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Resumo — Bioinseticidas fungicos sdo aplicados com pulverizadores convencionais e algumas caracteristicas
destes equi pamentos podem n&o ser adequadas e afetar a eficiéncia dos bioinseticidas. O objetivo deste traba-
Ihofoi verificar se pressdesusuais, em aplicagdes com o pulverizador de barra, podem afetar aacdo inseticidade
conidios de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, componentes de produtos comerciais brasileiros.
Paraisso, suspensdes aquosas de trés bioinseticidas foram submetidas a passagem pelo equipamento em trés
pressoes (20, 40 e 60 Ibf pol?) e avaliadas quanto ao rompimento, a viabilidade e a viruléncia dos conidios.
Avaliou-se aviabilidade em |&minas de microscopiacobertas com meio de cultura, apésincubacdo a26+0,5°C e
fotoperiodo de 12 horas. A concentracdo foi determinada por meio de contagens em cdmara de Neubauer e a
virulénciafoi avaliada paralagartas de Diatraea saccharalis. Nao foram encontradas, nos trés produtos, influ-
éncias significativas em nenhum dos par@metros. Nas pressdes avaliadas, a aplicagdo com o pulverizador de
barra no reduz a viabilidade e nem a viruléncia dos conidios dos bioinseticidas testados, tampouco provoca
destruicdo dos conidios.

Termos para indexac&o: Metar hizium anisopliae, Beauveria bassiana, controle microbiano, técnica de aplica-
¢do, fungos entomopatogénicos.

Application pressurein boom sprayer and efficiency of commercial
fungal bioinsecticides

Abstract — Fungal biopesticidesare applied with conventional sprayersand this equipment may beinappropriate,
and therefore affect field control efficacy of biopesticides. The objective of thisresearch wasto find out if the
usual pressures used in the boom sprayers can affect the conidia pesticide activity of the Brazilian commercial
entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae. Water fungi suspensions were
passed through the equipment under three pressures (20, 40 and 60 psi) and eval uated for viability, virulenceand
conidiadisruption. The viability was evaluated in slides covered by culture mediaafter incubation at 26+0.5°C
and 12 hours photophase. The concentration was determined through Neubauer chamber count and the virulence
to Diatraea saccharalis caterpillars was evaluated. In the three tested biopesticides no significant effect was
found in any parameters. For the tested pressures, the boom sprayer does not affect the viability or virulence
and does not destroy the conidia of the evaluated commercial biopesticides.

Index terms. Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, microbial control, application technique,
entomopathogenic fungi.

Introducéo

No Brasil, 0 uso de fungos entomopatogénicos para
controle de pragas agricolas vem se intensificando nos
ultimos anos, uma vez que pode substituir com vanta-
gens 0 controle quimico em muitas situacdes.
Metarhizium anisopliae (Metshc.) Sorok., fungo com
6timos resultados no control e microbiano, ocorre natu-
ralmente em cerca de 300 espécies de insetos, até mes-
mo em pragas bastante comuns e prejudiciais, como

Diatraea saccharalis (Fabric.), abroca-da-cana (Alves,
1998).

No Estado de S&o Paulo, onde a area plantada com
cana-de-acUcar é de aproximadamente trés milhdes de
hectares (Fundacéo Sistema Estadual de Andlise de
Dados, 2003), 0 aumento da area colhida, sem queima,
tem propiciado o crescimento da populacdo de
Mahanarva fimbriolata (Stél.), a cigarrinha-da-raiz
(Dinardo-Miranda et al., 2001), contra a qual
M. anisopliae vem sendo intensamente utilizado. Além
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desta espécie, Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill.,
um dos fungos mais estudados no controle microbiano
deinsetos, € agente ativo de diversos produtos comerci-
ais, devido afacilidade de produc@o massal, estabilida-
de durante a secagem, compatibilidade com adjuvantes
e atoxicidade para vertebrados (Wraight et al., 1998).

