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Apresentacao

Esta publicacdo é um produto cientifico do trabalho conjunto de
pesquisadores da Embrapa Cerrados com pesquisadores da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, na area de controle biolégico de
insetos-praga por fungos entomopatogénicos.

Sao informacdes praticas, obtidas ao longo de véarios anos de trabalho
e experiéncia, que estdo sendo oferecidas a todos os pesquisadores e

técnicos de empresas publicas ou privadas, voltadas para a producao e
utilizacdo de micoinseticidas.

Espera-se que o leitor interessado nos diferentes assuntos abordados
nesta publicacdo possa compreender um pouco mais sobre fungos
entomopatogénicos e sobre as varias técnicas necessarias para os
processos de producao e aplicacdo no campo.

Dessa forma, conforme palavras dos autores, estarao contribuindo para
o aumento do uso adequado do controle biolégico de pragas agricolas,
evitando-se assim residuos quimicos nos alimentos, contaminagcao dos
recursos naturais e reducao nas intoxicacdes dos trabalhadores rurais
brasileiros.

José Robson Bezerra Sereno
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Roberto Teixeira Alves
Marcos Faria

Introducao

Este manual foi elaborado com linguagem simples e metodologias de
facil adocao, para que o técnico interessado em desenvolver trabalhos
com fungos entomopatogénicos possa ter seu trabalho facilitado,
colaborando com o bom andamento de suas atividades de pesquisa ou
de producao em larga escala.

A énfase serd dada aos fungos dos géneros Metarhizium, Beauveria e
Sporothrix, os quais sdo bastante utilizados em diferentes programas de
controle biolégico de insetos-praga no Brasil.

E importante ressaltar que é preciso planejar bem o que se quer fazer,
quais os objetivos a serem atingidos, quais os resultados esperados,
bem como preparar a lista de materiais e suas quantidades necessarias
para se coletar, isolar, cultivar, armazenar, produzir e formular o fungo
a ser utilizado no controle biolégico de algum inseto-praga. Enfim, é
preciso planejar bem todas as atividades de laboratério e de campo,
com a devida antecedéncia, para evitar imprevistos de Ultima hora.

O ideal é que se possa ter outra pessoa com o mesmo nivel de
treinamento ao seu lado, que também aprenda e possa conduzir tudo
sozinha em caso de necessidade, anotando os dados e atividades em
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fichas previamente elaboradas. Isso porque os custos de uma pesquisa
ou de uma producdo, em larga escala, de um entomofungo, sao
elevados e essas atividades nao devem ser interrompidas.

Espera-se que o técnico envolvido no assunto, apds a leitura

deste manual, possa compreender um pouco mais sobre fungos
entomopatogénicos e sobre as varias técnicas necessarias para os
processos de producao e aplicacdo no campo. Dessa forma, estara
contribuindo para o aumento do uso adequado do controle biolégico
de pragas agricolas, evitando assim residuos quimicos nos alimentos,
contaminacdo dos recursos naturais e reducao nas intoxicacdes dos
trabalhadores rurais brasileiros.

Coleta de Fungos

A descricao detalhada das diferentes espécies de fungos que
abordamos nesse pequeno manual pode ser vista no livro sobre controle
microbiano de insetos (ALVES, 1998).

Na natureza, os fungos sdo, comumente, coletados de insetos mortos
e amostras de solo, e necessitam ser isolados e purificados em meio
de cultura, para sua posterior identificacdo e possivel multiplicacao
para uso em pesquisas. A coleta em areas de preservacao permanente
(reservas, areas indigenas e outras) necessita de autorizacao do Ibama.

A realizacdo de coleta de amostra de material biolégico é
regulamentada pela Medida Proviséria n.° 2.186-16, de 23/8/2001, e
normas infralegais expedidas pelo Conselho e pela Instrucao Normativa
n.° 154, de 01/3/2007, do Ibama. Essa Instrucao Normativa n.° 154 de
2007 prevé a possibilidade de o pesquisador obter licenca permanente
para realizacao de coleta, captura e transporte de material bioldgico.
Essa licenca pode ser requerida por pesquisador com titulo de doutor
ou equivalente e vinculo empregaticio com instituicao cientifica, junto
a Superintendéncia do Ibama do Estado no qual a instituicao a que estéa
vinculado é sediada. A licenca sera valida enquanto durar o vinculo
empregaticio do pesquisador com a instituicao cientifica a qual ele
estava vinculado por ocasido da solicitacdo da referida licenca.
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Coleta de insetos mortos com fungo

Insetos mortos no campo podem indicar que a morte foi causada por
fungos entomopatogénicos. Devem ser procurados insetos pendurados
nas plantas, aderidos as folhas, debaixo de arvores, arbustos e
folhagens. Os insetos mortos devem ser removidos do campo
rapidamente devido a acao predadora das formigas, aranhas e de outros
animais (Figura 1).

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 1. Cigarrinha-das-pastagens morta por fungo no campo.

A coleta dos insetos deve ser feita com pingas e vidros (diferentes
tamanhos) esterilizados ou em recipientes plasticos com tampas
rosquedaveis. Os insetos mortos podem ser colocados também em sacos
ou envelopes de papel. Apds a coleta, deixar os recipientes com os
insetos abertos durante trés a quatro dias para secagem. Nao secar os
cadaveres artificialmente e ndo deixa-los sob a acdo do sol quente.

Podem-se armazenar esses insetos mortos e secos por poucas semanas
em temperatura ambiente ou em um refrigerador a 5 °C por longos
periodos de tempo. Nunca armazenar insetos infectados com patégenos
em alcool.

Para limpeza, os cadaveres poderao ser lavados com hipoclorito de
sodio (dgua sanitaria), enxaguados trés vezes em agua esterilizada e,
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em seguida, acondicionados em camara Umida (placa de Petri com
papel filtro e um pedaco de algodao imido) até que ocorra a formacéao
de esporos sobre a superficie do cadaver.

Coleta de insetos vivos com fungo

Coletar os insetos vivos no campo e manté-los em gaiolas com
alimento. Observar se alguns individuos ndo estdo se alimentando e se
apresentam fraca coordenacao de movimentos. Alguns tentam ficar
na parte mais alta da gaiola e outros tentam se esconder. Os insetos
devem ser observados diariamente. Logo apds a morte, eles devem ser
separados e colocados em um recipiente esterilizado para observacao
do aparecimento de sintomas e da presenca de patégenos. Se o

corpo do inseto estiver flacido e preto, indica a presenca de infeccao
bacteriana ou viral. Se o corpo estiver rigido, podera indicar uma
infeccao fungica. Nesse caso, incubar o caddver em cadmara Umida e
observar se haveréa esporulacao externa.

Isolamento de Fungos de Insetos

Fungos entomopatogénicos geralmente esporulam externamente no
corpo do inseto hospedeiro sob condicdes de alta umidade e, em alguns
casos, esporulam no interior do organismo hospedeiro (abdémen), a
exemplo dos gafanhotos, que vivem em ambientes secos.

