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SELECAO DE SURFACTANTES E FOTOPROTETORES PARA A FORMULACAO
DE Beauveria bassiana VISANDO O CONTROLE DE Dactylopius opuntiae EM
PALMA FORRAGEIRA

RESUMO - Nos ultimos anos o ataque da Dactylopius opuntiae, conhecida
como cochonilha-do-carmim, a palma forrageira no Nordeste, tem causado grandes
prejuizos principalmente na regido da Paraiba, Pernambuco e Alagoas. Uma
alternativa em desenvolvimento para o controle da praga é a selecao de fungos
patogénicos e virulentos ao inseto. Neste estudo foi proposta a avaliagdo de produtos
a serem usados como componentes da formulagédo de bioinseticidas, para o preparo
de caldas a serem aplicadas no controle da cochonilha. Foi utilizado o isolado LCB63
de Beauveria bassiana previamente selecionado quanto a patogenicidade e viruléncia
ao inseto. Avaliou-se a exposicao do isolado a diferentes concentracdes (0,005, 0,01,
0,05, 0,1, 0,5 e 1,0%) de surfactantes (Unitol L/20, Ultranex NP/100, Ultratan D, Surfon
3403, Surfon 5409, Sabao OMO®, Detergente neutro Ypé®) através do crescimento de
colénias, germinacdao apds exposicao temporaria aos produtos e a influéncia do
balanco hidrofilico-lipofilico (HLB) na dispersao e viabilidade de conidios. Em outro
experimento, avaliou-se a tolerancia dos conidios do isolado a radiagdo solar e
ultravioleta em fluxo laminar sob efeito de diferentes concentracdes de fotoprotetores
(Neo Heliopan AV, Neo Heliopan E1000, Oxibenzona, Amido e Leite) em diferentes
periodos de exposicdo. Finalmente, verificou-se a mortalidade de ninfas de D.
opuntiae utilizando-se formulagcées contendo os surfactantes e fotoprotetores que
apresentaram os melhores resultados nos experimentos anteriores. Unitol L/20 e
Ultranex NP/100 ndo apresentaram efeito deletério na formagao de coldnias, e Surfon
5409, detergente neutro Ypé&® e sabdo OMO®, apresentaram grande toxicidade ao
fungo. Nao houve interferéncia de Unitol L/20, Ultranex NP/100 e Ultratan D na
germinagao dos conidios nos primeiros 10 minutos de exposi¢cdo aos surfactantes.
Ap6s 120 minutos, houve grande redugdo da germinacao a partir da concentracao
0,5%, com excecao de Ultranex NP/100. A dispersao dos conidios foi adequada nas
solugdes com indices HLB entre 6,4 e 13,3, obtendo-se grande germinagcédo dos
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conidios dispersos nestas solucbes nos dois periodos avaliados. Na selecao de
fotoprotetores, houve grande reducdo da germinagdo do fungo exposto a radiagédo
solar sob efeito do amido, apesar do aumento da concentragédo do produto. O aumento
da concentracdo de Oxibenzona incrementou a germinagdo dos conidios e no
tratamento com Neo Heliopan E1000 a porcentagem de germinacdo manteve-se em
torno de 50%, a partir da concentragdo de 1%. Na exposi¢cdo a radiagao ultravioleta,
tratamentos com fotoprotetores lipossoluveis aumentaram a prote¢cdo dos conidios,
cuja germinagao atingiu 73,71% para Oxibenzona e 51,82% para Neo Heliopan
E1000, enquanto o amido proporcionou baixa protecdo, com germinagéao de 37,4%. A
adicao dos produtos aumentou a eficiéncia da formulacao, destacando-se como mais
promissoras as formulacées | e Il que promoveram 49,87% e 72,21% de mortalidade
de ninfas de D. opuntiae, respectivamente. Concluiu-se que a germinagao e dispersao
dos conidios do isolado LCB63 de B. bassiana sao influenciadas pelos surfactantes e
adequacéao do indice de HLB das solugbes e os fotoprotetores lipossoluveis foram os
mais adequados, protegendo os conidios da radiagcao solar e ultravioleta com potencial
para uso em formulagéo de bioinseticidas.

Palavras-Chave: controle biol6gico, compatibilidade, cochonilha-do-carmim, fungo

entomopatogénico, Opuntia ficus-indica
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SURFACTANTS AND PHOTOPROTECTORS SELECTION FOR THE

FORMULATION OF Beauveria bassiana AIMING THE CONTROL OF Dactylopius
opuntiae IN FORAGE PALM

SUMMARY- For the last years the attack of Dactylopius opuntiae know as
Carmine cochineal to forage palm, in northern states of Brazil, have causes great
prejudice, mainly in the regions of Paraiba, Pernambuco e Alagoas. One developing
alternative for the control of this pest is the selection of pathogenic and virulent fungi to
the insect. This study proposed the evaluation of products to be used as compounds in
the formulation of bioinsecticides, for the preparation of broths applied in the control of
cochineal. The isolate LCB63 of Beauveria bassiana previously selected for its
pathogenicity and virulence to the insect, was used. The exposition of the isolate in
different concentrations (0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and 1.0%) of surfactants (Unitol
L/20, Ultranex NP/100, Ultratan D, Surfon 3403, Surfon 5409, OMO® washing powder,
Ypé® neutral detergent) was evaluated through the colonies growth, germination after
temporary exposition to the products and influence of the hydro-lipofilic balance (HLB)
in the dispersion and viability of the conidia. Another experiment evaluated the
tolerance of the conidia to solar radiation and ultraviolet in laminar flow hood, under the
effect of different photoprotector concentrations (Neo Heliopan AV, Neo Heliopan
E1000, Oxibenzona, starch and milk) with different exposition timing. Finally, the
mortality of D. opuntiae in the nymph stage was verified by using the formulations
containing the surfactants and the photoprotectors that demonstrated the best results
in the previous experiments. Unitol L/20 and Ultranex NP/100 didn’t show a deleterious
effect in the formation of the colonies, while Surfon 5409, Ypé&® neutral detergent and
OMO® washing powder showed great toxicity to the fungus. There was no interference
of Unitol L/20, Ultranex NP/100 and Ultratan D in the conidia germination during the
first ten minutes of exposition to the surfactants. With the exception of Ultranex
NP/100, after 120 minutes of exposition, there was a huge decrease in germination
since the concentration of 0.5%. The conidia dispersion was adequate in the solutions
with HLB indexes between 6.4 and 13.3, obtaining in both solutions and both
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evaluating periods a high germination of the dispersed conidia. For the selection of the
photoprotectors, although there was an increase in the concentration of the product, a
significant decrease on the fungus germination, when exposed to solar radiation under
the starch effect, was observed. The augment of the Oxibenzona concentration
increased conidia germination. In the Neo Heliopan E1000 treatment, since 1%
concentration, the germination percentage maintained at 50%. In the ultraviolet
expositions, the treatments with lyposoluble photoprotectors increased the conidia
protection, presenting germinations of 73.71% for Oxibenzona and 51.82% for Neo
Heliopan E1000, while starch promoted a low protection, with a germination of 37.4%.
The addition of products increased the efficiency of the formulation, distinguishing as
the most promising the formulation | and Il with, respectively, 49.87% and 72.21% of D.
opuntiae nymph mortality. The present study permits to conclude that germination and
dispersion of the conidia of the isolate LCB63 of B. bassiana are influenced by the
surfactants and adequacy of the HLB solutions and that the lyposoluble
photoprotectors were the most adequate, protecting conidia from solar and ultraviolet

radiation, with potential use for bioinsecticidal formulations.

Keywords: biological control, compatibility, Carmine cochineal, entomopathogenic

fungus, Opuntia ficus-indica



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

No semi-arido nordestino, uma das culturas que apresenta essencial importancia
para o sistema de producdo pecudria é a cultura da palma forrageira (Opuntia ficus-
indica Mill.). Esta, por sua vez, constitui a principal fonte de alimento para os rebanhos
nos periodos prolongados de seca. Estima-se que existem na regido 27.044.480
bovinos, 6.516.629 caprinos e 8.001.613 ovinos, representando 15,93%, 89,97% e
57,04% do rebanho brasileiro, respectivamente (ANUALPEC, 2008). Dependem dessa
cultura cerca de 250 mil familias que se encontram envolvidas com o cultivo numa area
totalizada em 500 mil hectares, destacando-se a Paraiba, Alagoas e Pernambuco
(LOPES et al., 2003; ARAUJO et al., 2005). A pecudria é a principal atividade agricola
no Semi-Arido nordestino. A estacionalidade da producdo de forragens é um fator
limitante da producao animal, presente em quase todas as regides agropastoris do
Brasil e mais acentuadas na Regido Nordeste, devido a influéncia da irregularidade de
distribuicdo das chuvas, sendo necessario buscar alternativas para a alimentagcao do
rebanho (LOPES et al., 2003; MENEZES et al., 2005).

A palma forrageira € uma planta de caracteristicas peculiares bastante
significativas como resisténcia a falta de chuvas, pronunciado potencial nutritivo e
capacidade de armazenamento de grande quantidade de agua (SANTOS, 2006;
CHIACCHIO et al., 2006). Apresenta também uma 6tima viabilidade econémica como o
baixo custo de cultivo, suprindo assim as necessidades dos pecuaristas em longos
periodos de estiagem, garantindo a alimentacdo dos rebanhos e favorecendo de
maneira indireta, a manutengao da oferta dos produtos primarios destes animais, como
carne e leite no mercado.

Ha cerca de sete anos essa forrageira vem sendo comprometida pela
Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactylopiidae), mais conhecida como
cochonilha-do-carmim, que tem se tornado uma praga importante do ponto de vista

econdmico em diversos municipios do Nordeste (BRITO et al., 2008). Este inseto vive
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na parte inferior das raquetes da palma, formando col6nias protegidas por uma
cobertura cerosa que ira protegé-los contra os raios solares.

O demasiado uso de inseticidas em diversas culturas, atinge fortemente a
preservacao dos ecossistemas e, em longo prazo, chegam a extinguir inimigos naturais,
podendo causar o surgimento de populagdes resistentes de pragas, tornando complexo
o seu controle. No caso do uso de inseticidas para o controle da cochonilha-do-carmim
nas condicdes do Semi-Arido é limitante, pela auséncia de produtos registrados e pelo
baixo poder aquisitivo dos produtores. Além disso, o uso intensivo de inseticidas esta
limitado aos estagios iniciais de crescimento da cultura ja que, apdés o segundo ano, a
palma passa a ser oferecida continuamente aos animais nos periodos da seca. Estas
circunstancias criam o risco de intoxicacdo dos animais e dos produtores, aliado a
possibilidade de permanéncia de residuos na carne e leite (LOPES et al., 2008). Diante
desses problemas, muitos projetos estdo sendo desenvolvidos levando em conta a
integralizacdo de alternativas de controle da praga, de modo a atender o
desenvolvimento sustentavel e a viabilidade de custos para a agricultura familiar, sendo
0 uso de bioinseticidas a base de fungos entomopatégenos uma das alternativas viaveis
a ser somada as praticas de controle de D. opuntiae.

A utilizacao de fungos entomopatogénicos no controle de diferentes espécies de
cochonilhas tem demonstrado resultados promissores. Segundo ANDALO et al. (2004),
isolados de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok.
apresentaram 62% e 58% de mortalidade quando aplicados em fémeas adultas de
Dysmicoccus texensis (Tinsley) (Hemiptera: Pseudococcidae) e, com um pico de
mortalidade entre o sétimo e oitavo dia apds aplicacdo. ALVES et al. (2007) verificaram
uma mortalidade de 78% de Planococcus citri (Risso) (Hemiptera: Pseudococcidae)
resultante da aplicacédo do fungo M. anisopliae ESALQ 1037. Os isolados LCB53 de M.
anisopliae e LCB63 de B. bassiana apresentaram controle de adulto e ninfas de D.
opuntiae maior que 70% e 90% respectivamente, em condi¢cdes de laboratério, com
resultados promissores em campo (BRITO et al., 2008).