A aplicacdo de patdgenos é geralmente feita com os
mesmos equipamentos utilizados para agrotoxicos
(Steinke & Giles, 1995; Nilsson & Gripwall, 1999), po-
rém, estes equi pamentos podem néo ser adequados para
aplicar microrganismos (Steinke & Giles, 1995). Como
observado por Nilsson & Gripwall (1999), alguns pro-
cedimentos e equipamentos utilizados na aplicacéo de
bi i nseticidas podem diminuir aviabilidade de agentes
microbianos de controle. Além disso, Boucias &
Pendland (1991) verificaram que conidios de
M. anisopliae e B. bassiana sao recobertos por uma
camada de feixes de bastonetes, muito provavelmente
envolvida com o processo de penetracdo do fungo no
inseto, aqual foi parcialmente retirada em B. bassiana
e Paecilomyces fumosoroseus, quando suspensdes de
conidios destes fungos foram homogeneizadas em agi-
tador tipo Vértex.

Um dos equipamentos mais utilizados na aplicagdo
destes bioinseticidas € o pul verizador de barra, compos-
to basicamente por: um chassi, o qual suporta o reser-
vatério de calda (ou tanque); pelo filtro delinha, locali-
zado antes da bomba, responsavel por evitar que parti-
culas solidas possam danifica-laou causar entupimento
nos bicos; pelabomba, normalmente de pistdes, quegera
um fluxo unidirecional e com alta capacidade de
pressurizacao do sistema; pel o regulador de pressdo que
permite que o excesso de volume bombeado retorne ao
tanque; pelo manémetro, que indica a pressdo da calda
no sistema; e pel o registro de abertura e fechamento de
fluxo da calda, que permite o retorno da suspenséo ao
tanque (Matuo, 1990).

Apesar do risco de componentes dos sistemas de
pulverizacdo causarem danos a microrganismos, exis-
tem poucas pesquisas sobre a tecnologia de aplicacdo
de entomopatogenos (Alves et a., 1998). Mesmo ha-
vendo duvidas arespeito dainocuidade paraos micror-
ganismos, estes equi pamentos vém sendo cadavez mais
empregados paraaplicacdo deinseticidas fungicos pro-
duzidos por biofébricas no Estado de S&o Paulo.

O objetivo deste trabalho foi verificar se as pressoes
utilizadas durante a aplicagdo com um pulverizador de
barra afetam a viabilidade, viruléncia ou rompem os
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conidios, reduzindo aconcentracdo do bioinseticidaapli-
cado, pardmetros importantes para a eficiéncia de
bioi nseticidas fungicos comerciais.

Material e Métodos

A limpezae calibrac&o dos pulverizadoresforam re-
alizadas no Galpdo da Fazenda de Ensino e Pesquisa.
O preparo das suspensdes e a coleta das amostras fo-
ram realizadas em &rea do Dep. de Engenharia Rural.
As andlises foram conduzidas no Laboratorio de
Entomopatégenos do Dep. de Fitossanidade, todos per-
tencentes ao campus da Unesp de Jaboticabal. Foram
utilizados pul verizadores de barramodelo KO 600 IH 12,
com capacidade para 600 L, equipados com bomba de
trés pistdes e bicosde polimero marcaMagno 11002, cedi-
dos pela empresa KO Implementos Agricolas Ltda., de
Jaboticabal, SP.

Nostrésensaios, 0 equipamento aindando haviasido
utilizado e estavalivre de contaminacdo por agrotoxicos
ou outros entomopatdgenos. Foram utilizados trés pro-
dutos comerciais, sendo um a base de Beauveria
bassiana, o Boveril (isolado B103), e dois a base de
Metarhizium anisopliae, o Metarril (isolado M103) e 0
Metarriz Biocontrol (isolado B23). As amostrasrecebi-
das foram armazenadas em refrigerador (aproximada-
mente 8°C) até o momento da instalacdo dos ensaios.

Para cada produto realizou-se um ensaio com deline-
amento inteiramente casualizado com seis repeticoes e
guatro tratamentos: controle, cuja pressao € zero, pres-
sdo de 20 librasforgapor polegadaquadrada (1bf pol-2),
pressdo de 40 Ibf pol-2 e pressdo de 60 Ibf pol-2.
As pressdes foram escolhidas com base nafaixadetra-
balho do equipamento e dos bicos mais comumente uti-
lizados pelos agricultores, no campo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias compa-
radas pelo teste de Tukey. Os dados de mortalidade e
viabilidade foram transformados em arco seno \/% .