Insetos com esporulagéo externa recente
e Coletar os esporos do corpo do inseto com uma agulha fina e
esterilizada.

e Colocar alguns desses esporos em uma lamina para identificacao
preliminar no microscépio 6tico. Outra parte desses esporos pode
ser espalhada sobre diferentes meios de cultura contendo agar e
antibidtico, em uma placa de Petri. Esses meios podem ser, por
exemplo: batata + dextrose +agar (BDA); batata + cenoura + agar;
extrato de malte e agar; ou Sauboraud + dextrose + agar.

® Incubar e manter essas placas a 25 °C-27 °C.
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Examinar diariamente as culturas de fungo com o auxilio de um
microscoépio estereoscédpico para, posteriormente, preparar nova
lamina para identificacdo desse fungo em microscoépio ético.

Insetos mortos sem esporulagéo externa

Incubar os insetos mortos por alguns dias em cadmara Umida (alta
umidade).

Observar o aparecimento da esporulagao nas diferentes partes do
inseto.

Preparar ldminas com os esporos coletados apds a esporulacéo,
em agua ou em corantes como cotton blue em lactoglicerol, para
identificacao preliminar da espécie de fungo.

Colocar parte desses esporos sobre diferentes meios de cultura
contendo agar e antibiético, em uma placa de Petri. Os meios de
cultura mencionados anteriormente poderao ser utilizados.

Incubar e manter essas placas a 25 °C -27 °C.

Examinar diariamente essas culturas de fungo com o auxilio de um
microscoépio estereoscépico.

Se o inseto morto nao estiver bem seco ou se morreu ha varios dias,

fungos e bactérias contaminantes podem suprimir ou prejudicar o
desenvolvimento do patégeno causador da morte do inseto.

Cultivo de Fungo em Laboratério

Os fungos entomopatogénicos dos géneros Metarhizium, Beauveria e

Sporothrix sado relativamente faceis de serem cultivados em diferentes
meios de cultura artificiais como BDA (Figura 2), SDA, arroz, trigo ou
cevada cozidos e autoclavados.

Ao se cultivar fungos em laboratério, a assepsia € uma condicao

essencial para um bom cultivo ou producdo em larga escala. Sempre
limpar bem o local (bancada, médulo de fluxo laminar, etc), material e
equipamentos que ird utilizar com alcool 70%.

15
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Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 2. Placa de Petri com BDA e coldnias do fungo

Metarhizium anisopliae.

Com o passar do tempo, os fungos cultivados em meios de cultura
artificiais em laboratério podem reduzir sua viruléncia apds repicagens
sucessivas. Alguns experimentos desenvolvidos na Esalq/USP
mostraram um decréscimo na viruléncia de M. anisopliae, além de
modificacdes na morfologia do fungo, apds oito repicagens em meio de
arroz cozido (ALVES, 1998).

O ideal é que se inocule o fungo sobre o inseto hospedeiro, que é

a praga visada no controle bioldgico, apds seis repicagens em meio
de cultura para aumentar ou, pelo menos, manter a viruléncia de um
isolado especifico de um fungo.

Normalmente se utilizam tubos de ensaio ou placas de Petri com meio
de cultura para cultivar, armazenar por periodos curtos ou transportar
fungos de um local para outro.

Diferentes meios de cultura para utilizacao em laboratérios sao
descritos no tépico seguinte.



Pequeno Manual sobre Fungos Entomopatogénicos

Preparacao de Meios de Cultura

Em geral, as espécies dos géneros Beauveria, Metarhizium e
Sporothrix sdo facilmente cultivadas em meios de cultura.

Deve-se lembrar que a preparacdao desses meios envolve
assepsia rigorosa para se evitar a perda de todo o trabalho por causa de
contaminagdes indesejaveis.

Os principais passos, segundo Alves (1998), para se preparar
um meio de cultura com o devido cuidado e eficiéncia, sdo os
seguintes:

® Pesar todos os ingredientes e embala-los separadamente.

* Adicionar o agar a uma parte da dgua necessdria para o preparo
do meio e essa dgua deve estar fria para se evitar a formacao de
grumos.

* Aquecer a mistura agitando levemente até o ponto de fervura.

* Acrescentar e homogeneizar os demais componentes do meio,
exceto aqueles que sao termoldbeis (antibidticos, certos aclcares e
aminodacidos), a fim de evitar sua degradacao por calor.

e Distribuir em frascos apropriados para esterilizacdo em autoclave,
ocupando no maximo a metade do volume do frasco.

e Acondicionar os frascos fechados com algodao hidréfobo coberto
com papel-aluminio na autoclave, evitando que figuem inclinados.

e O tempo de autoclavagem é de 20 minutos a 125 °C e 1 atmosfera
de pressao.

e (Os componentes termolabeis devem ser acrescentados ao meio,
quando for utilizado, apés o aguecimento, até se solubilizarem.

® Apbs o resfriamento, os frascos contendo meio de cultura devem ser
guardados ao abrigo da luz, temperatura e umidade elevadas.

17
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Os principais meios de cultura para fungos entomopatogénicos sao os
seguintes:

Batata cozida sem casca para extracdo de amido 200,00 ¢
Dextrose 20,00 g
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000,00 ml

Neopeptona 10,00 g
Dextrose 40,00 g
Agar 15,00 g
Agua destilada 1000,00 ml

KH,PO 0,36 g
Na,HPO, 7H,0 1,05 g
MgSO, 7H,0 0,60 g
KCI 1,00 g
Glucose 10,00 g
NaNO, 1,68 g
Extrato de levedura 5,00 g
Agar 20,00 g
Agua destilada 1000,00 ml

Agar 35,00 g
Glucose 6,00 g
Peptona 10,00 g
Bilis bovina 15,00 g
Ciclohemidina 10,00 mg

Clorafenicol 500,00 mg
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Depois, completa-se o volume para 1.000 ml com &gua destilada. Apds
autoclavar, adicionar a 55 °C:

Cicloheximida 200,00 mg
Clorafenicol 200,00 mg
Estreptomicina 100,00 mg
Eritrocina 80,00 mg

Meio seletivo para isolamento de Beauveria spp. e de outros fungos
entomopatogénicos do solo

20,0 g de aveia + 1 litro de dgua deionizada. Autoclavar por 20
minutos a 125 °C e filtrar através de peneira fina.

Completar o volume para 1 litro e adicionar:

Agar 20,00 g
Dodine (acetato de N-dodecilguanidina) 550,00 mg
Tetraciclina 5,00 mg
Cristal Violeta 10,0 mg

Manutencao de Colecdes de
Fungos em Laboratério

Existem diversos processos para armazenamento de fungos
entomopatogénicos, que devem ser determinados de acordo com
0s equipamentos existentes no laboratério e também com base na
manutencao da viabilidade e viruléncia do patégeno. A descricao de
alguns métodos feita neste trabalho estd baseada em Alves (1998).

O armazenamento de fungos em insetos mortos, preservados em baixa
temperatura, e armazenamento do inseto em suspensdo aquosa ou ha
forma de esfregaco nao sao eficientes e, por isso, devem ser evitados.