A producao de uma cobertura cerosa sobre o corpo de D. opuntiae pode tornar-

se um mecanismo de protec¢édo contra infec¢des fungicas e limita a agdo de formulagées
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aquosas. Contudo, relatos recentes indicam que pode ser ultrapassada pelo patégeno
se aplicado em formulagdo adequada (GARCIA, 2004; GUARIN-MOLINA et al., 2006).
O desenvolvimento de formulagbes de um entomopatégeno ocorre a partir da
necessidade de se acrescentar a ele determinados compostos que melhoram o seu
desempenho no campo, facilitam o manuseio e a aplica¢do, e principalmente, permitem
0 armazenamento sob condigbes nas quais se minimiza o custo com perda minima das
qualidades do produto.

Para o controle de D. opuntiae, a sele¢ao de surfactantes e fotoprotetores é um
dos pontos mais importantes para obtengdo do formulado, pelo fato dos dois produtos
determinarem o comportamento dos propagulos infectivos diante da associacdo de
produtos quanto a dispersao dos conidios em caldas de pulverizagdo e tolerancia a
radiagcdo solar, respectivamente. A adicdo de surfactantes a calda promove a
suspensao, dispersdo, incremento da deposi¢do, molhamento, adesao e retencao dos
conidios, aumentando a toxicidade sobre o alvo (COSTA et al., 2003) e a exposicao
excessiva dos fungos a radiacédo solar pode impedir sua persisténcia no ambiente de
controle e comprometer o uso destes entomopatégenos. Sendo assim, estratégias de
controle biolégico em condigdes adversas requerem o desenvolvimento de formulag¢des
capazes de proteger o fungo dos efeitos deletérios provocados pelo ambiente. Em
condicées de campo, a eficacia de inseticidas biolégicos se reduz de modo acentuado
ja que o processo patogénico depende de uma série de fatores ambientais como
temperatura, umidade relativa do ar, exposicao a radiagdo solar direta, principalmente
aos raios ultravioletas, saturacdo de agua, fatores fungistaticos e outros (REIS et al.,
2005).

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de adjuvantes, como surfactantes e
fotoprotetores na sobrevivéncia de B. bassiana para posterior utilizagdo no
desenvolvimento de bioinseticidas visando o controle de D. opuntiae na regiao do Semi-

Arido nordestino.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. O Semi-arido nordestino

A regido Nordeste ocupa cerca de 18% do territdrio brasileiro, com 65% de sua
area dentro do Poligono das Secas, o Semi-Arido, onde vivem aproximadamente 30%
da populacao nacional, dos quais 8,4 milhdes no meio rural (IBGE, 2006)

As condicées edafoclimaticas do Semi-Arido sdo caracterizadas por solos rasos,
pedregosos Oou arenosos, com pouca matéria organica, porém ricos em minerais
soluveis e pH neutro ou préximo de sete. O clima é seco, com precipitacoes
pluviométricas variando de 400 a 800 milimetros, irregularmente distribuidas e
concentradas no verao. A temperatura varia entre 23°C e 28°C, com amplitude diaria de
mais ou menos 10°C e a luminosidade média é de 2.800 horas de luz ao ano
(CHIACCHIO et al., 2006). A vegetacao tipica € a Caatinga que ocupa a maior parte do
semi-arido nordestino, caracterizada por plantas efémeras, suculentas ou carnosas,
além de algumas espécies de plantas lenhosas sem formar um dossel continuo, troncos
de arvores e arbustos finos, de aspecto seco, com folhas pequenas e caducas para
proteger a planta da desidratacdo pelo calor e vento em longos periodos de estiagem.
Cactos e bromélias terrestres sao, também, elementos importantes da sua paisagem.
(SILVA et al., 2003; ARAUJO et al., 2005).

A principal atividade agricola é a pecuaria de leite e corte (caprinos, bovinos e
ovinos), cultivos de sequeiro, exceto algumas regides onde se dispde de irrigacao. A
base alimentar desses animais é composta de pastagens nativas ou cultivadas. Devido
a influéncia da irregularidade de distribuicdo das chuvas, a producdao animal e toda
cadeia produtiva pode apresentar-se prejudicada, sendo necessario buscar alternativas
para a alimentacao do rebanho (MENEZES et al., 2005; LOPES et al., 2007).



3.2. A palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill.)

No mundo, ja foram descritas cerca de 300 espécies de cactaceas pertencentes
ao género Opuntia, distribuidas desde o Canada até a Argentina. Entre as espécies
selvagens e cultivadas mais utilizadas, 12 espécies pertencem ao género Opuntia e
uma ao género Nopalea. A palma forrageira Opuntia ficus-indica, conhecida como
palma gigante, pertence a classe Liliateae, familia Cactaceae, subfamilia Opuntioideae,
género Opuntia, subgéneros Opuntia e Nopalea (CHIACCHIO et al., 2006).

No Semi-arido nordestino, com uma &rea de 980.000 Km? encontram-se
implantados 500.000 hectares de palma forrageira, destacando-se os maiores cultivos
em Pernambuco, Paraiba e Alagoas (ARAUJO, 2005). Esta planta é de origem
mexicana, e hoje é uma cactacea totalmente incorporada a paisagem do Nordeste
brasileiro. Introduzida na regido em meados do século XIX, para servir de suporte
alimentar da cochonilha produtora de carmim, a palma expandiu-se e ocupou
progressivamente o0 espago regional, apesar da completa decepcao relacionada a
producao de corante (SANTOS & GONDIM, 2004).

A palma forrageira tem grande importancia na regiao do nordeste, por apresentar
caracteristicas morfofisiolégicas que a tornam apropriada as regides semi-aridas,
pronunciado potencial nutritivo e grande aceitabilidade pelos rebanhos, constituindo-se
em uma importante forrageira, participando em até 40% da matéria seca na dieta
consumida pelos animais (SANTOS, 2006).

Além de sua importancia na cadeia produtiva, a palma oferece ainda alternativas
econémicas como, alimentagdo humana, fonte de energia, na medicina, matéria prima
para cosmeéticos, na protecdo e conservacao do solo, fabricacdo de adesivos, colas,
fibras para artesanato, papel, corantes, mucilagem e ornamentacao (BARBERA, 2001).
Em vista disso, a importancia da palma forrageira para a agricultura familiar em todo o
semi-arido é notavel, assumindo um importante papel no cenario sécio-econémico do

Nordeste.



3.3. Dactylopius opuntiae (Cockerell) (Hemiptera: Dactilopiidae)

Ha cerca de sete anos a palma forrageira vem sendo comprometida pela
Dactylopius opuntia, conhecida como cochonilha-do-carmim, a partir de um foco no
Municipio de Sertania em Pernambuco até o municipio de Monteiro na Paraiba. Estima-
se que o inseto ja destruiu cerca de 80% dos palmais, em 30 municipios desses dois
estados. Nessa regido, considera-se uma perda de 100 mil hectares infestados e
irrecuperaveis, um prejuizo financeiro imposto aos agricultores em torno de 150 milhdes
de reais a0 ano (LOPES et al., 2009; EMBRAPA SEMI-ARIDO, 2008).

A origem da praga tem sido tema de contradicado, ha relatos que afirmam ter sido
introduzida no Nordeste brasileiro para efeito de estudos, escapando ao controle e
tornando-se praga. Por outro lado, autores afirmam que a praga € uma cochonilha do
género Dactylopius, nativa da caatinga, que encontrou na palma forrageira um
hospedeiro apds sua introdugéo. Esta teoria tem sido comprovada com os estudos de
PULZ et al. (2006), que detectaram quatro espécies do género atacando a cultura na
regido do agreste pernambucano e paraibano. De qualquer forma, a cochonilha tem se
mostrado uma praga devastadora para a cultura da palma, trazendo sérios prejuizos
para a economia pecuarista do Nordeste (LOPES et al., 2003).

No estudo da sua biologia, a duragdo dos estadios biolégicos depende do sexo
do inseto, em que, fémeas adultas e machos apresentam uma longevidade aproximada
de 38 e 4 dias, respectivamente. Os primeiros estadios ninfais duram em torno de 18 a
20 dias, totalizando um ciclo biologico de aproximadamente 77 dias para as fémeas e
43 dias para os machos. Para as fémeas se estima um periodo de pré-oviposi¢ao de 19
dias, mantendo-se em oviposicdo durante 21 dias com uma média de 131 insetos
produzidos por fémea (FLORES-HERNANDEZ et al., 2006).

Este inseto vive na parte inferior das raquetes da palma, formando colénias
protegidas por uma cobertura cerosa que ira protegé-las contra os raios solares.
Instalado na planta, o inseto atua como parasita, sugando sua seiva e inoculando
toxinas até deixa-la completamente seca, processo que decorre em apenas 15 dias

(BAHE, 2005). Dependendo do grau de ataque e da falta de medidas de controle, em



7

alguns casos, ha a diminuicdo de produtividade e em casos de maior dispersdo da
praga a total destruicdo dos palmais. Devido ao seu grande poder de proliferacéo e
disseminacdo, essa praga pode causar danos severos e irreversiveis, provocando
consequéncias sécio-econdmicas gravissimas em comunidades agricolas onde a
atividade leiteira é extremamente dependente do cultivo de palma, como fonte de
suplementacao alimentar para os rebanhos durante os periodos de estiagem, como € o
caso do municipio de Monteiro (LOPES, 2007).

Para alguns paises, a cochonilha-do-carmim é um inseto benéfico, gerando
renda e milhares de empregos com a venda e a utilizagdo do &cido carminico, pigmento
conhecido como “vermelho cochonilha” de largo uso na industria alimenticia. (LOPES et
al, 2003). No entanto, o inseto D. opuntiae é uma praga potencialmente devastadora da
palma forrageira nas condigbes do Nordeste do Brasil, onde a cactacea é
intensivamente cultivada e alimento indispensavel aos rebanhos nos periodos de

estiagens prolongadas.
3.4. Controle biolégico

A necessidade do consumidor em adquirir produto saudavel, livre de agrotéxicos
ligado diretamente a preocupacédo com a qualidade de vida € cada vez maior, abrindo
espago ao controle alternativo. Sendo assim, o Manejo Integrado de Pragas (MIP) € a
ferramenta utilizada no uso racional de praticas de controle fitossanitario. O MIP defini-
se como a otimizacdo do controle por meio de medidas multiplas, que mantém as
populacdes das pragas abaixo do nivel de dano econémico, promovendo a protecao
das plantas, do homem, dos animais e do ambiente (BATISTA FILHO, 2006).

Dentre as praticas de controle do MIP, estd o emprego de agente de biocontrole,
conhecidos como inimigos naturais e sdo formados pelos predadores, parasitoides e
patégenos. Os predadores se alimentam de varias espécies de insetos ou acaros. Os
parasitdéides sdo mais especificos e necessitam apenas de um tipo de individuo para o

seu desenvolvimento, os microrganismos sdo patégenos causadores de doengas em
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insetos e acaros e pertencem ao grupo dos fungos, virus, bactérias e protozoarios,
havendo ainda os nematoides (BATISTA FILHO, 2006).

Em observagdes no campo foi constatado a presenca de inimigos naturais que
atuam controlando naturalmente a D. opuntiae na regido do Semi-Arido nordestino,
porém em intensidade muito pequena. Dentre esses inimigos naturais podemos citar
larvas de joaninhas Zagreus bimaculosus (Mulsant.) (Coleoptera: Coccinellidae),
Cycloneda sanguinea (Linnaeus) (Coleoptera, Coccinellidae) e Baccha sp. (Diptera:
Syrphidae) (BRITO et al., 2008).

Na cultura da palma-forrageira no Semi-Arido nordestino, sdo citados como
predadores, os coccinelideos Exochomus bimaculosus (Mulsant.), Coccidophilus
citricola (Brethes), Chilocorus nigrita (Fabricius), Pentilia sp., Zagloba sp., Calloeneis sp.
e o sirfideo Salpingogaster conopida (Philippi) (Diptera: Syrphidae) (SANTOS, 2006),
sendo importante o estudo do potencial de controle envolvendo esses inimigos naturais
nativos no manejo integrado da cochonilha-do-carmim. Estudos envolvendo a biologia
da joaninha E. bimaculosus, predadora nativa desta cochonilha (GIOLO et al., 2008), ja
vem sendo desenvolvidos no intuito de utiliza-la em projetos de controle bioldgico de D.
opuntiae. A joaninha-predadora Cryptolaemus montrouzieri (Mulsant.) (Coleoptera:
Coccinellidae), oriunda da Australia, importada do Chile em 1998 pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, também vem sendo estudada quanto a sua
capacidade de predacédo a D. opunitae em condicdes de laboratério, para posterior
aplicacao em campo no controle desta praga (SILVA et al., 2008).