Asviabilidades dos produtos no momento do recebi-
mento das amostras foram de 93,2%, 94,6% e 95,1%,
respectivamente, para Boveril, Metarril e Metarriz
Biocontrol. No momento da instalac&o dos bioensaios,
asviabilidadesforam, respectivamente, de 89,1%, 85,9%
e 94,0%. Essas diferencas sdo justificadas, provavel-
mente, pelos diferentes tempos de armazenamento em
refrigerador, de no maximo quatro semanas.

Assuspensdes de conidios foram preparadas de acor-
do com arecomendacdo dos fabricantes, em um volu-
me de 200 L de &gua por ensaio utilizando-se 2 kg de
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produto comercial, com adic¢éo de 0,25% de espal hante
adesionante (Extravon). Foi usada aguapotavel darede
do campus de Jaboticabal, proveniente de poco artesiano
profundo. As condic¢Bes de cada bioensaio estéo na Ta-
belal.

Dentro do tanque do pulverizador, a suspensio foi
agitada por 15 minutos e, em seguida, coletaram-se
amostras do tratamento testemunha, diretamente no tan-
gue. Para coletar as amostras da suspensado
pressurizada, as pressdesforam gjustadase o liquido foi
pulverizado sobre um anteparo de vidro, posicionado a
50 cm do bico de pulverizagéo, e acondicionado em po-
tes de pléastico de 250 mL. Entre coletas das amostras
de diferentes pressdes, houve um intervalo de dois mi-
nutos com a vazdo de calda aberta, para descartar a
suspensdo remanescente nastubulagdes e que haviasido
submetida apenas a pressao anterior.

Foi avaliado se, durante a passagem pel o equipamen-
to, ocorreu rompimento extenso daparede de conidiosa
ponto de causar 0 extravasamento de todo seu contel-
do citoplasmatico, estimando-se sua concentracdo nas
suspensodes de cada tratamento. Para tanto, das amos-
tras acondicionadas nos potes de plastico, eram retira-
das, apés agitacdo manual, aliquotasde 5 mL, asquais
eram colocadas em tubos de ensaio com duas gotas de
corante &cido (solucéo estoque: 1 g de Metil Blue em
10 mL de acido lético; desta, foi tomado 1 mL eadicio-
nado a 29 mL de &cido latico) para prevenir o cresci-
mento de outros microrganismos. Destas sub-amostras,
os conidios em camara de Neubauer foram contados
em 20 campos de 0,04 mn?, preparando-se 2 |aminas
de cada amostra.

Para verificar se a presséo pode alterar aviabilidade
dos conidios, foram realizados testes com as suspen-
sbes, antes e depois de serem submetidas as trés pres-
sbes. Foram utilizadas |&minas de microscopia cobertas
com 4 mL de meio &gar-agua para B. bassiana, e bata-
ta-dextrose-agar para M. anisopliae, adicionados com
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pentabiotico cloranfenicol na concentracao de
0,125 mg mL-1. Sobre cada lamina adicionou-se uma
gota de suspensdo, em trés éreas distintas.

As laminas foram acondicionadas em camaras imi-
das, permanecendo em estufaa 26+0,5°C por 12 horas,
com Boveril e Metarriz Biocontrol, e por 18 horas, com
Metarril (temposindicadospor testespreliminares). Uma
gotado corante &cido, utilizado também paraparalisar a
germinacao, foi adicionadaaslaminasao final dotempo
pré-determinado. O conidio foi considerado viavel quan-
do seu tubo germinativo atingiu pelo menos o compri-
mento (M. anisopliae) ou o didmetro (B. bassiana) do
conidio. A viabilidade foi avaliada contando-se, ao mi-
croscopio, 300 conidios por |amina, totalizando 900
conidios por repeticdo, com aumento de 400X.