Tubos de cultura com o meio nao inclinado contendo o fungo ja
desenvolvido e posteriormente coberto com éleo mineral Nujol’
autoclavado, tampado com algodao e vedado com parafilme, sdo de
simples utilizacdo e podem ser armazenados em temperaturas entre
4 °C (geladeira) e -20 °C (freezer). Esse método exige repicagens a
cada dois anos.
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O armazenamento em &agua destilada é bastante utilizado e simples.
Recorta-se uma parte da colénia do fungo na sua periferia com um
pedaco do meio de cultura (BDA, SDA, etc) da placa de Petri, para
coletar um pouco de micélio e esporos que se encontram no meio.
Esses pedacos de meio de cultura com fungo sdo colocados em tubos
com agua esterilizada. Apds vedacao com parafilme, colocam-se os
tubos na geladeira a 4 °C.

O armazenamento de fungos entomopatogénicos em cristais de silica gel
também é um método eficiente. Apés a purificagdo do fungo, 0,001 g de
esporos é suspensa em 1 ml de leite desnatado ja esterilizado em
autoclave por 10 minutos e diluido a 15% em agua. Depois, transfere-se
1 ml de leite com esporos em suspensao para 4 g de silica gel
previamente esterilizada e desidratada a 100 °C por 3 horas. A
transferéncia s6 pode ser feita apds o resfriamento da silica, ja que a dgua
com silica gel resulta em &cido silicico e energia. Os tubos deverao ser
fechados e vedados com parafilme e armazenados a 4 °C ou a -20 °C.

O armazenamento por liofilizacdo é um processo eficiente de
secagem rapida a frio que pode manter a viabilidade de alguns fungos
entomopatogénicos por mais de 20 anos. Uma suspensao de esporos
do fungo é transferida para frascos que sao mergulhados em gelo
seco e alcool a -78 °C, acoplados a uma bomba de vacuo. Apds

a dessecacao, os tubos sao fechados a vacuo e armazenados em
geladeira ou freezer.

Outro método eficiente de armazenamento de fungos
entomopatogénicos é em nitrogénio liquido, onde a temperatura no
interior dos tambores com nitrogénio chega a -196 °C, garantindo
condicdes estaveis por muitos anos pela reducao das atividades fisica e
quimica. A suspensao, ou um pedaco de meio de cultura com o fungo
desenvolvido, deve ser acrescida de um crioprotetor como o glicerol a
10%, e distribuida em seguida em ampolas. O congelamento deve ser
gradual, mantendo-se inicialmente as aliquotas por 1 hora a 4 °C, para
permitir o envolvimento do microrganismo por glicerol. Em seguida,
mantém-se o material por mais uma hora a -20 °C e, finalmente,
mergulham-se as ampolas em botijao contendo nitrogénio.
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Técnicas de Esterilizacao

Em laboratérios em que se trabalham com fungos entomopatogénicos,
necessita-se de uma boa organizacao, limpeza e equipamentos
apropriados para se evitar contaminacodes. O ar, o material, a bancada
e os meios de culturas devem passar por um processo de esterilizacao,
desinfeccao, desinfestacao ou assepsia, dependendo do caso.

Primeiramente, é importante se entender bem o conceito de cada um
desses termos (ALVES,1998):

* Esterilizacdo é o processo pelo qual se eliminam todos os
microrganismos vivos existentes.

¢ Desinfeccao é a eliminacao dos microrganismos que se encontram
dentro de alguns corpos, realizada principalmente por processos
quimicos.

* Desinfestacao é a eliminacao de microrganismos que se encontram
na superficie de objetos, plantas e animais.

e Assepsia é a utilizacdo de composto mineral ou orgéanico para
impedir a multiplicacdo microbiana, sem necessariamente elimina-la.

Segundo Alves (1998), existem varios métodos para esterilizacdo dos
materiais em laboratdério e podem ser fisicos, quimicos e mecanicos.

Os métodos fisicos

Levam em conta a acao letal do calor sobre os microrganismos, através
de temperatura e tempo de exposicdo. Eles podem ser o calor seco ou
Umido, por exemplo.

Por calor seco, pode-se fazer a esterilizacdo pelo ar quente utilizando-
se de fornos ou estufas elétricas. Também se pode flambar o material
diretamente sobre uma chama ou incinerar o material queimando-o
totalmente. Este Ultimo é mais utilizado para descarte de material
contaminado.
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Por calor imido, pode-se utilizar a autoclave (Figura 3), que é um
equipamento que utiliza vapor d’dgua e alta pressao, bastante comum
em laboratorios onde a esterilizacdo de materiais e meios de cultura sao
atividades corriqueiras. Outros métodos por calor imido sao o fluxo de
vapor, a agua em ebulicdo, a pasteurizacao e a tindalizacao.

A radiacao ultravioleta também é um método fisico bastante utilizado
para diminuir a populagdo de microrganismos, principalmente em
camaras assépticas (mddulo de fluxo laminar) e para desinfestacao de
materiais. A radiacdo gama também pode ser usada com essa finalidade.

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 3. Autoclaves para esterilizacado de materiais e

meios de cultura.

Métodos mecanicos de esterilizacao

Sao mais utilizados para meios de cultura termolabeis ou para remocéo
de microrganismos do ar. O filtro de ar é utilizado para a remocao de
microrganismos do ar dentro de cadmaras assépticas de fluxo laminar ou
em salas assépticas no laboratério. Os filtros microbiolégicos servem
para filtrar gases, ar e liquidos termolabeis. Os filtros mais utilizados
sdo os de porcelana com papel filtro, o Milipore de membrana ou
molecular, entre outros.
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Métodos quimicos

Utilizam vérios compostos para a assepsia e desinfeccdo de materiais
de laboratério, porém nenhum deles é capaz de, isoladamente,

eliminar a flora microbiana. Os mais utilizados sao os antissépticos e

os desinfetantes. Os mais comuns sao os acidos organicos como o
acético, o carbonico, o bérico, o salicilico e o benzoico. As bases mais
utilizadas sao o hidréxico de sédio e o hidréxico de célcio. Existem os
metais pesados derivados do mercurio, do cobre e da prata. Compostos
orgéanicos tém acao bactericida e (ou) bacteriostatica e fungicida como o
formol, cloroférmio, fenol e alcoois. Existem também os oxidantes como
a agua oxigenada, o 0z0nio e o permanganato de potassio. O hipoclorito
de sddio é um halogénio muito utilizado no Brasil. Por ultimo, tém-se os
dleos, esséncias e sabdes, com efeito bactericida e desodorizante.

Determinacao da Viabilidade

e Concentracao dos Esporos
(Preparo da Suspensao de Esporos
para Contagens)

O correto, quando se vai comparar efeito de 6leos ou de qualquer outro
ingrediente sobre a viabilidade dos esporos, é a utilizacdao de esporos
novos, que estejam com alta viabilidade (conferida) e com a umidade
desejada (também conferida), para se fazer o teste comparativo.
Devem, preferencialmente, ter a mesma idade e serem oriundos do
mesmo lote de producdo. Deve-se conferir a umidade dos esporos
armazenados através do método gravimétrico, pois o nimero de
esporos por grama varia em funcao da umidade da amostra.