No controle microbiano, destaca-se a acdo dos fungos entomopatogénicos
provocando epizootias naturais em populagbes de cochonilhas-do-carmim em areas
afetadas na Paraiba e em Pernambuco. Nos primeiros isolamentos em campo foi
verificado a ocorréncia de Fusarium sp. € Entomophtora lecanii (Zimm.) (LONGO &
RAPISARDA, 2001). Em trabalhos desenvolvidos no laboratério de Controle Biologico
da Embrapa Semi-Arido, resultados promissores foram obtidos com o uso dos isolados
LCB53 de M. anisopliae e LCB63 de B. bassiana, credenciando-os para estudos em
campo (BRITO et al., 2008).



3.5. Fungos entomopatogénicos

Fungos entomopatogénicos sdo promissores agentes de biocontrole devido a
capacidade de supressao de populagdes de insetos e acaros, apresentando um amplo
espectro de hospedeiros e possibilidade de cultivo em laboratério e formulagédo (LEITE
et al.,, 2003). Existem cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies de fungos
patogénicos a invertebrados, entretanto a maioria dos trabalhos se referem a apenas
duas espécies de hifomicetos, B. bassiana e M. anisopliae, sendo esses agentes
usados na quase totalidade dos bioinseticidas a base de fungo (ALVES, 1998)

Muitos trabalhos ja foram desenvolvidos no pais com entomopatégenos e, em
sua maioria, se destacou a eficiéncia destes microorganismos em diversas culturas.
Como exemplos, podemos citar o controle biolégico da cigarrinha da cana-de-agucar
nas décadas de 60 e 70, no estado de Pernambuco, com o fungo M. anisopliae aplicado
em grandes areas de canaviais nordestinos (ALVES & FARIA, 2005), a utilizagéo de B.
bassiana, no combate ao psilideo que ataca culturas de goiabeiras e também no
controle de outras pragas, como moleque-da-bananeira, broca do coqueiro, broca do
café, cochonilhas, lagartas e acaros (AGECOM, 2005), e ainda o uso de isolados de B.
bassiana e M. anisopliae indicados como altamente patogénicos e promissores para o
controle microbiano de Tetranychus urticae (Koch.) (Acari: Tetranychidae) (TAMAI et al.,
2002).

Fungos entomopatogénicos sdo os mais viaveis agentes de controle microbiano
contra insetos sugadores por apresentarem um mecanismo proprio de penetracdo no
tegumento dos insetos. As mais de 700 espécies apresentam um complexo de enzimas
que lhes permite penetrar o tegumento, colonizar a cavidade corporal utilizando a
hemolinfa e os 6rgdos dos insetos como substrato alimentar e, posteriormente,
exteriorizar-se, produzindo novos propagulos no cadaver, liberando-os no ambiente
(ALVES, 1998).

O primeiro relato de fungos patogénicos a cochonilhas de carapacga foi feito na
Franca. A partir dai muitos trabalhos ja relataram a ocorréncia destes entomopatégenos

em diferentes partes do mundo, discutindo o seu potencial de controle bioloégico de
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cochonilhas (ARANTES & CORREIA, 1999). No laboratério de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos da Esalq foi desenvolvido um trabalho em que selecionou dois
isolados de fungos da espécie Lecanicillium lecani (Zimm.), identificado como: “Esalq
1300” e “Esalq 972” e formularam bioinseticidas a base destes fungos para pulverizar
laranjais no estado de Sao Paulo infestados pela cochonilha Orthezia praelonga
(Douglas) (Hemiptera: Sternorryncha), mostrando resultados mais efetivos que os
métodos convencionais a base de inseticidas (BENEVIDES, 2004).

A cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro Dysmicoccus texensis (Tinsley) (Hemiptera:
Pseudococcidae) conhecida também como cochonilha farinhenta, foi tratada com
isolados de B. Bassiana e M. anisopliae e cerca de 58% dos isolados de B. bassiana
causaram mortalidade de 50 a 65%, enquanto que a maioria dos isolados de M.
anisopliae (62,5%) causaram mortalidade entre 30 e 50%, embora neste mesmo
trabalho, os nematdides entomopatogénicos tenham apresentado resultados mais
significativos (ANDALO et al., 2004). ALVES et al. (2007) verificaram uma mortalidade
de 78% de P. citri resultante da aplicagdo do isolado ESALQ 1037 de M. anisopliae.
Syngliocladium sp. e Lecanicillium sp. causaram grande mortalidade de ninfas e adultos
de O. prealonga em experimentos de campo (GUARIN-MOLINA et al., 2006).

Existem relatos da ocorréncia de epizootias naturais de fungos
entomopatogénicos em populagdes de D. opuntiae em éareas afetadas dos municipios
de Sertania e Tuparetama, em Pernambuco. Estas epizootias se concentram no final do
periodo chuvoso e os primeiros isolamentos permitiram identificar a ocorréncia de
Fusarium sp. nestes locais. LONGO & RAPISARDA (2001) fizeram referéncia ao fungo
Entomophtora lecanii (Zimm.), que tornaria preta a colénia atacada. No entanto, fatores
ambientais como temperatura, baixa umidade relativa, radiacdo solar e a existéncia de
antagonistas podem levar ao insucesso da aplicacao de ingredientes ativos microbianos
(HJELJORD et al., 2000).

As condi¢des climéticas existentes no Semi-Arido com umidade relativa (UR) na
média de 60 a 75% e as temperaturas de 25 a 40 °C ao longo do dia, além da grande
insolagdo podem prejudicar a eficacia dos entomopatdgenos (EMBRAPA SEMI-ARIDO,

2009). A tecnologia voltada ao desenvolvimento de formulagbes se faz necesséria no
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sentido de auxiliar a protecdo do fungo em condicbes adversas do ambiente para que
nao haja interferéncia no mecanismo de agdo dos propagulos infectivos, promovendo

uma maior eficiéncia de aplicacao e sobrevivéncia dos entomopatégenos no campo.
3.6. Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin

Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin € uma espécie de ocorréncia generalizada
em todos os paises, sendo a mais freqlente sobre os insetos e em amostras de solo
(ALVES, 1998). E um dos principais fungos entomopatogénicos e um dos mais
pesquisados por atuar em uma maior gama de hospedeiros e, consequentemente,
serem menos exigentes nutricionalmente, podendo ser cultivados facilmente em meios
de cultura (LEITE et al., 2003). Ja foi constatado em mais de 200 espécies de insetos
agrupados em nove ordens, principalmente lepidoptera e coleoptera (ALVES, 1998).

A infeccdo ocorre normalmente via tegumento, onde o fungo germina em 12 a 18
horas, dependendo da presenca de nutrientes, representados por quitina, nitrogénio e
outros. O sistema de defesa dos insetos é incapaz de detectar os primeiros eventos
relacionados a infec¢do desse patdgeno, fato que Ihe proporciona baixa especificidade
para artrépodes. A capacidade de producdo e obtencdo de formulados a partir da
associacao desse fungo a diferentes compostos o tornou um dos mais comercializados
no mundo (SILVA et al., 2006; JIN et al., 2008). De acordo com FARIA & WRAIGHT
(2007), os produtos a base de B. bassiana compreendem 33,9% do total de
micoinsecticidas desenvolvidos em nivel mundial visando o controle de insetos
distribuidos entre Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera, Thysanoptera e Isoptera. Outros
estudos em laboratorio ja apresentaram resultados bastante promissores deste fungo
no controle de diversas pragas como gafanhotos, cupins, mosca doméstica, mosquitos,
carrapatos, formigas e acaros (JIN et al., 2008).

No Brasil, apresenta grande potencial em culturas horticolas, com acao sobre as
principais pragas dessas culturas como Bemisia tabaci (Genn.) (Sternorryncha:
Aleyroridae), Frankliniella occidentallis (Perg.) (Thysanoptera: Thripidae) e Tetranychus
urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae) (TAMAI et al., 2002).
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Trabalhos envolvendo isolados de B. bassiana constituem mais uma alternativa a
ser explorada no manejo da cochonilha-do-carmim no Nordeste, visando a producéao de
formulados, por ser um produto viavel comercialmente e por tratar-se de um patdégeno

cosmopolita, tornando acessivel os produtos oriundos deste entomopatdgeno.

3.7. Formulacoes a base de fungos entomopatogénicos

A adicao de produtos a formulacdes de entomopatégenos favorece a otimizacao
do ingrediente ativo, promovendo a eficiéncia de aplicacédo e persisténcia no campo dos
propagulos infectivos, além de melhorar as condi¢gdes de armazenamento, minimizar os
custos e proporcionar maior acessibilidade ao produtor.

A associacao de microrganismos a diversos adjuvantes € uma alternativa que
auxilia, catalisa e potencializa a agdo desses microrganismos no processo infeccioso do
entomopatéogeno (ALVES, 1998). No entanto, hd a necessidade de estudos mais
detalhados principalmente no que se refere a avaliagdo do comportamento, adaptagcéao
e tempo de sobrevivéncia dos entomopatdgenos quando associado a esses produtos e
o efeito deste formulado sobre a populagcédo da praga, que pode ser especifico. Todos
esses fatores levando em consideragdo a produtividade, viabilidade de custos e
potencialidade do produto quanto ao tempo de armazenamento sao determinantes para
o controle de diversas pragas a base de bioinseticidas. Segundo ALVES (1998), a
influéncia de alguns produtos utilizados no controle biolégico sobre os microrganismos,
como no caso dos fungos, pode modificar o crescimento vegetativo, a viabilidade e a
esporulacao, ou até mesmo a composi¢ao genética, alterando a sua viruléncia.

Ha alternativas que tém sido avaliadas para o controle de insetos e que poderao
ser utilizadas no controle da cochonilha-do-carmim. Segundo BAHE (2005), em alguns
estudos foi comprovado o potencial do tratamento de cochonilhas com uma emulséo de
6leo mineral e calda de fumo. Em estudos iniciais desenvolvidos pela Universidade
Federal de Pernambuco, o 6leo de semente de Nim reduziu em até 20% a presenga de
cochonilha em palmas manipuladas em laboratério (BAHE, 2005). Os produtos

alternativos detergente neutro e sabdo em pd, os 6leos mineral e vegetal, e os



13

pesticidas parathiom metilico e dimethoato, combateram eficazmente a cochonilha-do-
carmim, com uma eficiéncia acima de 80% (BRITO et al., 2008).

Tecnologias envolvendo a utilizagdo de formulagdes com base em 6leos vegetais
tém sido utilizadas em agentes microbianos de controle de diversos insetos.
Formulagdo em 6leo permite uma maior persisténcia do fungo no ambiente enquanto
que formulagbes baseadas em &gua podem ter eficacia limitada a ambientes com
condigdes adequadas de umidade (BATEMAN, 1997). A radiacdo solar também
apresenta um forte efeito negativo sobre os propagulos infectivos de fungos
entomopatogénicos.

