle da lagarta
Brassolis sophorae usada em suspensao aquosa e custo por hectare

tratado.
Variedadas Planta/ha Formulado Custo
(No.) (mL/ha) (R$/ha)
Coqueiro-anao 205 225,5 3,43
Coqueiro-hibrido 160 176,0 2,68
Coqueiro-gigante 142 156,2 2,38

Concentragdo da suspensdo 1,65 x 107 con./mL (1,10mL do formulado/litro/planta).
Custo médio de R$ 15,22 por litro do formulado.

Tabela 5. Projecdo da producio do formulado a 6leo de Beauveria bassiana na
Embrapa Tabuleiros Costeiros e rendimento no campo.

. Plantas . - . . : :
Produgao Gataan Coqueiro-andao Coqueiro-hibrido Coqueiro-gigante = Custo
(L/semana) (No.) (ha) (ha) (ha) (R$)
18 16.364 79,8 102,2 115,2 ' 273,96

Produgdo média/semana de 18L do formulado.
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Fig. 1. Etapa 1 da produgéo massal do fungo Beauveria bassiana.
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Fig. 2. Etapa 2 da produg&o massal do fungo Beauveria bassiana.
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Fig. 3. Etapa 3 da produgdo massal do fungo Beauveria bassiana.
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Fig. 4. Etapa 4 da produgao massal do fungo Beauveria bassiana.
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Fig. 5. Etapa 5 da producao massal do fungo Beauveria bassiana (Vuill.)
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