Para verificar se a pressdo pode afetar a agressividade
do fungo, foram utilizadas, para cadaumadas seis repeti-
¢Oes, dez lagartas de Diatraea saccharalis de 3° ou 4°
instar, fornecidas pelaUsinaSantaAdélia, Jaboticaba , SP,
Elasforam criadasem dietacontendo aglcar (27 g), farelo
de soja (40 g), gérmen detrigo (13 g), solucdo vitaminica
(3mL), carragenato (10 g), &cido ascorbico (0,4 g), acido
acético(3,5mL), formol (1 mL), fungicidanipagin(2,49) e
agua(420mL). A inoculacdo foi feitapor meio deimersdo
das lagartas por 5 segundos nas amostras das suspen-
sbes, utilizando-se uma peneira. Apds cada imersdo, a
base da peneira era apoiada em papel toalha para reti-
rar 0 excesso de liguido. A seguir, as lagartas eram
transferidas, com auxilio de pincel, para caixas de plas-
tico com 6 cm de didmetro por 1,5 cm de altura, forra-
das com papel-filtro umedecido com agua destilada, e
mantidas em estufa tipo BOD a 26:05°C e fotofase de
14 horas. Apds 48 horas, o papel-filtro foi retirado. De-
vido apresencado fungicidaem suacomposicdo, adie-
tasofoi oferecidadslagartasdois dias apdsainocul agéo
(Andrioli, 2003). Diariamente, as |agartas mortas eram

Tabela 1. Condic¢bes verificadas durante o preparo das suspensdes e col eta das amostras.

Parametro Boveril Metarril Metarriz Biocontrol
Temperatura ambiente méaxima (°C) 29,5 29,5 30,0
Temperatura ambiente minima (°C) 28,5 29,1 28,5
Umidade relativa do ar méxima (%) 31,0 31,0 40,0
Umidade relativa do ar minima (%) 25,0 25,0 35,0
Duragéo do preparo da suspensdo (min) 50,0 50,0 15,0
Duracgéo da coleta das amostras (min) 25,0 25,0 30,0
Temperatura da &gua antes da colocagdo do fungo (°C) 28,5 28,5 29,0
Temperatura da suspensdo apds coleta da Ultima amostra (°C) 30,0 30,0 31,0
Rotag8o do motor (rpm) 1.300,0 1.300,0 1.300,0
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retiradas e mergulhadas em & cool etilico 70% por 30
segundos, para desinfeccdo externa do tegumento, en-
xaguadas duas vezes em agua estéril e, entdo, coloca-
das em camaras Umidas paraemergéncia e esporulacéo
do fungo, confirmando-se assim a causa da morte.

Resultados e Discussao

Pel osresultados obtidos paraaviabilidade dos conidios
dos trés produtos comerciais, verificou-se que as pres-
sbes utilizadas ndo reduziram a capacidade de germina-
¢do dos fungos (Tabela 2). Este relato esta de acordo
com Garcia(2003) que, traba hando com a pressurizacéo
de M. anisopliae, constatou que pressbes de até
200 Ibf pol-2 ndo diminuiram sua capacidade de germi-
nacdo, e, também, com o observado por Nilsson &
Gripwall (1999), pois somente pressdes acima de
420 |bf pol-2 influenciaram negativamente aviabilidade
de \erticillium lecanii. Estes ultimos observaram ain-
daumaelevacao de temperatura de 12°C na suspensao,
durante um tempo de agitacdo de 30 minutos, no qual a
viabilidade do fungo foi reduzida de aproximadamente
100% para 50%, comparado a um tempo de 2 minutos,
em que n&o houve reducgdo. Entretanto, neste trabalho,
amaior elevacdo de temperatura da suspensdo foi de
2°C. Em ambos 0s casos, a geragdo de calor é conse-
guénciado atrito das partes méveis dabomba, do liqui-

do no interior das tubulagdes e da pressurizacdo do sis-
temahidréulico.

Apesar de o tempo de agitacdo ndo ter sido objeto de
andlise estatistica, pode-se inferir que também néo afe-
tou aviabilidade do fungo, pois as amostras da pressao
60 Ibf pol-2 permaneceram por até 45 minutos no tan-
gue, enquanto as amostras datestemunha sofreram uma
agitacdo de apenas 15 minutos. Uma causa dessa dife-
renca pode ser o volume de suspensdo relativamente
alto, utilizado no ensaio. Nos experimentos de Nilsson
& Gripwall (1999), ovolumeinicial foi de10% (30L) do
volumetotal do tanque, enquanto gue neste trabal ho, o
volume de suspensdo inicial foi de 33% (200 L). Outra
causa pode ter sido a pressdo de trabalho do pulveriza-
dor testado. Segundo Nilsson & Gripwall (1999), apres-
sao chegou a 700 | bf pol-2 e neste trabalho, a 60 1bf pal-2.
Ao serem comparadas as viabilidades dos trés produ-
tos, constata-se que Metarriz apresentou valores maio-
res, fato possivel mente ocorrido devido ao menor tem-
po de armazenamento no refrigerador e a necessidade
de padronizac&o no tempo de incubago dos conidios
durante o teste de viabilidade.