A fotodegradacao de compostos ou a invibializagao de conidios pode ser evitada
pela adicao de fotoprotetores. Um protetor solar ideal € aquele que além de estavel e
seguro, protege o fungo dos raios UVB, de maior interesse biolégico por causar danos
severos aos fungos (EDGINGTON et al., 2000). Para isso, é necessario que este filtro
absorva as radiagbes de comprimento de onda entre 290 a cerca de 370-400nm (UVB e
UVA). Como é dificil conseguir-se um Unico componente que promova a protecao em
todo o espectro ultravioleta, é imprescindivel a utilizacdo de uma associacao de filtros
solares, quimicos ou fisicos (GALENA, 2008). Estes fotoprotetores agem refletindo ou
defletindo a radiagdo de ondas curtas ou, ainda, absorvendo e convertendo-a em
radiacao de ondas longas (SHAATH, 1990). Formulagdes a base de 6leo oferecem boa
protecao contra radiagdo UV. No entanto, a adicdo de fotoprotetores pode incrementar
o grau de protecdo. Entre estes, a Oxibenzona e derivados do acido estilbene
dissulfénico como Tinopal UNPA-GX, Tinopal DMS, BRY-10, D2 100 e Leukophor DVB
tém sido utilizados para protecédo de agentes de controle biol6gico contra radiagdo UV
(SHAH et al., 1998; REDDY et al., 2008).
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CAPITULO 2 - SELECAO DE SURFACTANTES E ANALISE DA DISPERSAO DE
CONIDIOS PARA FORMULAGCAO DE FUNGO ENTOMOPATOGENICO

Resumo - A palma forrageira, importante fonte de subsisténcia no Nordeste vem
sendo severamente atacada pela cochonilha-do-carmim ha alguns anos. Estudos de
manejo da praga estdo sendo desenvolvidos e uma das medidas de controle a ser
adotada é o uso de bioinseticidas a base de fungos entomopatogénicos. Sendo assim,
0 objetivo deste estudo foi selecionar surfactantes que garantam a maxima dispersao
de conidios de B. bassiana em calda de pulverizacdo, com manutencdo de sua
viabilidade para uso no controle da cochonilha-do-carmim no Semi-Arido nordestino.
Avaliou-se a exposigao do isolado a diferentes concentragdes de surfactantes em meio
de cultivo através do crescimento de colénias, germinagdo dos conidios apds exposicao
temporéria aos produtos e a influéncia do balango hidrofilico-lipofilico (HLB) na
dispersao e viabilidade de conidios. Unitol L/20 e Ultranex NP/100 ndo apresentaram
efeito deletério na formagdo de coldnias, e Surfon 5409, detergente neutro Ypé® e
sabdo OMO®, apresentaram grande toxicidade ao fungo. N&o houve interferéncia de
Unitol L/20, Ultranex NP/100 e Ultratan D na germinacao dos conidios nos primeiros 10
minutos de exposicdo. Apds 120 minutos, houve grande reducédo da germinacao a partir
da concentragao 0,5%, com excec¢ao de Ultranex NP/100. A dispersao dos conidios foi
adequada nas solugdes com indices HLB entre 6,4 e 13,3, obtendo-se alta germinagao
dos conidios dispersos nestas solucées nos dois periodos avaliados. Concluiu-se que a
germinacdo e dispersdo dos conidios do isolado LCB63 de B. bassiana sao
influenciadas pelos surfactantes e adequacao do HLB das solugdes.

Palavras-chave: Adjuvantes, balanco hidrofilico-lipofilico, Beauveria bassiana, controle
biolégico, Dactylopius opuntiae.
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CHAPTER 2 - SURFACTANTS SELECTION AND CONIDIA DISPERSION ANALYZE
FOR THE FORMULATION OF AN ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS

SUMMARY - The Forage palm, important Northern Brazil subsistence source,
has been for many years severely attacked by Carmin Cochineal. Studies of the
handling of this pest are being developed and one of the adopted options is the use of
bioinsecticides based on entomopathogenic fungus. Therefore, this study aimed to
select surfactants that, maintaining its viability in pulverization broth, guarantied the
maximum dispersion of B. bassiana conidia spraying suspension, with maintenance of
its viability for the its use in the control of the Carmin Cochineal in the Northern Brazil.
The exposition of conidia to different surfactants concentrations in growth medium was
evaluated by the growth of the colonies, germination after exposition to the products and
by the influence of the hydro lipofilic balance in the conidia dispersion and viability.
Unitol L/20 and Ultranex NP/100 did not show a deleterious effect in the formation of the
colonies, and Surfon 5409, Ypé® neutral detergent and OMO® washing power, showed
high toxicity to the fungus. There was no interference of Unitol L/20, Ultranex NP/100
and Ultratan D in the conidia germination during the first 10 minutes of exposition. With
the exception of Ultranex NP/100, after 120 minutes of exposition, there was a huge
decrease in germination since the concentration of 0.5%. The conidia dispersion was
adequate in the solutions with HLB indexes between 6.4 and 13.3, obtaining in both
solutions and both evaluating periods a high germination of the dispersed conidia. The
present study permits to conclude that germination and dispersion of the conidia of the
LCB63 B. bassiana isolate are influenced by the surfactants and adequacy of the HLB

solutions.

Keywords: Adjuvants, Beauveria bassiana, biological control, Dactylopius opuntiae,

hydrofilic-lipofilic-balance.
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1. INTRODUCAO

Fungos entomopatogénicos s&o relativamente comuns e frequentemente
induzem epizootias, sendo um importante fator de controle de populagbes de insetos
em condigdes naturais (BUTT et al.,, 2001), e uma das alternativas adotadas em
programas de manejo integrado de pragas (MIP). B. bassiana e M. anisopliae séo 0s
fungos entomopatogénicos mais conhecidos e comercializados como agentes de
controle biol6gico no mundo (ALVES, 1998; FARIA & WRAIGHT, 2007).

A forma de uso em larga escala consiste na producdo massal dos fungos em
arroz e aplicagdo pelo método inundativo dos propagulos infectivos, comumente
conidios, nas areas com incidéncia de praga. Atualmente, alguns estudos relacionados
a tecnologias para a conservagao, manuseio e melhoria da eficiéncia da aplicacao de
fungos entomopatogénicos tém sido realizados buscando possibilitar o uso
generalizado de micoinsetidas. Resultados satisfatorios tém sido obtidos em
formulagbes com o uso de diferentes adjuvantes como espalhantes adesivos,
emulsificantes e 6leos vegetais ou minerais (ALVES et al., 2002; SILVA et al., 2006).

A adicao de surfactantes a calda promove a suspensao, dispersao, incremento
da deposicdo, molhamento, adesao e retencdo dos conidios, aumentando a toxicidade
sobre o alvo (COSTA et al., 2003). Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas
constituidas de uma porcao hidrofébica e uma porcéo hidrofilica, capazes de produzir
emulsdes estaveis de conidios aéreos na sua forma pura, formulados em éleos ou
outros adjuvantes hidrofébicos. Diferencas de polaridade podem afetar o bom
desempenho do bioinseticida ja na fase de aplicagdo da calda, exigindo estudos para
selecdo de produtos. Estes, quando adequadamente utilizados, proporcionam a
dispersdao homogénea dos conidios sobre o substrato, potencializando a agédo dos
entomopatégenos (ALVES, 1998).

Alguns dos estudos para selecdo de surfactantes consistem no uso do balango
hidrofilico-lipofilico (HLB) para definir produtos que proporcionem a dispersdo adequada
dos formulados em funcgéo de sua hidrofobicidade. O indice HLB de um emulsificante ou

detergente € um valor que expressa a relacao entre o grupo hidrofilico e lipofilico. Estes
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estudos sdo recentes, mas diversos produtos comercialmente disponiveis podem ser
avaliados quanto ao grau de dispersado dos conidios, que pode variar em fungdo das
espécies e dos isolados estudados, em busca de propriedades fisico-quimicas
desejaveis da formulacao (JIN et al., 2008).

Nos ultimos anos D. opuntiae, conhecida como cochonilha-do-carmim, tem
causado grandes perdas na cultura da palma forrageira no Semi-Arido nordestino, uma
das principais alternativas de suprimento do sistema pecuario no periodo de estiagem,
garantindo a manutencéo de toda cadeia produtiva durante este periodo (BRITO et al.,
2008). Nas condicoes climaticas do Agreste e do Sertdo, D. opuntiae apresenta um
grande potencial bidtico e explosbes populacionais sdo observadas todos os anos
(WARUMBY et al., 2005). Nos estudos desenvolvidos no Laboratério de Controle
Biolégico da Embrapa Semi-Arido, o isolado LCB53 de M. anisopliae promoveu 70% de
mortalidade de adultos e o isolado LCB63 de B. bassiana promoveu 90% de
mortalidade de ninfas de D. opuntiae. Novos estudos precisam ser conduzidos na busca
de tecnologias de formulagcées que permitam aumentar a eficacia dos agentes de
controle bioldégico em campo. No entanto, estes estudos sdo escassos na literatura.
Assim, o objetivo deste trabalho foi selecionar surfactantes que garantam a maxima
dispersao de conidios de B. bassiana em calda de pulverizagdo, com manutencao de

sua viabilidade.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao do indculo do isolado LCB63 de Beauveria bassiana

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Bioldgico da
Embrapa Semi-Arido em Petrolina/PE. Foi usado o isolado LCB63 de B. bassiana
obtido de Hypothenemus hampei, cedido pelo Laboratério de Controle Biolégico do
Instituto Biologico de Campinas-SP. Para utilizacdo nos experimentos o isolado foi

inoculado e reisolado da cochonilha-do-carmim.
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Para obtencao do indculo o fungo foi cultivado em meio de Batata Dextrose Agar
(BDA) e incubado em BOD a 28 * 0,5°C no escuro durante 15 dias. Uma suspensao de
conidios foi obtida de placas densamente colonizadas, utilizando-se como dispersante
uma solucédo de Triton X-100 a 0,05% que foi adicionada em erlenmeyers contendo 100
mL de arroz parboilizado, autoclavado, contendo 50% de umidade e dispostos em
estufa a 28 + 0,5°C durante 10 dias para obtencao da matriz. Apos a esporulagéo, 10 g
do substrato foi transferida para sacos de plastico, contendo arroz autoclavado, com
50% de umidade e dispostos em camara asséptica para crescimento e esporulagao por
10 dias. Em seguida, o arroz colonizado pelo fungo foi transferido para estufa de
desidratacao com circulacao forcada de ar a 35°C, até atingir teor de umidade em torno
de 10%. Apds a desidratacdo os conidios foram separados dos graos utilizando-se
extrator de conidios Mycoharvester M5 (ACIS R&D, Devon, UK).

2.2. Numero de colonias do isolado LCB63 de Beauveria bassiana submetido a
diferentes concentracoes de surfactantes

O primeiro experimento foi realizado para avaliar a compatibilidade dos
diferentes surfactantes ao isolado LCB63. Consistiu do cultivo de propagulos do isolado
em placas de Petri contendo o Meio de MARTIN (1950), ao qual foram adicionados 0s
diferentes surfactantes (Tabela 1) para alcancar as concentracdes de 0; 0,005; 0,01;
0,05; 0,1; 0,5 e 1%. As placas foram semeadas com 100 yL de uma suspensao
contendo 5 x 10° conidios mL" e incubadas em BOD a 28 + 0,5°C no escuro,
determinando-se o numero de colbnias apds o 5° dia de incubacao. Neste experimento,
o delineamento aplicado foi o inteiramente casualizado com trés repeticbes por

tratamento.

2.3. Efeito de doses de surfactantes na germinacao de conidios do isolado LCB63
de Beauveria bassiana
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Em outro experimento avaliou-se o efeito dos surfactantes sobre a germinagao
dos conidios apds o preparo de suspensdes. Os conidios foram transferidos para
solugdes com as mesmas concentragdes dos surfactantes utilizados no experimento
anterior, permanecendo em condicdo ambiente por 10 e 120 minutos, periodos

selecionados tendo por base uma estimativa do tempo decorrido entre o preparo € a

Tabela 1. Surfactantes testados para verificagdo da compatibilidade com o isolado
LCB63 de Beauveria bassiana.

Produto Descrigdo quimica Consisténcia a 25°C
Surfon 5409 Alquilaril  sulfonato de  calcio, Liquido
alquilfenol poliglicol éter e butildiglicol
alcoxilado
Surfon 3403 Alquilaril  sulfonato de  calcio, Liquido
alquilfenol poliglicol éter e triglicéride
alcoxilado
Unitol L/20 Alcool laurilico 2 Liquido
Ultranex NP/100 Nonilfenol 10 Liquido
Ultratan D Naftalenoformaldeido sulfonato de Pé
médio grau de condensacdo 80%
ativo
Detergente neutro Acido  dodecilbenzeno  sulfénico, Liquido
Ype® alquili  bezeno  sulfonato  de
trietanolamina, lauril éter sulfato de
sodio
Sabdo OMO® Alquil benzeno sulfonato de sédio Granulado

aplicacao da calda do micoinseticida. Como controle utilizou-se solugéo de Triton X-100
a 0,05%. A germinacgéo foi avaliada segundo o método de FRANCISCO et al. (2006), no
qual aliquotas de 150 pL das suspensdes contendo 10° conidios mL™", obtidas apés
homogeneizagdo em vortex por 30s, foram semeadas sobre meio BDA distribuido em
fina camada sobre Iaminas de microscopia autoclavadas. A seguir as laminas foram
mantidas a 28 + 0,5°C por 16 horas e uma solugao de acido latico e azul de metileno foi
utilizada para interromper o processo germinativo. A contagem de conidios germinados
e nao germinados foi realizada utilizando-se um microscépio 6tico (Zeiss, Germany),

com aumento de 400 vezes, contando-se no minimo 450 conidios por lamina. O
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delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com trés repeticbes por

tratamento.