Esporos puros

1) Deve-se reidratar, por 24 horas, os esporos secos armazenados,
antes de se preparar a suspensao de esporos para se conferir
a viabilidade dos mesmos. Se os esporos forem frescos, nao é
necessario reidratar. O tempo para leitura da viabilidade é de, no
maximo, 24 horas para esporos frescos e de, no maximo, 48 horas
para esporos secos reidratados ou nao (Tabela 1).
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Tabela 1. Teste de germinacéo de esporos de fungos entomopatogénicos.

Fungo: Isolado:
Experimento:
Data: _ / /

Nome de quem fez a leitura:

|

15
Somatario final

Quando o total de esporos observados (germinados e ndao germinados)
atingir ou ultrapassar o nidmero de 300, ja se terd um ndmero minimo
de esporos contados para se calcular a porcentagem de germinacao.

Ndmero total de esporos contados 100%
NuUmero de esporos germinados X

X (% de germinacao) = Numero de esporos germinados x 100 = %

Ndmero total de esporos contados
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2) Colocar 0,1 g de esporos puros em 200 ml de 4gua com 0,1%
Tween 80 esterilizada. Misturar bem no agitador magnético (Figura 4)
por 15 minutos ou através de ultrassom durante 2 minutos.

3) Diluicdo 1:10; colocar 1 ml da suspensao original em 9 ml de dgua
com 0,1% Tween 80 esterilizada e misturar conforme sugerido
anteriormente (Figura b5).

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 4. Becker contendo 0,1 g

de esporos de Beauveria bassiana
em 200 ml de 4gua e 0,1% Tween
80 sobre agitador magnético para

homogeneizar a suspensao.

Figura 5. Suspenséo de esporos de
Beauveria bassiana diluida 1:10 em

Becker sobre agitador magnético para

Foto: Roberto Teixeira Alves

facilitar as contagens.




26

Pequeno Manual sobre Fungos Entomopatogénicos

4) Colocar 0,3 ml (300 microlitros) da suspensao diluida, por placa
de BDA + antibiético (estreptomicina). Agitar manualmente com
bastante vigor a placa de Petri em todas as direcdes para espalhar a
suspensao sobre o BDA sem a alca de Drigalsky. Incubar as placas
a 25 °C. O tempo para leitura da viabilidade é de, no maximo, 24
horas para esporos frescos.

5) No caso de produtos comerciais a base de esporos puros, cada
grama devera conter, normalmente, entre 1 x 10"° e 9 x 10"
esporos e, no minimo, 80% de viabilidade para que a qualidade seja
considerada satisfatoéria.

6) Deve-se conferir a umidade dos esporos armazenados, pelo método
gravimétrico, uma vez que o niumero de esporos por grama varia em
funcdo da umidade do produto.

Avaliacdo da umidade dos esporos puros

Utiliza-se o método gravimétrico para a obtencao da umidade dos
esporos puros. Inicialmente, pesam-se recipientes vazios feitos de papel
aluminio em balanca analitica (com precisao de quatro casas decimais).
Tara-se a balanca e depois se acrescenta exatamente 0,5 gramas

de esporos puros (peso inicial de cada amostra). Essas amostras de
esporos puros sobre papel aluminio sdo colocadas no interior de uma
estufa de esterilizacdo e secagem com a temperatura ajustada para

85 °C. Apd6s 24 horas de secagem, realiza-se a pesagem de cada
amostra, quando o peso ja estara estabilizado pela eliminacao da
umidade da amostra (Tabela 2). A umidade da amostra sera obtida
pela diferenca entre o peso inicial e o peso final transformada em
porcentagem. O ideal é que as amostras utilizadas nas anélises tenham
teor de 4gua abaixo de 10% de umidade.
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Tabela 2. Pesagens e verificacdo da umidade de arroz + fungo (metade
superior) e de esporos puros (metade inferior).

Tratamento
Horario e dia da pesagem Embalagem 1  Embalagem2 Embalagem 3 Média
_: h__.. - (gramas) (gramas) (gramas) (gramas)

Peso do papel aluminio para
arroz+fungo (g)

Peso dos esporos puros antes
da estufa (g)

Peso dos esporos puros depois
da estufa (g)

Diferenca entre peso inicial e
final s6 do arroz+fungo (g)

Diferenca entre peso inicial e
final so do arroz+fungo (%)

Horario e dia da pesagem Embalagem 1  Embalagem2  Embalagem 3 Meédia
_: h__. - (gramas) (gramas) (gramas) (gramas)

Peso do papel aluminio para os
esporos puros (g)

Peso dos esporos puros antes
da estufa (g)

Peso dos esporos puros depois
da estufa (g)

Diferenca entre peso inicial e
final so dos esporos puros (g)

Diferenca entre peso inicial e
final s6 dos esporos puros (%)

Arroz cozido colonizado pelo fungo

1) Colocar 10 g de arroz + fungo em 200 ml de agua esterilizada
+0,1% Tween 80. Misturar bem no agitador magnético
(15 minutos) ou através de ultrassom (2 minutos).

2) Diluicdo 1:10; colocar 1 ml da suspenséao original em 9 ml de agua
esterilizada+0,1% Tween 80. Misturar bem no agitador magnético
(15 minutos) ou através de ultrassom (2 minutos).

27
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3) Colocar 0,3 ml (300 microlitros) da suspenséao diluida por placa de
BDA + antibiético (estreptomicina). Agitar manualmente sem a alca
de Drigalsky. Incubar as placas com BDA a 25 °C e realizar a leitura
da viabilidade dos esporos em até 24 horas apds a incubacao das
placas com BDA contendo a suspensao preparada. A determinacao
da concentracao de esporos podera ser feita de imediato, isto é,
logo apds a preparacao da suspensao flngica.

4) Preparar trés amostras de suspensao de esporos provenientes de
3 embalagens diferentes. De cada saco plastico, realizam-se duas
leituras de concentracado de conidios, perfazendo um total de seis
leituras (Tabela 3). O resultado final (média geral) sera igual a X
esporos por grama de arroz com fungo. Cada grama de arroz + fungo
devera conter, no minimo, 5 x 108 esporos (preferencialmente acima
de 1x10°% e 80% de viabilidade dos esporos para se ter um produto
de qualidade satisfatéria.

5) Deve-se conferir a umidade do produto arroz+fungo armazenado,
através do método gravimétrico.

Tabela 3. Contagem do numero de esporos (concentracao).

Experimento:
Fungo: Isolado:
Data:

Nome de quem fez a leitura:

Quadradinho Desenho superior Desenho inferior
A1
B2
Cs3
D4
Eb

Somatodrio
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O campo de contagem contido na camara de Neubauer (Figura 6), suas
dimensodes, volumes e fatores de conversao para mililitro sdo mostrados
a seguir (Figura 7). A camara de Neubauer possui quatro campos de
contagem, os quais podem ser utilizados na mensuracao da quantidade
de esporos da suspensao (Tabela 4). Escolhendo-se o campo 1, as
linhas podem ser chamadas de A, B, C, D e E e as colunas de 1, 2, 3,
4 e 5. Uma forma bem representativa para a leitura da concentracao

é a escolha dos quadrados A1, B2, C3, D4 e Eb para contagem dos
esporos.