Assim como a viabilidade, a concentracéo e a viru-
|énciatambém ndo foram af etadas pelas diferentes pres-
sbes, no tocante aos trés bioinseticidas (Tabela 2).

A necessidade dacolocacdo defiltrosespeciais, como
sugerido por Alves et a. (1998) e Garcia (2003), para
evitar entupimentos e garantir o perfeito funcionamento

Tabela 2. Concentrac&o de conidios, porcentagem de viabilidade e mortalidade (médiasterro-padréo), obtidas de suspenséo
aquosa preparada com os bioinseticidas comerciais Boveril, Metarril e Metarriz Biocontrol antes e apds aplicagdo com pul veri-

zador de barra em trés pressoes.

Bioinseticida Tratamento Concentrag&o® Viabilidade? Mortalidade’?
(pressdes em Ibf pol-?) (conidios x10° mL ") (%)
Boveril 0 3,09+1,29 69,85+0,52 31,75+2,84
20 3,17+0,97™ 68,55+1,57" 43,99+6,88™
40 3,15+1,06"™ 68,76+0,79™ 36,64+6,44"
60 3,26+1,11" 67,69+0,57™ 42,07+3,65™
CV (%) 8,58 3,43 27,06
Metarril 0 4,69+0,23 65,33+0,99 37,03+4,28
20 4,40+0,07" 67,18+0,84™ 50,03+3,88"
40 4,56+0,14" 66,431,590 42,78+7,38™
60 4,53+0,11" 63,61+1,11™ 31,71+5,94"
CV (%) 8,00 435 33,67
Metarriz Biocontrol 0 1,090,07 75,71+0,76 46,71+7,41
20 0,96+1,63" 74,90+1,04% 36,58+5,35"
40 0,99+1,62" 72,19+1,35™ 44,64+6,37™
60 1,32+0,14" 73,37+0,83™ 43,07+7,76™
CV (%) 21,05 3,38 38,57

(MDados ndo transformados.(@Valores transformados em arco seno %00. nsN&o-significativo.
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do sistema, ndo ocorreu neste experimento. A aplicacéo
transcorreu normal mente durante todos os ensai 0s, com
todos os componentes originais do pulverizador. Obser-
vou-se acumulo de material particulado nos filtros do
sistema, masisso ndo prejudicou afluidez dacaldae a
pulverizacgo. Além disso, a concentracdo inalterada da
suspensao desde a primeira até a Ultima coleta, em to-
dos os ensaios, mostrou que os conidios ndo estavam
sendo retidos de maneira significativa nos filtros pre-
sentes no equipamento.

Os valores obtidos para a viruléncia foram relative-
mente baixos. I1sso foi provavel mente causado pelabai-
xa concentracdo das suspensdes preparadas para os
ensaios. Andrioli (2003), trabalhando com B. bassiana,
obteve mortalidades de até 100% para lagartas de
D. saccharalis, utilizando suspensdes com concentra-
¢éo da ordem de 107 conidios mL1. Neste trabalho, a
concentracdo dos trés produtos testados foi de
10° conidios mL-1. Também podeter contribuido paraa
baixa mortalidade, a inadequac&o dos isolados dos
bioinseticidas para a broca-da-cana, fato ilustrado por
Arcas et a. (1999). Os autores compararam a agao de
dois isolados de B. bassiana (Bbs e Bb;) para
D. saccharalis e obtiveram, respectivamente, mortali-
dades de 82,5% e 21,3%.

A escolhado inseto para os testes foi baseada na sua
disponibilidade em quantidades suficientes parareaiza
¢80 dos ensaios e na suscetibilidade ao patégeno. Ape-
sar de os fungos dos bioinseticidas testados serem
patogénicos para D. saccharalis, os fabricantes ndo os
recomendam para controle desta praga.

Conclusao

A aplicagdo nas pressdes de 20 a 60 Ibf pol2, com
pulverizador de barra, ndo afetaavirulénciae aviabili-
dade, nem rompe os conidios dos bioi nseticidas Boveril,,
Metarril e Metarriz Biocontrol.
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