2.4. Dispersao de conidios do isolado LCB63 de Beauveria bassiana sob efeito de
diferentes indices de balanco-hidrofilico-lipofilico (HLB)

Com base nos resultados dos experimentos anteriores foram selecionados os
surfactantes Unitol L/20 e Ultranex NP/100, por causarem menor efeito deletério ao
fungo, e avaliou-se a influéncia do HLB na disperséao dos conidios do isolado LCB63 de
B. bassiana. O experimento foi desenvolvido segundo método adaptado de JIN et al.
(2008), utilizando-se uma faixa de HLB de 6,4 a 13,3 (Tabela 2). Os valores
intermediarios de HLB foram obtidos a partir da mistura de Unitol L/20 com HLB = 6,4 e
Ultranex NP/100 com HLB = 13,3 em diferentes propor¢des. Na determinacédo destas
proporcoes foi usado o abaco de HLB fornecido pela OXITENO (2008). O surfactante

Triton X-100, cujo indice de HLB é 13,6 foi usado como padrao de comparacao.

Tabela 2. Combinagdes de surfactantes de acordo com o indice de balango hidrofilico-
lipofilico (HLB) determinado pelo dbaco de HLB.

Combinacéao Unitol L/20 Ultranex NP/100 HLB
1 100% - 6.4
2 88% 12% 7.0
3 75% 25% 8.0
4 48% 52% 10.0
5 20% 80% 12.0
6 - 100% 13.3
Triton X-100 - - 13.6

As solucdes com os diferentes indices de HLB foram diluidas em 100 mL de
agua destilada esterilizada para obter a concentracdo de 0,1%, e em seguida

transferidas para erlenmeyers aos quais foram adicionados 0,01g de conidios (5,2 x
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108conidios mL™") do isolado fungico. No tratamento controle utilizou-se Triton X-100 a
0,1%, normalmente usado nos experimentos em condigdes de laboratdrio. A seguir os
erlenmeyers foram dispostos em mesa agitadora orbital a 150 rpm, em temperatura
ambiente, e a dispersdo foi monitorada em intervalos de 5, 30 e 60 minutos, retirando-
se aliquotas de 40uL dos diferentes tratamentos para contagem de conidios dispersos
em camara de Neubauer.

Decorridos 10 e 120 minutos ap0s o inicio da agitacao orbital, amostras de 1mL
da suspensao de cada tratamento, foram transferidas para microtubos e uma aliquota
de 150uL desta amostra foi retirada e semeada em meio BDA sobre lamina de
microscopia para teste de germinacdo, segundo o método de FRANCISCO et al.
(2006). O experimento foi conduzido utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticdes por tratamento.

2.5. Analise estatistica

Para a analise da varidncia os dados coletados em porcentagem foram

transformados utilizando-se a equagao y; = arcoseno ,/xl.j/ 100 e os dados de dispersao

de conidios em logyexj. Para estudar o efeito da concentragéo dos surfactantes sobre a
germinacdo dos conidios, utilizou-se o modelo exponencial decrescente dado pela
equacao: y= yo + Ae™'. Na comparacio entre os indices de HLB utilizou-se o teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela inoculagcdo do isolado LCB63 de B. bassiana em meio contendo doses
crescentes de surfactantes, verificaram-se respostas variaveis no nimero de coldnias
em fungédo dos produtos e das doses utilizadas (F = 45,49; p < 0,0001) (Figura 1). Os
produtos Unitol L/20 e Ultranex NP/100 apresentaram menor efeito sobre o fungo,
apesar de promoverem pequena reducao da formacao de col6nias. Ultratan D e Surfon
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3403 promoveram significativa reducdo do nimero de col6nias formadas em todas as
concentragbes estudadas (F= 14,88; p < 0,0001 e F= 21,03; p < 0,0001,
respectivamente). Nos meios contendo Surfon 5409, detergente neutro YPE® e o sabao
OMOQ®, verificaram-se as maiores reducdes do nimero de coldnias, com um nimero

maximo de 30 a 50 colbnias formadas até a concentracéo de 0,05%.
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—— Sabio OMO® Y=-5,47487 + 487,50312 00092 R2_ 0 8740*

—— Surfon 3403 Y= 10,47742 + 455 55734 X077 R2_ 0 9764**
—— Surfon 5409 Y=-11,80141+ 537,07021 X026 R2_( 9g61*
——UltranexNP/100 Y= 375,38861+117,45045 X007 R2_ 0 5644*
Ultratan D Y= 16,37581 + 359,47889 X053 RZ_ 0 8ogg**
— Unitol L/20 Y= 370,10103 + 65,33759 X*'%™ RZ_ 0 4153*

Figura 1. Numero de colbnias do isolado LCB63 de Beauveria bassiana cultivado em
meio de MARTIN (1950), contendo diferentes concentracées de surfactantes, e
incubado em BOD a 28 £ 0,5°C durante 5 dias.

Os diferentes resultados obtidos para a formagdo de colbnias nos meios
contendo Surfon 3403 e Surfon 5409, provavelmente, se devem a diferengas nos
radicais alquilaril sulfonato de calcio e alquilfenol poliglicol éter, alterando o triglicerideo
alcoxilado e butildiglicol alcoxilado, moléculas bases para os dois produtos. Avaliando
alguns produtos comerciais TAMAI et al. (2002) verificaram que Bulldock 125 SC e
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Turbo CE, produtos que possuem o mesmo principio ativo, apresentaram
compatibilidade e toxidez ao isolado PL63 de B. bassiana, respectivamente.

Segundo SILVA & NEVES (2005), a adicao de produtos ao meio de cultivo pode
provocar um atraso na formacdo de colbnias pela inibigdo da germinagdo ou do
crescimento vegetativo. Sendo assim, resultados obtidos a partir desta analise embora
Uteis, ndo fornecem resultados conclusivos para a avaliacdo da compatibilidade de
fungos a produtos fitossanitarios, sendo importante uma avaliagdo a partir do teste de
germinacgao, quando o fungo passa a ser monitorado a partir das primeiras horas de seu
crescimento.

No experimento de germinagao observou-se efeito significativo da interagao entre
as doses utilizadas e os diferentes surfactantes tanto aos 10 minutos (F = 21,53; p <
0,0001) quanto as duas horas apds o preparo da calda (F = 59,14; p < 0,0001) (Figura
2). Nao houve diferenca significativa na germinacao dos conidios quando expostos por
10 minutos as suspensdes contendo as diferentes concentragcdes de Ultranex NP/100,
mesmo na maior concentragao (1,0%) (F = 1,41; p = 0,2383). Ultratan D e Unitol L/20
também proporcionaram germinacdo alta (91% e 86%, respectivamente) na
concentracao 0,1%. Para os surfactantes Surfon 3403, Surfon 5409, detergente neutro
YPE® e sabdo OMO® ocorreu uma forte redugdo da germinacdo dos conidios na
concentragdo de 0,5%. Apds 120 minutos de preparo da calda, todos os produtos
promoveram forte reducdo da germinagdo dos conidios, com excecao de Ultranex
NP/100 onde verificou-se pequena reducdo da germinacgdo, independentemente da
concentragao utilizada (Figura 2).

Diversos fatores podem atuar no desenvolvimento dos microrganismos
promovendo a inibicdo da germinacao e a formacao de colonias dos entomopatégenos,
entre eles os componentes e quantidade do produto, e sua capacidade de alterar o pH
do meio de cultura quando em fase de experimentacao (TAMAI et al., 2002; Silva &
Neves, 2005). Neste estudo, a germinagdo de conidios expostos a solu¢des contendo
Surfon 5409, detergente neutro YPE® e sabdo OMO® apresentou melhor resultado
quando comparado a formacao de colénias nos meios contendo estes produtos, o que

esta de acordo com a afirmacao de SILVA & NEVES (2005) de que a adi¢cao de produto
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Figura 2. Germinagao de conidios do isolado LCB63 de Beauveria bassiana quando
submetido ao efeito de doses de diferentes surfactantes aos 10 (A) e 120 minutos (B)

de exposicao as solugdes.
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ao meio pode ocasionar um atraso na formacdo de colénias pela inibicdo da
germinacao do conidio ou do crescimento vegetativo.

No experimento de balango hidrofilico-lipofilico verificou-se que os valores de
HLB entre 6,4 e 13,3 apresentaram os resultados mais promissores com maior nimero
de conidios dispersos na solugdo, podendo-se destacar o indice de HLB 7,0 que

proporcionou os maiores valores numeéricos de disperséo (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de conidios dispersos do isolado LCB63 de Beauveria bassiana
quando submetido a exposicdo em 0,1% de Unitol L/20 e Ultranex NP/100 com
diferentes indices HLB, ap6s agitacdo a 150rpm em temperatura ambiente.

Tratamento Tempo de dispersao (minutos)
5 30 60

6,4 0,2983333 abc 0,2630000 ab 0,2976667 ab
7,0 0,4750000 ab 0,5796667 a 0,6373333 a
8,0 0,3166667 abc 0,3143333 ab 0,3230000 ab
10,0 0,2560000 bc 0,3486667 ab 0,3030000 ab
12,0 0,4526667 ab 0,5016667 ab 0,4020000 ab
13,3 0,5343333 a 0,4703333 ab 0,5313333 a
13,6 0,1296667 C 0,1813333 b 0,1426667 b
F 6,96** 4,08* 5,27**

D.M.S. 0,2602 0,3400 0,3454

C.V. (%) 26,52 32,10 32,88

Valores transformados em logysxj. Médias seguidas por pelo menos uma letra em
comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).*significativo a
5%. **significativo a 1% de probabilidade.

O maior valor de HLB (13,6) proveniente apenas de Triton X-100, apresentou
menor grau de dispersdo e também maior formag¢ao de espuma. Este resultado difere
do obtido por JIN et al. (2008), que obteve menor dispersdo de conidios em menores
valores de HLB. Segundo este mesmo autor, formulacbes espumantes devem ser
evitadas porque elas reduzem a uniformidade dos conidios na suspensdo. No
tratamento com o indice de HLB 6,4 proveniente apenas de Unitol L/20, observou-se
grande formacao de espuma, 0 que ndo recomenda o uso isolado deste surfactante
como agente dispersante.
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Os conidios expostos a solugdes com maior indice de HLB tiveram a germinacao
aumentada. Os conidios expostos as solug¢des por 120 minutos apresentaram viabilidade
maior que 91% em todos os tratamentos, enquanto que os conidios expostos as
solugdes por 10 minutos tiveram inicialmente uma viabilidade menor (85%) aumentando

de acordo com o indice de HLB (Figura 3).
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Figura 3. Geminagédo de conidios do isolado LBC63 de Beauveria bassiana quando
submetidos a exposigéo fisica de solugbes a 0,1% de Unitol L/20 e de Ultranex NP/100
com diferentes percentuais de HLB nos intervalos de 10 minutos e 120 minutos.

JIN et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes e salientaram que a
adequacéao do indice de HLB dos surfactantes pode melhorar a germinagao de conidios
hidrofobicos de B. bassiana, promovendo rapido molhamento e absorcao de agua pelos
conidios. O tempo de exposicdo aos surfactantes também influencia no tempo de
germinacgao. Os resultados desta analise sugerem que a faixa adequada de HLB situa-se
entre 8 e 13,3, por promover maior germinagdo dos conidios em ambos os tempos de
exposicao. Estudos desenvolvidos com M. anisopliae relataram melhoria na germinacao
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deste fungo apds longa exposicdo em polioxietileno tridecil éter (TDA), surfactante com
HLB 10 (JIN et al., 2008).