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 6. Camara de Neubauer para leitura da concentracao

de esporos por mililitro.

1,0 mm
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Figura 7. Camara de Neubauer com os respectivos campos de contagem.
Fonte: Alves (1986).
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Os esporos no campo de contagem dos desenhos superior e inferior
devem ser contados e, entdo, calcula-se a média do somatdrio de cada
campo. Em seguida, multiplica-se por 5, uma vez que ha 25 quadrados
nessa area central da camara de Neubauer e, finalmente, multiplica-se
pelo fator de conversdo (10%) para se obter o nimero de esporos por
mililitro da suspensao.

Média: (soma dos esporos do desenho superior) +
(soma dos esporos do desenho inferior)

2
Média = =

Formula para calculo do n° de esporos por mililitro
Numero de esporos/ml = média obtida x 5 x 10*

Observacao: se houve diluicdo, nao esquecer de multiplicar pela diluicao
para se obter a concentracao correta da suspensao original de esporos.

Calculo do nimero de esporos por grama de arroz com fungo

1) Numero de esporos contido no total de mililitros de &gua com Tween
80 = (n° de esporos/ml) x (n° total de mililitros de 4gua com Tween
80) =

2) Se o numero de esporos contido no nimero de gramas de arroz com
fungo é igual ao nUmero de esporos contido no total de mililitros de
agua com Tween 80, entao:

N° de esporos por um grama de arroz com fungo =

= (n° de esporos contido no n°® de gramas de arroz com fungo) =

n° de gramas de arroz com fungo

= X esporos/grama de arroz com fungo
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Célculo do numero de esporos por grama de esporos puros

1) (n°® de esporos/ml) x (n° total de mililitros de 4gua com Tween 80) =
2) Se o numero de esporos contido no nimero de gramas de esporos
puros € igual ao nimero de esporos contido no total de mililitros de
agua com Tween 80, entao:

N° de esporos por um grama de esporos puros =

= (n° de esporos contido no n°® de gramas de esporos puros) =

n° de gramas de esporos puros

= X esporos por grama de esporos puros

Tabela 4. Campo de contagem da camara de Neubauer com as respectivas éare-
as, volumes e fatores de conversao para ml.

1 1,0000 0,10000 104 nx 104

2 0,0625 0,00625 62,5 x 107 nx 16 x 10*
3 0,0400 0,00400 4,0 x 10 nx25x10°
4 0,0025 0,00025 2,5 x 107 nx4x 108

n = n°® médio de esporos contados/campo.
Observacéo: a profundidade entre a cdmara e a laminula é de 0,100 mm.
Fonte: Alves (1986).

Avaliacdo da umidade do arroz com fungo

Utiliza-se o0 método gravimétrico para a obtengao da umidade do arroz
com fungo. Inicialmente, pesam-se recipientes vazios feitos de papel
aluminio em balanca analitica (com precisdao de quatro casas decimais).
Tara-se a balanca e depois se acrescenta exatamente 10 gramas

de arroz com fungo, que sera o peso inicial de cada amostra. Essas
amostras de arroz com fungo sobre papel aluminio serdo colocadas no
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interior de uma estufa de esterilizacdo e secagem com a temperatura
ajustada para 85 °C. Apds 24 horas de secagem, realiza-se a pesagem
de cada amostra, quando o peso ja estara estabilizado pela eliminacao
de toda a umidade da amostra. A umidade da amostra sera obtida

pela diferenca entre o peso inicial e o peso final transformada em
porcentagem (Tabela 2).

Formulados em 6leo emulsionavel

(dispersdes oleosas)

1) Colocar 10 ml do produto formulado em 200 ml de querosene
desodorizado. Misturar bem no agitador magnético (20 minutos) ou
através de ultrassom (2 minutos).

2) Diluicdo 1:10; colocar 1 ml da suspensao original em 9 ml de
querosene desodorizado e misturar.

3) Pode-se fazer com 6leo de girassol puro esterilizado, ou similares,
caso nao se consiga o querosene desodorizado.

4) Colocar 0,5 ml (500 microlitros) da suspenséao diluida por placa de
BDA + antibiético (estreptomicina). Agitar manualmente sem a alca
de Drigalsky.

5) O tempo para leitura da viabilidade dos esporos fica entre 24 horas
pés-incubacao e 48 horas, para produtos recém-preparados e
formulados, e entre 48 horas e 72 horas para produtos formulados
e armazenados ha véarias semanas ou meses (Tabela 1). Um método
recente que possibilita a determinacao da viabilidade de esporos
formulados em éleo seria por meio da utilizacao do surfactante
Solub’oil, conforme descrito por Oliveira (2009).

O teste de germinacao de esporos de fungos entomopatogénicos é
de grande importancia nas rotinas de um laboratério que trabalha
com fungos para o controle biolégico de insetos-praga. O objetivo
deste teste é verificar se a maioria dos esporos a serem utilizados
em experimentos laboratoriais e aplicacbes no campo esta com uma
viabilidade satisfatéria (acima de 80%).
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Producao de Fungos
Entomopatogénicos

Producao em substratos solidos

e Meios de cultura contendo agar mais outros nutrientes como
batata e dextrose; meio com batata, cenoura e agar; ou meio
com Sabouraud, dextrose e agar e antibiéticos ou em substratos
naturais como arroz cozido sdo 0os mais empregados para producoes
mais volumosas, empregando-se Erlenmeyers, sacos plasticos ou
bandejas. Em geral, uma grande &rea de superficie é necessaria para
a esporulacdo do fungo. Os substratos sélidos sdo usados para a
producao de esporos aéreos.

Substrato sélido

e Colocar 350 ml de 4gua/kg de arroz = 1 kg/saco plastico
(ou 87,5 ml de dgua em 250 g de arroz com recipientes com
volumes e pesos marcados). Fazer uma mistura manual rapida para
homogeneizar a umidade. Autoclavar durante 30 min. a 125 °C e
1,5 atm. O saco plastico com arroz fica enrolado (Figura 8) e aberto
em um dos lados.

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 8. Colocacédo da dgua no meio de arroz para

autoclavagem e para posterior inoculagdo com o fungo.
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®* Em cada saco plastico contendo 250 g de arroz autoclavado e ja
resfriado no interior de capela (Figura 9), adicionar 20 ml da suspensao
de esporos (108 esporos/ml) proveniente das culturas matrizes.

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 9. Inoculacdo do fungo no arroz autoclavado,

ja frio, no interior da capela.

e Misturar bem o in6culo no arroz esterilizado.

e Soldar o lado aberto e levar para a sala de incubacao
(desenvolvimento).

¢ |Incubar a 27 °C por 10 a 15 dias (Figura 10). No segundo dia, fazer
nova mistura manual do arroz com o inéculo e fazer um pequeno
corte (1 cm), com tesoura estéril, no centro do lado superior do
saco plastico para aumentar a aeracao e consequentemente a
esporulacao.

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura10. Sacos plasticos com arroz ja inoculado com

fungo para desenvolvimento.
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e Apés 10 a 15 dias, cortar a parte superior do saco plastico onde o
fungo esté se desenvolvendo (Figura 11).

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 11. Arroz com fungo desenvolvido e sacos

plasticos cortados para secagem.

® Deixar secar por mais dois dias no mesmo ambiente com baixa
umidade relativa.

e lLavar o fungo esporulado no arroz em um liquidificador industrial de
25 litros com agua limpa durante um minuto (Figura 12). Coloca-se
agua até no maximo 10 litros (iniciar com 3 kg de arroz +fungo e 5
litros de agua).

Figura 12. Liquidificador

industrial contendo agua para

lavagem do arroz com fungo.

Foto: Roberto Teixeira Alves
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Recomenda-se que o operador sempre utilize os equipamentos de
protecao individual (EPls) como protetor de ouvido, luvas, jaleco e
mascara.

Filtra-se somente o arroz em uma tela fina sobre balde plastico ou
metdlico. Coleta-se a suspensao originada e separam-se 0S esporos
da dgua através de papéis-filtro sobre funis de Buchner succionados
por uma bomba de vacuo. A dgua separada fica em um Kitasato e
pode ser reaproveitada para novas lavagens no liquidificador.

O tempo gasto para se lavar 100 kg de arroz + fungo no
liquidificador é de aproximadamente 2 horas.

A etapa mais lenta é a filtragem da suspensao no sistema papel/
funil/kitasato/bomba de vacuo (Figura 13). Processam-se 2 litros de
suspensao por hora/funil. Se tivermos um conjunto de oito funis,
processaremos 16 litros por hora ou 96 litros a cada 6 horas.

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 13. Processo de filtragem da dgua com bomba de

vacuo para obtencdo de esporos puros.

O rendimento, em termos de coleta de esporos, é bastante alto e
compensador.

Os esporos sobre os papéis-filtro (tipo pizzas) sdo colocados em
prateleiras no interior de uma sala com 20 °C de temperatura e com
10 % de umidade relativa do ar para secarem ao longo de sete dias.
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* Em seguida, faz-se a moagem dos esporos em um moedor de
café ou similar e armazena-se em recipientes de plastico em
temperaturas entre 2 °C e 5 °C por até nove meses em boas
condicOes de germinacao (alta viabilidade). Com isso, pode-se
evitar a sazonalidade da producao e da utilizacdao da mao-de-obra
especializada. Podem-se produzir esporos secos de diferentes
espécies de fungos ao longo do ano para estocagem e formulacao as
vésperas das encomendas.

Meio liquido de cultura submersa
(fermentacao liquida em Erlenmeyer)
e 20 g/litro de extrato de levedura

e 20 g/litro de glucose
* 1000 ml de agua

Producao com fermentacao liquido-sélida

(método bifasico)

Primeiro estagio

® Misturar 20 g extrato de levedura + 20 g glucose + 1 litro de agua.

e Distribuir 75 ml do meio em Erlenmeyers de 250 ml.

e Autoclavar o meio de cultura liquido a 125 °C e 1,5 atm durante 30
minutos.

¢ Inocular 1 ml da suspenséao conidial (6x10° esporos/ml em dgua +
0.05% Tween 80) em 75 ml do meio liquido.

e Os Erlenmeyers com o meio liquido deverao ser incubados em
agitador rotativo (shaker) a 150 rpm por trés dias a 27 °C.

¢ O indéculo com micélio é diluido em 50% com &gua estéril fria antes
de ser transferido para o substrato sdélido.

® Pode-se também inocular 10 graos de arroz com fungo em 250 ml de
agua + 0.05% Tween 80, contendo 5 g de extrato de levedura e 5
g de glucose, ja autoclavados. Depois de desenvolvido no “shaker”,
completa-se o volume com &agua fria estéril até 1.000 ml e inocula-se
20 ml dessa suspensdo em cada saco plastico com arroz autoclavado.
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Segundo estagio

e Colocar 350 ml de 4gua/kg de arroz = 1 kg/saco plastico (ou 87,5
ml de dgua em 250 g de arroz com recipientes com volumes e pesos
marcados) = autoclavar por 30 min. a 125 °C e 1,5 atm.

¢ Adicionar 150 ml de inéculo micelial em sacos plasticos com 1 kg
de arroz frio.

® |Incubar a 27 °C por 10 a 15 dias.

® Abrir os sacos plasticos com o fungo esporulado para secagem do
substrato (7 dias a 20 °C e 10-15% U.R. na sala de secagem para
formulacdes secas ou 2 dias para formulacdes oleosas).

e Os esporos poderao ser separados do arroz pelo método ja descrito
ou com uma peneira de 300 um, ou entédo se usando um ciclone
extrator. O ideal é que o teor de 4gua dos esporos fique entre 5% e
10% de umidade antes de serem formulados.

Formulagao de Fungos
Entomopatogénicos

Formulacdo de micoinseticidas se refere a composicao resultante da
mistura de fungos entomopatogénicos com outros ingredientes. Esses
ingredientes devem contribuir para uma alta viabilidade, estabilidade,
viruléncia e eficacia do agente de controle microbiano e para a
aceitacao do produto pelo usuario (ALVES, 2006).

Esporos, blastosporos e até o micélio podem ser o ingrediente ativo
de micoinseticidas, constituindo-se no componente biolégico da
formulacao.

Segundo Alves (2003), o desenvolvimento de uma formulacao de
micoinseticida envolve ou necessita de estudos sobre:

e Compatibilidade dos formulantes com os esporos do fungo (ALVES
et al., 2002).

® Possibilidade de armazenamento do produto formulado em
prateleiras, preferencilamente em temperatura ambiente.
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e Aumento da eficiéncia do fungo em relagao as formulacdes
anteriormente utilizadas (ALVES et al., 1998a).

* Boa capacidade de espalhamento sobre o corpo do inseto e sobre a
folhagem com superficies hidrofébicas (ALVES et al., 2001).

e Testes de volatilidade provando diminui-la (ALVES et al., 2000).

* Bioensaios com diferentes proporcoes dos formulantes e do
ingrediente ativo.

* Medicdes da viscosidade com diferentes proporcdes dos
formulantes para relacionar com a evaporacao e com a qualidade da
pulverizacao.

¢ (Capacidade de protecao dos esporos contra a radiacao solar (ALVES
et al., 1998b).

® Proporcionar melhorias na atomizacao da suspensao formulada de
modo que possa ser utilizada a aplicacdo de gotas controladas (CDA)
com equipamentos convencionais de uso cotidiano.

e Ser de facil adocao pelo produtor rural.

Tipos de formulacgao

Existem varios tipos de formulacdes de inseticidas e micoinseticidas. A
maioria dos produtores aplica esses produtos em formulacées a base de
agua para controlar insetos-praga em baixos, médios e altos volumes de
aplicacdao usando pulverizadores com bicos hidraulicos ou atomizadores
(MATTHEWS, 1992).