4. CONCLUSOES

1. A germinagao dos conidios do isolado LCB63 de B. bassiana € influenciada pelo tipo
e concentracao do surfactante.
2. A dispersao dos conidios do fungo é determinada pela adequacao do indice do

balanco hidrofilico-lipofilico da solu¢cao usada no preparo da calda de pulverizacéo.
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CAPITULO 3 - SELECAO DE FOTOPROTETORES PARA FORMULAGCAO DE
BEAUVERIA BASSIANA A SER APLICADA NO CONTROLE DE DACTYLOPIUS
OPUNTIAE

Resumo - A exposicao excessiva de fungos entomopatogénicos a radiacao solar
pode impedir sua persisténcia no ambiente e comprometer o uso destes agentes de
biocontrole, principalmente nas condigdes do Semi-Arido Nordestino. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi selecionar fotoprotetores que promovam a tolerancia do
isolado LCB63 de Beauveria bassiana a radiacao solar e ultravioleta em fluxo laminar,
visando posterior utilizacdo em formulagdes para controle de Dactylopius opuntiae.
Avaliou-se a viabilidade do isolado cultivado em meio Batata Dextrose Agar (BDA)
associado a concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0% de Neo Heliopan AV,
Neo Heliopan E1000 e Oxibenzona. Em seguida, foi avaliada a germinacdo dos
conidios sob acao de amido e leite (fotoprotetores hidrossoluveis), e Neo Heliopan AV,
Neo Heliopan E1000 e Oxibenzona (fotoprotetores lipossoluveis), na concentragdo de
1%, expostos a radiacdo solar por 0, 60, 120 minutos. Posteriormente, avaliou-se a
germinacdo dos conidios apds exposicado por 120 minutos a radiacédo solar e 5 minutos
a radiacdo ultravioleta, usando-se as concentracées de 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0% dos
fotoprotetores selecionados no ensaio anterior. Para verificar a mortalidade de ninfas de
D. opuntiae foi preparado um experimento com os seguintes tratamentos: T1 — solugao
dos surfactantes (controle); T2 - solugao dos surfactantes + 6leo (1%); T3 — solucéo dos
surfactantes + 6leo (1%) + fotoprotetor (0,1%); T4 - solugdo dos surfactantes + 6leo
(1%) + 108 conidios mL™ do isolado LCB63; T5 - solugdo dos surfactantes + éleo (1%) +
10® conidios mL"' do isolado LCB63 + fotoprotetor (0,1%) Os trés fotoprotetores
lipossoluveis nao apresentaram efeito deletério na viabilidade dos conidios. Houve
acentuada reducao da germinagdo do fungo exposto a radiacado solar sob efeito do
amido, apesar do aumento da concentracao do produto. O aumento da concentragdo de
Oxibenzona incrementou a germinagao dos conidios e no tratamento com Neo Heliopan

E1000 a porcentagem de germinagdo manteve-se em 50%, a partir da concentracdo de
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1%. Na exposicao a radiacao ultravioleta, tratamentos com fotoprotetores lipossollveis
aumentaram a protecao dos conidios, cuja germinagao atingiu 73,71% para oxibenzona
e 51,82% para Neo Heliopan E1000, enquanto o amido proporcionou baixa protecéo,
com germinacdo de 37,4%. A adicdo dos adjuvantes aumentou a eficiéncia da
formulacdo, destacando-se como mais promissoras as formulagées | e Il que
promoveram 49,87% e 72,21% de mortalidade de ninfas de D. opuntiae,
respectivamente. Estes resultados demonstram que os fotoprotetores lipossoluveis
foram os mais adequados, protegendo os conidios da radiacao solar e ultravioleta.

Palavras-chave: Cochonilha-do-carmin, controle bioldgico, fungo entomopatogénico,

radiag&o solar, radiagao ultravioleta.
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CHAPTER 3 - SELECTION OF PHOTOPROTECTORS FOR THE FORMULATION OF
BEAUVERIA BASSIANA APPLIED IN THE CONTROL OF DACTYLOPIUS
OPUNTIAE

SUMMARY - The excessive exposition of entomopathogenic fungus to solar
radiation may impede its persistence in the environment and compromise these
biocontrol agents, mainly in the Northern Brazil conditions. This study had the objective
of selecting photoprotectors that promote the tolerance of Beauveria bassiana isolate
LCB63 to solar radiation and ultraviolet in laminar flow hood, aiming a their future use in
formulation for the control of Dactylopius opuntiae. The viability of the cultivated isolate
was evaluated in medium with the concentrations of 0.1; 0.5; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0 and 5.0%
of Neo Heliopan AV, Neo Heliopan E1000 and Oxibenzona. Afterwards, the conidia
germination was evaluated under action of starch and milk (hydrosoluble
photoprotectors) and Neo Heliopan AV, Nea Heliopan E1000 and Oxibenzona
(lyposoluble photoprotectors), used in the concentration of 1% and exposed to solar
radiation for 0, 60 and 120 minutes. Posteriorly, after 120 minutes of solar radiation and
5 minutes of ultraviolet radiation exposition the conidia germination was evaluated, using
concentrations of de 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0% of the previously selected photoprotectors.
To verify the mortality of D. opuntiae in the stage of nymph, an experiment was carried
out with the following treatments: T1 — surfactants solution (control); T2 — surfactants
solution + oil (1%); T3 — surfactants solution + oil (1%) + photoprotectors (0.1%); T4 —
surfactants solution + oil (1%) + 108 conidia mL™ of the isolate LCB63; T5 — surfactants
solution + oil (1%) + 10® conidia mL™" of the isolate LCB63 + photoprotector (0.1%).
None, of the three lyposoluble photoprotectors demonstrate a deleterious effect on the
conidia viability. Although there was an increase in the concentration of the product, a
significant decrease on the fungus germination, when exposed to solar radiation under
the starch effect, was observed. The augment of the Oxibenzona concentration
increased conidia germination. In the Neo Heliopan E1000 treatment, since 1%

concentration, the germination percentage maintained at 50%. In the ultraviolet
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expositions, the treatments with lyposoluble photoprotectors increased the conidia
protection, presenting germinations of 73.71% for Oxibenzona and 51.82% for Neo
Heliopan E1000, while starch promoted a low protection, with a germination of 37.4%.
The addition of products increased the efficiency of the formulation, distinguishing as the
most promising the formulation | and Il with, respectively, 49.87% and 72.21% of D.
opuntiae nymph mortality. These results demonstrate that the lyposoluble
photoprotectors were the most adequate, protecting conidia from solar and ultraviolet
radiation.

Keywords: biological control, carmine cochineal, entomopathogenic fungus, solar

radiation, ultraviolet radiation.
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1. INTRODUCAO

Dactylopius opuntiae, comumente conhecida como cochonilha-do-carmim, vem
trazendo anualmente sérios prejuizos para o cultivo da palma forrageira no Semi-Arido
nordestino. O ataque da praga chega a 100 mil hectares cultivados com a palma na
regido da Paraiba (LOPES, et al, 2009) e os prejuizos somam cerca de 150 milhdes ao
ano para os produtores da regido (EMBRAPA SEMI-ARIDO, 2008). Explosdes
populacionais deste inseto sdo mais freqlentes no periodo seco, diminuindo
drasticamente no periodo chuvoso, fator limitante para o controle biol6gico, pois no
periodo seco, tende a diminuir também a ocorréncia dos inimigos naturais por conta da
baixa umidade e alta temperatura. Dentre as alternativas de controle biolégico, o uso de
fungos entomopatogénicos como B. bassiana e M. anisopliae ja mostra resultados
promissores no controle de D. opuntiae em trabalhos desenvolvidos in vitro (BRITO et
al., 2008). Entretanto, a exposicao excessiva dos fungos a radiacao solar pode impedir
sua persisténcia no ambiente de controle e comprometer o uso destes
entomopatoégenos.

Em condi¢cbes de campo, a eficacia de inseticidas biolégicos se reduz de modo
acentuado, j4 que o processo patogénico depende de uma série de fatores ambientais
como temperatura, umidade relativa do ar, exposicdo a radiacdo solar direta,
principalmente aos raios ultravioletas, saturacdo de agua e outros (REIS et al., 2005).
Assim sendo, estratégias de controle biolégico em condigdes adversas requerem o
desenvolvimento de formulagbes capazes de proteger o fungo dos efeitos deletérios
provocados pelo ambiente.

Segundo EDGINGTON et al. (2000) os raios ultravioleta no comprimento de
ondas entre 290 a 320nm (UV-B), representam a radiacdo UV de maior interesse
biolégico. A radiagdo UV causa danos a membranas citoplasmaticas, organelas e ao
DNA, causando atraso na germinacao, inativacdo de conidios e, consequentemente,
reducdo da atividade inseticida (EDGINGTON et al., 2000; RANGEL et al., 2006;
CHELICO & KHACHATOURIANS, 2007).
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A tolerdncia a radiacdo UV ¢é variavel entre as espécies de fungos
entomopatogénicos. Uma avaliacdo realizada por FERNANDES et al. (2007) identificou
variabilidade genética quanto a resisténcia a UV-B entre isolados de B. bassiana e M.
anisopliae expostos a uma fonte artificial de radiagdo. O principal mecanismo de
resisténcia se refere a existéncia de ferramentas de reparo de DNA que promovem a
recuperacdo dos danos causados pela exposicdo ao material genético pelo estresse
oxidativo promovido pela radiagdo UV (CHELICO & KHACHATOURIANS, 2007).
Aparentemente, a existéncia e o grau de resisténcia estdo associados a origem
geografica dos isolados, ja que isolados oriundos de latitudes mais baixas
apresentaram menor suscetibilidade a exposicao (BRAGA et al., 2001; LELAND et al.,
2005; FERNANDES et al., 2007).

Estudos recentes indicam que existe a possibilidade de se promover uma maior
resisténcia dos conidios a UV-B utilizando-se alguns expedientes durante as fases de
crescimento e esporulagado. A exposicao a estresses ambientais subletais ou a estresse
nutricional, aparentemente, pode levar a produc¢ao de conidios com maior resisténcia a
UV-B em fendmeno conhecido como protecdo cruzada (RANGEL et al., 2008). Os
resultados obtidos por RANGEL et al. (2004 e 2005) indicaram que o desenvolvimento
em diferentes fontes de nutrientes afeta tanto a resisténcia a UV-B quanto a velocidade
de germinagéo dos conidios, entre outras variaveis. Conidios produzidos em meios de
cultivo ndo preferidos pelos fungos apresentaram maior resisténcia a exposicao UV-B,
quando comparados ao crescimento em meios ricos ou aos conidios obtidos em
cadaveres dos insetos (RANGEL et al.,, 2004, 2008) indicando que o uso destas
variaveis durante o processo de producdo dos conidios pode afetar sua eficacia no
campo.

Por outro lado, resultados positivos tém sido obtidos quanto a associagdo de
fotoprotetores a bioinseticidas, aumentando a tolerancia dos conidios a radiagao
ultravioleta A e B (ALVES et al., 1998; EDGINGTON et al., 2000). ALVES et al. (1998)
sugerem que a maioria dos conidios de fungos entomopatogénicos podem ser
encapsulados por 6leo emulsionavel, que lhe confere prote¢do contra efeitos deletérios

da radiagcédo solar. Considera-se um fotoprotetor eficaz aquele que apresenta maior
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espectro de protecao a radiacdo, principalmente de comprimento de onda entre 290 a
cerca de 400nm (GALENA, 2008).

Ha uma variedade de produtos de baixo custo, que apresentam potencial para o
uso em formulagbes de bioinseticidas como argila, farinha, carvdo e materiais
fluorescentes, como opgdes de produtos alternativos (EDGINGTON et al., 2000). Este
autor desenvolveu estudos com amido, acido ascérbico, leite, albumina e outros,
obtendo bons resultados na combinagédo de produtos e associagdo destes a isolado de
B. bassiana. Existem no mercado diversos fotoprotetores sintéticos que podem ser
usados para o desenvolvimento de formulagdo, isolados ou associados a outros
compostos (GALENA, 2008), entretanto estudos envolvendo a associagdo destes
produtos a entomopatdgenos sao bastante escassos na literatura.

O objetivo deste trabalho foi selecionar fotoprotetores que sejam compativeis
com o isolado LCB63 de B. bassiana, visando a formulacao de bioinseticida resistente a
radiacdo ultravioleta para aplicacao no controle de D. opuntiae nas condi¢gdes do Semi-

Arido nordestino.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Obtencao do inéculo do isolado LCB63 de Beauveria bassiana

Os experimentos foram realizados no laboratério de Controle Biolégico da
Embrapa Semi-Arido em Petrolina/PE e o isolado utilizado foi LCB63 de B. bassiana,
obtido de Hypothenemus hampei e cedido pelo Laboratério de Controle Biologico do
Instituto  Bioloégico de Campinas-SP, anteriormente selecionado quanto a
patogenicidade e viruléncia & cochonilha-do-carmim no Semi-Arido nordestino.

Para obtencdo do inéculo o fungo foi cultivado em meio de Batata Dextrose Agar
(BDA) e incubado a 28 + 0,5°C, no escuro durante 15 dias. Uma suspensao de conidios
obtida de placas densamente colonizadas, utilizando-se como dispersante uma solugao
de Triton X-100 a 0,05%, foi inoculada em erlenmeyers contendo 100 ml de arroz

parboilizado, autoclavado, com 50% de umidade e incubado em camara a 28 + 0,5°C
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durante 10 dias para obtencao da matriz. Apdés a esporulacado, 10 g do substrato foi
transferido para sacos de plastico contendo arroz autoclavado com 50% de umidade e
dispostos em camara asséptica para crescimento e esporulagdo por mais 10 dias. Em
seguida, a mistura de substrato + propagulos foi transferida para estufa de desidratacéao
com circulacao forgada de ar a 35°C até atingir teor de umidade em torno de 10%. Apds
a desidratacdo os conidios foram separados dos gréaos utilizando-se um Mycoharvester
M5 (ACIS R&D, Devon, UK).

2.2. Compatibilidade de fotoprotetores ao isolado LCB63 de Beauveria bassiana

Neste primeiro experimento, avaliou-se o efeito de fotoprotetores sobre a
germinacao dos conidios. Padronizou-se uma suspens&o de 10° conidios mL™' em éleo
de milho e, em seguida 100 pL desta suspenséo foi transferida para microtubos de 1
mL contendo diferentes concentragbes: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0% de
fotoprotetores lipossoluveis (Tabela 1). Os controles utilizados foram 6leo de milho e
Triton X-100 a 0,05%, contendo a suspensao de fungo padronizada como nos demais
tratamentos. A germinacao foi avaliada segundo o método adaptado de FRANCISCO et
al. (2006) no qual aliquotas de 90 pL das suspensdes foram espalhadas com espatula
de Drigalsky em meio de cultura BDA distribuido em fina camada sobre |aminas de
microscopia autoclavadas. No caso do controle com Triton X-100 a 0,05%, pipetou-se
150 uL da suspensdo em cada lamina. A seguir, estas laminas foram mantidas a 28 *
0,5°C por 16 horas e uma solucdo de acido latico e azul de metileno foi utilizada para
interromper o processo germinativo. A contagem de conidios foi realizada utilizando-se
um microscopio 6tico (Zeiss, Germany) com aumento de 400 vezes, contando-se no
minimo 450 conidios por lamina. O delineamento utilizado foi o inteiramente

casualizado com trés repeticdes por tratamento.

2.3. Selecoes de fotoprotetores para protecao de conidios do isolado LCB63 de
Beauveria bassiana expostos a radiacao solar
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Apdés o ensaio de compatibilidade do fungo a fotoprotetores, foi avaliada a
influéncia destes produtos sobre a germinacao do isolado LCB63 de B. bassiana em
periodos de 1 e 2 horas de exposi¢ao a radiagao solar. O experimento foi desenvolvido
segundo método adaptado de ALVES (1998), em que uma aliquota de 300 pyL de uma
suspensdo de 10° conidios mL™ em 6leo de milho e 500 uL da suspenséo de conidios
em Triton X-100 a 0,05% contendo fotoprotetores na concentracdo de 1%, foi
adicionada e espalhada com espatula de Drigalsky em placas de Petri vazia
esterilizadas. Foram utilizados cinco fotoprotetores (Tabela 1), 6leo de milho e, como
controle absoluto, uma solucdo em Triton X-100 a 0,05%, somando um total de sete

tratamentos.

Tabela 1. Descricao fisico-quimica de fotoprotetores usados nos testes de
compatibilidade com o isolado LCB63 de Beauveria bassiana

Produto Nomenclatura quimica Aspecto Solubilidade
Amido Amido soluvel P.A. Pé Hidrossoluvel
Leite - Pé Hidrossoluvel
Neo Heliopan Metoxicinamato de Liquido Lipossoluvel
AV octila oleoso

Neo Heliopan Metoxicinamato de Liquido Lipossoluvel
E1000 isoamila limpido

Oxibenzona Benzofenona-3 Pé Lipossoéluvel

A segquir, as placas foram transferidas para bandejas de plastico e expostas ao
sol a uma altura de 0,70 m da superficie do solo em uma area com cobertura de grama
(Paspallum notatum), entre 13:30 - 15:30 horas, em dia sem nebulosidade (Figura 1).
Ap6s os dois periodos de exposicdo, as placas foram recolhidas e os conidios
removidos com a mesma aliquota utilizada no preparo da suspenséao, de 6leo de milho
puro para os tratamentos contendo fotoprotetores lipossoluvel e Triton X-100 a 0,05%
para os tratamentos contendo fotoprotetores hidrossollveis através de raspagem com
uma espatula de Drigalsky. Em seguida, a suspensdo resultante foi colhida com
micropipeta e transferida para laminas de microscopia contendo meio de cultura BDA
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para avaliagdo da germinacdo, conforme descrito anteriormente. O delineamento

utilizado foi o inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes por tratamento.
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Figura 1. Variagao da temperatura, umidade relativa do ar e radiagao solar total durante
a execucao do experimento para selecao de fotoprotetores (EMBRAPA SEMI-ARIDO,
20009).

2.4. Efeito de doses de fotoprotetores na germinacao de conidios do isolado
LCB63 de Beauveria bassiana apos exposicao a radiacao solar e UV artificial.

De forma a determinar o efeito de diferentes doses dos fotoprotetores sobre a
germinacao dos conidios, foi realizado um experimento utilizando-se as concentra¢des
0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0% dos produtos que apresentaram melhores resultados na
exposicao a radiacao solar usando a concentracdo de 1%: Amido, Neo Heliopan E1000
e Oxibenzona. A conducéo e avaliacao foram realizadas como descrito no experimento
anterior.

Simultaneamente, foi realizado outro experimento utilizando radiacdo UV
artificial. Neste, ap6s a dispersao em placas de Petri, as suspensdes de conidios foram



47

expostas a radiacdo ultravioleta utilizando-se uma lampada UV de 15W, com
comprimento de onda de 254nm (G15T8 Osram) por um periodo de 5 minutos.
Os experimentos foram conduzidos utilizando-se o delineamento inteiramente

casualizado com trés repetigdes por tratamento.

2.5. Mortalidades de ninfas de primeiro instar de Dactylopius opuntiae apos o
tratamento com formulacao em éleo do isolado LCB63 de Beauveria bassiana

Ninfas de primeiro instar de D. opuntiae foram submetidas a pulverizagdo com
formulagao do isolado LCB63 de B. bassiana em 6leo de milho contendo Oxibenzona a
0,1% e uma solucédo a 0,1% de surfactantes (20% de Unitol L/20 + 80% de Ultranex
NP/100, com indice de HLB = 12) previamente selecionados em trabalho anterior.

O bioensaio foi conduzido em laboratério com cinco tratamentos: T1 — solugcao
dos surfactantes (controle); T2 - solugao dos surfactantes + éleo (1%); T3 — solucéo dos
surfactantes + 6leo (1%) + fotoprotetor (0,1%); T4 (Formulacdo |) - solugdo dos
surfactantes + 6leo (1%) + 10® conidios mL™" do isolado LCB63; T5 (Formulagao II) -
solucdo dos surfactantes + 6leo (1%) + 10° conidios mL"' do isolado LCB63 +
fotoprotetor (0,1%).

As ninfas foram transferidas para discos de palma com aproximadamente 5cm
de diametro, nos quais foram distribuidos 100 individuos. A pulverizacao foi feita
utilizando-se uma Torre de Potter (Burkard Scientific, UK). A seguir, os discos foram
acondicionados em potes transparentes e transferidos para sala de incubagédo a 28 *
0,5°C e 70% de umidade relativa do ar no escuro. A mortalidade foi avaliada a cada 3
dias por 30 dias. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com trés discos de palma por tratamento e um total de 300 insetos.

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos nos diferentes experimentos foram avaliados quanto a

normalidade da distribuicdo aplicando-se o teste de Smirnof-Kolmogorov e quanto a
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homogeneidade da variancia pelo teste de Levene (HILL & LEWICKI, 2006). Para fins

de andlise da variancia (p< 0,05) os dados coletados em porcentagem foram

transformados utilizando-se a equagao y; = arcoseno ,/x, /100 . Para estudar o efeito da

concentracao dos surfactantes sobre a germinacao dos conidios, utilizou-se o modelo
da derivagao das equacoes de regressao linear estimadas. O bioensaio foi avaliado em
arranjo fatorial quanto a diferencas entre os produtos e o efeito de cada produto que
compde o formulado correspondente a cada tratamento. As médias obtidas foram

comparadas entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade do isolado LCB63 de B. bassiana, nao foi afetada pela exposicéao as
diferentes concentracdes dos fotoprotetores lipossoltveis (Figura 2). Nao foi observada
diferenca significativa (F = 0,95; p = 0,5150) na germinagdo dos conidios quando
expostos a Oxibenzona, Neo Heliopan AV e Neo Heliopan E1000, nas diferentes
concentragdes estudadas.

Este resultado indica a compatibilidade do fungo com tais fotoprotetores, mesmo
nas maiores concentragbes utilizadas, mostrando que podem ser usados no
desenvolvimento de uma formulacdo com isolado LCB63 de B. bassiana. Em estudos
envolvendo a associagdao de B. bassiana a Tinopal, REDDY et al. (2008) verificaram
que o produto ndo ocasionou qualquer efeito adverso sobre o crescimento do fungo nas
diferentes concentragdes analisadas (1, 5 e 10 gL™”). A associacdo de fotoprotetores
com componentes da formulagcdo de um micoinseticida € uma opcao desejavel por
contribuir para a sobrevivéncia de fungos entomopatogénicos no campo (CHELICO et
al, 2007; REDDY et al., 2008), protegendo-os dos efeitos nocivos da radiacédo solar.

Entretanto, estes produtos devem ser previamente testados quanto a
compatibilidade aos microrganismos, pois podem ter efeito imediato sobre os fungos,
causando perda de viabilidade e morte, podendo afetar a estabilidade do produto
armazenado, causando a inativagao do ingrediente ativo (BATISTA FILHO et al., 1998).
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Figura 2. Viabilidade do isolado LCB63 de Beauveria bassiana apds exposi¢cao dos
conidios a diferentes concentragdes dos fotoprotetores lipossoluveis.

Alguns estudos sugerem que as moléculas de éleo utilizado como veiculo da
suspensao podem proteger os conidios quando estes sdo expostos aos fotoprotetores
nao prejudicando a sua germinacdo (ALVES et al., 1998). Sendo assim, se faz
necessario um estudo prévio da associagcdo de fotoprotetores ao éleo usado como
veiculo da formulagao, no intuito de avaliar a estabilidade do fungo durante o periodo de
armazenamento.

Os valores médios da germinacgéo do isolado LCB63 sob efeito de fotoprotetores
hidrossoluveis e lipossolUveis na concentracdo de 1% estao apresentados na Tabela 2.
No tempo zero de exposicdo ndo houve efeito negativo sobre a germinacao, porém aos
60 e 120 minutos, os produtos ja demonstravam efeito de protecdo aos conidios
conforme o aumento da exposicao a radiagao solar. Nestes dois tempos de avaliagao,
verificou-se, claramente, o efeito da radiacdo solar sobre os conidios e também a
manutencao da viabilidade nos tratamentos contendo fotoprotetores, principalmente no

tempo de exposicao de 60 minutos, com excecdo da testemunha, contendo Triton X-
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100 que apresentou viabilidade em torno de 49%. Aos 120 minutos houve acentuada
reducao da viabilidade para todos os tratamentos, sendo que na testemunha contendo

Tabela 2. Influéncia da radiacdo solar na germinagédo do isolado LCB63 de Beauveria
bassiana sob efeito de fotoprotetores na concentracao de 1%.