De acordo com Michereff Filho et al. (2009), véarias formulacdes
encontram-se disponiveis no mercado mundial.

Para serem pulverizadas

Suspensodes concentradas, suspensdes concentradas misciveis em
6leo, suspensodes para aplicacao a ultra baixo volume, pés-molhaveis,
granulos dispersiveis em agua, e dispersdes oleosas (esporos
misturados a 6leos emulsionaveis).
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Para serem aplicadas de forma seca
Pés para contato, granulos e iscas.

Os resultados obtidos com produtos nao-formulados tendem a ser mais
varidveis do que aqueles obtidos com produtos formulados, sendo
diretamente influenciados pelas condicdes climaticas, pela qualidade
dos micoinseticidas utilizados e pelo correto manuseio e aplicacao
destes.

Orientacgao pratica para a formulagdao do fungo em

6leo emulsionavel

Deve-se verificar a data de producédo e de vencimento dos dleos
emulsionaveis vegetais ou minerais a serem empregados na formulacao
de micoinseticidas, procurando-se nao utilizar produtos com datas de
fabricacao muito diferentes.

¢ (Quando houver uma encomenda, para a formulacao de produtos
com 2 x 10'2 esporos por litro, aproximadamente 20 g de esporos
de B. bassiana ou 60 g de esporos de M. anisopliae devem ser
misturados com cada litro de 6leo emulsionavel apropriado, com o
auxilio de liquidificador industrial. Assim, o produto formulado seré
sempre novo, havendo ainda economia de espaco na biofébrica.

e A mistura homogénea dos esporos com o 6leo emulsionavel é
passada do liquidificador retratil para as embalagens finais com o
auxilio de um funil.

* A embalagem pode ser de plastico como polietileno de alta
densidade, resistente a impactos e de facil manuseio. A tampa
deve ser muito bem vedada para evitar vazamentos. A boca da
embalagem pode ser vedada com filme de aluminio.

¢ O controle de qualidade deve ser feito periodicamente, verificando-se
0 numero de esporos por grama e a viabilidade dos mesmos, para
sempre oferecermos produto com alto padrao de qualidade aos
usuarios.
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Vantagens e desvantagens do uso de dleos emulsionaveis
vegetais ou minerais

Existem vantagens e desvantagens no uso de 6leos emulsionédveis
vegetais ou minerais.

Vantagens do uso de dleos vegetais
®* Podem ser certificados e utilizados em cultivos organicos e, por isso,
nao sofrem criticas por ndo serem naturais.

e Geralmente, sdo mais viscosos e por isso ddo maior adesividade a
superficie dos insetos e plantas.

¢ Nao sao inflamaveis e, por isso, sdo mais seguros.
e Conferem certa protecdo aos esporos contra a radiacao ultravioleta.

e Evaporam menos que 6leos minerais.

Desvantagem do uso de dleos vegetais

® Se os esporos tiverem teor de d4gua acima de 10%, podem dar inicio
ao processo de germinacao depois de alguns meses em virtude da
presenca de nutrientes (residuos de graos), reduzindo a viabilidade
durante o armazenamento em temperatura ambiente.

Vantagem do uso de déleos minerais

e Se os esporos tiverem uma umidade acima de 10%, dificilmente irao
germinar porque os 6leos minerais ndo possuem nutrientes como os
6leos vegetais.

Desvantagens do uso de dleos minerais
* Nao podem ser certificados e utilizados em cultivos organicos
porque o produto biolégico nao sera totalmente natural.

* Alguns podem ser inflamaveis e, por isso, sdo menos seguros
durante o armazenamento na bioféabrica, antes da formulacéao
(quando estao puros).

¢ Nem todos protegem os esporos contra a radiacao ultravioleta
(ALVES et al.,1998b).

e Evaporam mais que os 6leos vegetais.
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Na Figura 14, pode-se observar toda a sequéncia da producéo de
fungos formulados em 6leo emulsionavel.

Sequéncia da producédo de fungos formulados

Selecéo de isolado
virulento

Multiplicacdo em BDA +
antibidtico

Colecao de isolados Uteis de fungos
(passagem no inseto para
manter viruléncia)

v

Multiplicagdo no meio liquido
(3 dias)

Desenvolvimento do
fungo no arroz (10 dias)

Secagem réapida com
abertura dos sacos
plasticos (2 dias)

Mistura dos esporos com o 6leo no liquidificador

(préxima do envio do produto ao cliente).
Armazenar, no maximo, por 3 meses em
temperatura ambiente (23 a 25 °C).

Armazenamento dos esporos
secos a 5 °C ( 8 meses)

Moagem e pesagem dos
esporos secos

Secagem dos esporos nas
“pizzas” (7 dias)

Filtragem no funil/Kitasato/
bomba de vécuo

)

Retirada do arroz via liquidificador/
agua/peneira/balde

Figura 14. Sequéncia da producéo de fungos formulados em 6leo emulsionével.

Armazenamento de Fungos
Entomopatogénicos

A possibilidade de um micoinseticida ser armazenado ou colocado em
uma prateleira de uma revenda agropecuaria € muito dependente da

formulacao.

A viabilidade de esporos de M. anisopliae misturados com 8 6leos
adjuvantes emulsionaveis (OAE), 7 espalhantes adesivos, 3 6leos
vegetais e 4 6leos minerais foi avaliada 24 h e 48 h depois de
espalhados sobre o meio SDA (ALVES, 1999; ALVES et al., 2002). As
formulacOes desse experimento que nao apresentaram efeitos adversos



Pequeno Manual sobre Fungos Entomopatogénicos

sobre a viabilidade dos esporos foram selecionadas e utilizadas em
outro experimento sobre armazenamento.

Nesse segundo experimento, avaliaram-se os efeitos do
armazenamento, a 10 °C e 27 °C durante 40 semanas, de esporos
de M. anisopliae var. acridum formulados em cinco OAE, em um dleo
vegetal e em uma mistura de dois 6leos minerais, além de conidios
puros e secos.

Apds a realizacao do experimento, chegou-se as seguintes conclusdes
sobre o armazenamento:

* A viabilidade dos esporos de uma mesma formulacado declinou com
o passar do tempo e esse efeito foi mais pronunciado entre 35 e 40
semanas de armazenamento.

* A viabilidade foi mantida acima de 90% a 10 °C em todas as
preparacoes testadas.

* Apenas os esporos puros e os formulados em 6éleo vegetal
mantiveram a viabilidade superior a 90% apds 40 semanas nas duas
temperaturas estudadas.

Comentarios sobre o armazenamento
e Geralmente, pode-se armazenar o fungo produzido no préprio arroz a
-5 °C durante, no maximo, trés meses.

e Normalmente, pode-se armazenar os esporos puros produzidos por,
pelo menos, nove meses a 5 °C, desde que os esporos estejam com
teor de &gua ao redor de 5%.

e Comumente, pode-se armazenar os esporos ja formulados em
6leo emulsionavel compativel por, pelo menos, nove meses na
temperatura de 5 °C.

* Geralmente, pode-se armazenar os esporos ja formulados em
6leo emulsionavel compativel por, pelo menos, quatro meses a
temperatura ambiente (ao redor de 25 °C).
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Aplicacao de Fungos
Entomopatogénicos

O processo de aplicacao eficiente de micoinseticidas ou de um pesticida
qualquer, descrito por Steinke e Giles (1995), consiste em algumas
etapas como:

® Mistura = Essa primeira etapa pode ocorrer tanto na formulacdo do
produto na biofadbrica como no momento da diluicdo do produto no
tanque do pulverizador em funcédo do volume de aplicacao (litros/ha).
Os diluentes no tanque podem ser agua, 6leo, espalhantes adesivos,
etc.

e Atomizacdo = E a etapa de formacdo de gotas do produto ou do
produto com o diluente. Essa etapa é realizada com o auxilio de
bicos hidraulicos, atomizadores rotativos ou pneumaticos. Forgas
eletrodinamicas e ultrassénicas também podem ser utilizadas para
formar gotas de pulverizacdo. Materiais secos normalmente ndo sao
quebrados ou atomizados no momento da aplicacao, mas podem ser
finamente separados e colocados em uma corrente de ar criado pelo
equipamento e serem aplicados como uma fina poeira.

* Transporte = O transporte das gotas ou de pds é muitas vezes
acompanhado, propositadamente, de uma corrente de ar e liberado
através de pressao hidraulica ou de forca gravitacional.

e (Coleta = Essa etapa resulta na deposicao do produto sobre o alvo
desejado, que pode ser um inseto, planta ou animal. Os modos
de coleta do produto podem incluir processos de impactacao,
interceptacao, difusdo, descida do produto por gravidade e atracao
eletrostatica.

* Formacao de depdsito e migracao = Depois da gota ou particula
ser coletada na superficie-alvo, isso pode ou ndo mudar o processo
de formacao de depédsito. As gotas ou particulas podem ser
transportadas pelos insetos-praga no ambiente.

* Interacdo com o inseto-praga = Depois de o produto ser depositado
sobre a praga, vegetacao ou alguma outra superficie, ocorre uma
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interacao entre o produto e o inseto-praga. Isso podera ocorrer
através de contato (como o caso de esporos na cuticula do inseto),
absorcao, ingestao, inalacao ou por outro modo de acao.

® Acao biolégica = Se todas as etapas mencionadas anteriormente
foram executadas com sucesso e uma dose necesséria do produto
foi aplicada sobre o inseto-praga em uma forma apropriada e em
um estado viavel, o resultado desejado terd grandes chances de ser
alcancado.

E importante ressaltar que, se a compra e a utilizacdo de um
equipamento de aplicacdo especial é um pré-requisito para adocao de
um novo micoinseticida, a probabilidade desse produto ser utilizado em
grande escala serd muito pequena (CHAPPLE; BATEMAN, 1997). O
ideal é sempre desenvolver formulacdes que possam ser utilizadas com
0s equipamentos convencionais que o produtor rural esta acostumado a
utilizar em sua propriedade.

As faixas para os diferentes volumes de aplicacdo podem ser vistas na
Tabela 5.

Tabela 5. Volume de aplicacdo em diferentes culturas (litros/ha).

Termos Culturas anuais Arvores e arbustos
Alto volume >600 >1000
Médio volume 200-600 500-1000
Baixo volume 50-200 200-500
Muito baixo volume 5-50 50-200
Ultra baixo volume <b <50

Fonte: Matthews, 1992.

As formulacdes de fungos em 6leos emulsiondveis (dispersoes oleosas)
podem ser aplicadas desde muito baixo volumes (5 a 50 I/ha) a médios
volumes (200 a 600 I/ha) com técnicas de gotas controladas, e ainda

permitir o uso de agua e equipamentos convencionais de pulverizagcao.
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Aplicacao de gotas controladas (CDA)

Boas formulagcdes devem proporcionar melhorias na atomizagao da
suspensao formulada de modo que possa ser utilizada a aplicacao de
gotas controladas (CDA) com equipamentos convencionais de uso
cotidiano pelo produtor rural (Figura 15).

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 15. Pulverizacdo do fungo Metarhizium anisopliae

por trator equipado com barras pulverizadoras em canavial.

Caracteristicas desejaveis para uma boa pulverizacdo (BATEMAN, 1993):

e Tamanho de gotas entre 50 e 100 micrometros de VMD para
formulacdes oleosas.

e Tamanho de gotas entre 70 e 150 micrometros de VMD para
formulacdes aquosas.

e Uniformidade do tamanho das gotas Span< 1,0.

VMD é o diametro do volume mediano, que divide as gotas de um
liquido pulverizado em duas partes, aquelas maiores e aquelas menores
que o proéprio didmetro do volume mediano.

Span indica uma faixa de tamanhos semelhantes de gotas e é calculada
através da distribuicdo do volume aplicado pela férmula:

Span = (D, 56 - Dyo1) / Dyos
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Densidade das gotas (n° de gotas/cm?) igual ou maior que
20 gotas/cm? para inseticidas bioldgicos ou quimicos, para pragas de
parte aérea (Figura 16).

Foto: Roberto Teixeira Alves

Figura 16. Papel sensitivo a 4gua para coleta e avaliacdo

de gotas da pulverizacéo.

Comentario Final

Tudo o que foi apresentado neste pequeno manual pode ser utilizado
para a producao e aplicacdo dos fungos Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana e Sporothrix insectorum.

O objetivo final deste manual é ajudar os técnicos de biofabricas e

de empreendimentos agropecudrios envolvidos com o controle de
insetos-praga através de micoinseticidas. Um melhor entendimento
sobre as etapas relacionadas a coleta de fungos entomopatogénicos,
identificacao, técnicas de producao, formulacao e aplicagcdo no campo
sdo essenciais para o uso adequado do controle biolégico, contribuindo
para um mundo mais saudavel, evitando-se residuos quimicos nos
alimentos, contaminacao dos recursos naturais e intoxicacdes dos
trabalhadores rurais brasileiros.

Bom trabalho e sucesso a todos!

47
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The Little Manual of
Entomopathogenic Fungi

Abstract

This manual was prepared in a user friendly language introducing easy
methodologies to be adopted by technicians who are working with
entomopathogenic fungi and mycoinsecticides. The objective is to
make it easier to develop research activities and a large-scale fungal
production in laboratories by governmental and private institutes.
Fungi of the genus Metarhizium, Beauveria and Sporothrix will be
emphasized, because they are the most common biocontrol agents
applied in crops against different insect pests in Brazil. All steps

about insect collect, fungal isolation from insects to artificial media,
sterilization methods, fungal cultivation and culture maintenance,
large-scale production, spore viability, spore concentration, formulation
and application techniques are explained to contribute to the
appropriate use of biological control, avoiding food and environmental
contamination by chemical residues and rural workers intoxication.

Index terms: fungal formulation, mycoinsecticides, application
techniques, Metarhizium production.
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