Fotoprotetores Tempo de exposi¢cao (minutos)

0 60 120
Triton X-100
(controle) 81,87 +£6,39 c 49,40439+6,50 b 0zx0 c
Amido 88,30 £ 4,70 abc 78,00003 £9,19 a 11,19+7,07 b
Leite 85,27 £6,60 bc 77,36264 £7,79 a 16,0833 £5,29b
Oleo de milho
(controle) 83,75+£2,33 ¢ 69,18787 £23,59ab 47,26 +12,58 a
Neo Heliopan AV 86,48 £3,66 bc 71,55433+8,92 ab 41,31 +£11,61a
Neo Heliopan E 1000 91,45+1,77ab  74,22144 +8,83 a 41,45+£8,14 a
Oxibenzona 93,87 £1,24 a 76,26885 +4,45 a 34,61 £9,28 a
F 6,87** 4,13** 48,63**
D.M.S. 6,3722 13,3212 9,9138
C.V. (%) 5,07 12,76 19,08

Valores em porcentagem, transformados em arcoseno. Médias seguidas do desvio
padrdao. Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05); **significativo a 1% de probabilidade.

Triton X-100 a viabilidade chegou a 0%, diferindo significativamente da testemunha com
Oleo e os tratamentos envolvendo fotoprotetores, principalmente os lipossoluveis. No
entanto, deve-se destacar o efeito protetor do 6leo que foi usado como veiculo da
suspensao confirmando resultados obtidos por ALVES et al. (1998), quando estudaram
o uso de dleo de amendoim Shellsol, acrescido de Ondina, 4gua e Emoleo®, Codacide®,
Natur'l 6leo®, Ashlade® que reforcaram, significativamente, a tolerancia de conidios de
M. anisopliae ao tempo de exposicao a radiagao ultravioleta.

Neste estudo, os fotoprotetores hidrossoluveis ndo demonstraram proteger os
conidios conforme o aumento da exposicdo a radiacdo solar, na concentracao
estudada. Talvez as prdprias condicoes do ambiente no momento da exposi¢cdo, como
alta temperatura, vento e o aquecimento pela prépria radiacao solar tenham prejudicado

a conformagdo do leite e do amido que deveriam formar uma pelicula protetora,
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atuando como uma barreira sobre a superficie dos conidios apds secos, absorvendo a
radiagdo ultravioleta e contribuindo para a protegcdo (EDGINGTON et al., 2000).
Possivelmente, devido a alta temperatura houve rapida secagem da preparagdo e
esses produtos formaram grumos individualizados que n&o protegeram os conidios
deixando-os expostos a radiagdo. Outra possibilidade é que as concentragdes do leite e
do amido ndo tenham sido suficientes para conferir a necessaria protegao, sugerindo

que maiores concentragdes tenham que ser estudadas.

Os fotoprotetores lipossoluveis proporcionaram uma protegcdo semelhante a
testemunha com éleo que, por si s6 ja proporciona uma certa protecao aos conidios. O
incremento das doses dos fotoprotetores lipossollveis pode aumentar a protecdo do
fungo. Contudo, novos estudos s&o necessarios para verificar se doses maiores dos
produtos ndo sao deletérias aos conidios, e se ndo aumentariam demasiadamente o
custo econdmico da formulacdo, comprometendo a sua comercializacdo. Apds 60
minutos de exposicdo a radiacdo solar, EDGINGTON et al. (2000), verificaram que a
germinacado dos esporos sob efeito de diferentes fotoprotetores, foi reduzida em 89,4%
em relagdo a germinagao inicial. Entre os produtos avaliados, Oxibenzona apresentou-
se como prejudicial a germinacédo do fungo em todas as concentracdes testadas (0,1 a
5%), 0 amido na concentracéao de 5-20% nao apresentou propriedades fotoprotetoras e

o leite na concentracdo de 20% apresentou o mais alto nivel de fotoprotecao.

No terceiro experimento de germinagdao, em que o isolado LCB63 foi exposto a
Neo Heliopan E1000, Oxibenzona e amido, arbitrariamente escolhidos, observou-se
efeito significativo da interacdo entre as doses utilizadas e os diferentes fotoprotetores
(F= 7,997; p< 0,0001). No entanto, para o amido ndo houve diferenga significativa na
germinagdo dos conidios em fungdo das doses do fotoprotetor, apds exposicdo a
radiacdo solar por 120 minutos, mesmo na maior concentragdo (3,0%) (F= 1,444;
p>0,05), tendo-se observado uma reducédo para 2% da germinacao em relagcdo aos
outros tratamentos. Para Neo Heliopan E1000 foi observado um aumento significativo
da germinacao conforme o aumento da concentragao até 1%, mantendo-se estavel nas

demais doses (F= 14,021; p< 0,0001), com germinacdo em torno de 49%. Ja pra
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Oxibenzona houve um aumento da protegdo dos conidios de acordo com o aumento
das concentragbes (F= 12,095; p< 0,0001) com germinagdo em torno de 63% (Figura
3).

Com o aumento da concentracdo de Oxibenzona até 3% houve um incremento
na germinagdo do fungo indicando um efeito positivo do fotoprotetor como adjuvante a
ser implementado em formulagcao contendo o isolado LCB63 de B. bassiana. Segundo
SHAH et al. (1998) e MORTUZA & ILAG (1999), formulacdes a base de éleo oferecem
boa protecdo contra radiacdo UV. No entanto, a adicdo de fotoprotetores pode
incrementar o grau de protecdo. Entre estes, a Oxibenzona e derivados do acido
estilbene dissulfénico tém sido utilizados para protecao de agentes de controle bioldgico
contra radiagcédo UV.
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Figura 3. Viabilidade de conidios do isolado LCB63 de Beauveria bassiana apos
exposicao a radiacdo solar, sob acédo de diferentes concentragdes de fotoprotetores.

O Neo Heliopan E1000 apresentou a mesma protecédo aos conidios ja definida no

primeiro experimento com a dose de 1% mesmo com o0 aumento das concentragoes.
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Esse efeito pode estar ligado as propriedades do préprio produto que pode apresentar
uma protecao limite, a partir da qual a protecdo deixa de existir. Segundo a GALENA
(2008) este fotoprotetor pode ser usado até a concentracdo de 10%. No primeiro
experimento, este mesmo fotoprotetor ndo prejudicou a viabilidade do fungo até a
concentracdo de 5%, mas altas concentragdes destes produtos em formulagdo de
bioinseticidas podem inviabilizar sua comercializagdo por aumentar o custo econdmico
do produto. Segundo REDDY et al. (2008), Tinopal usado na maxima concentragédo (10
g L") conferiu protecdo total dos conidios apds exposicao a radiacdo solar até 3 horas,
e melhor sobrevivéncia do que a verificada nos controles até 4 horas.

No experimento em que o isolado foi exposto a radiagao ultravioleta em fluxo
laminar, foi observado o efeito significativo da interacdo entre as doses utilizadas e os
diferentes fotoprotetores (F= 7,270; p<0,0001). O tratamento com amido apresentou um
aumento da viabilidade dos conidios a partir de 1% (F= 17,024; p<0,0001) (Figura 4).
Tanto para Oxibenzona como para o Neo Heliopan E1000 foi observado um aumento
linear da germinacao conforme o aumento da concentragao (F= 50,111; p< 0,0001 e F=
20,887; p< 0,0001, respectivamente).

A viabilidade do fungo nos tratamentos com Oxibenzona e o Neo Heliopan E1000
apresentou resposta semelhante a obtida no experimento com a radiacao solar, mas
para 0 amido observou-se um aumento da viabilidade do fungo chegando até 37% de
germinacdo. Em estudos desenvolvidos por REDDY et al. (2008) a radiacao ultravioleta,
proveniente de lampada, promoveu um efeito mais grave sobre a viabilidade conidial do
que a radiagao natural, com reducéo da germinacado em 90% apos 1 hora de exposicao.
A mesma observacao foi relatada por EDGINGTON et al. (2000), onde os conidios
perderam a viabilidade no prazo de 20 segundos de exposicao a radiagao ultravioleta
proveniente da lampada na presenca de todos os produtos testados, com excec¢éo do
leite e albumina que demonstraram propriedades potenciais para fotoprotecao.

Como o experimento foi desenvolvido no laboratério, a estabilidade das
condicdes ambientais, principalmente da temperatura, pode nao ter interferido
negativamente na agao protetora do amido, contribuindo para o aumento da viabilidade.
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Ja a Oxibenzona e o Neo Heliopan E1000 tiveram no 6leo um promissor
adjuvante, que segundo os resultados observados na literatura, confere uma protecéao
as condi¢des adversas do ambiente para formulagdes de bioinseticidas (ALVES et al.,
1998; ALVES et al, 2002; SILVA et al., 2006), mantendo a integridade dos

fotoprotetores e possivelmente o incremento da germinagao dos conidios.
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A Amido y= 2,747 +1,7392x + 59954  R°=0,89**

Figura 4. Viabilidade do isolado LCB63 de Beauveria bassiana apds exposicao a
radiacao ultravioleta sob acao de diferentes concentracdes de fotoprotetores.

No bioensaio para verificar a mortalidade de ninfas de D. opuntiae quando
pulverizadas com diferentes formulagdes a base de Oxibenzona e do isolado LCB63 de
B. bassiana, houve diferenca significativa (F= 7,416; p= 0,008) na mortalidade em todos
os tratamentos (Figura 5). Nenhum bioensaio preliminar foi realizado para avaliar o
efeito da associacdo de surfactantes sobre ninfas de D. opuntiae. A acentuada
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mortalidade verificada no controle pode estar relacionada a um possivel efeito inseticida
dos surfactantes. O tratamento indicado como formulacao Il, contendo Oxibenzona e o
isolado LCB63 de B. bassiana resultou em 72,2% de mortalidade e os demais
tratamentos como o controle, 6leo, Oxibenzona e a formulagao | representada por fungo
+ Oleo, apresentaram mortalidade de 42,47%, 27,84%, 41,89% e 49,87%,

respectivamente.
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Figura 5. Mortalidade de ninfas de Dactylopius opuntiae apds pulverizagdo com
formulag6es contendo fotoprotetor Oxibenzona e isolado LCB63 de Beauveria bassiana.
Controle: solucdo dos surfactantes; Oleo: solucdo dos surfactantes + 6leo (1%);
Fotoprotetor: solucdo dos surfactantes + 6leo (1%) + fotoprotetor (0,1%); Formulagéo I:
solucdo dos surfactantes + 6leo (1%) + 10° conidios mL"' do isolado LCB63;
Formulagdo II: solugdo dos surfactantes + 6leo (1%) + 10® conidios mL™" do isolado
LCB63 + fotoprotetor (0,1%).

Pelos resultados observa-se que ndo houve diferenga significativa entre os

tratamentos onde n&o havia o fungo. A presenca do isolado LCB63, associado aos dois
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tratamentos indicados como formulagcéo | e formulacao Il foi o fator que determinou a
eficacia. Isso indica que os produtos utilizados como veiculo e adjuvantes do fungo néo
tiveram impacto negativo sobre os conidios e ainda contribuiram para a mortalidade das
ninfas de D. opuntiae. Em trabalhos conduzidos por VAIL et al. (1996) e REDDY et al.
(2008) resultados similares foram obtidos quanto ao uso de Tinopal associado a
baculovirus para controle de Anagrafa falcifera (Lepidoptera: Noctuidae) e deste mesmo
fotoprotetor associado a B. bassiana para o controle de Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae), quando estes insetos foram alimentados com dieta contendo
o fotoprotetor. Estes autores observaram que a possivel perda da integridade da
membrana do intestino devido a Tinopal provoque distlrbios digestivos nos insetos,
tornando-os mais susceptiveis a infeccao por baculovirus ou B. bassiana.

No presente trabalho, os efeitos provocados pelos sufactantes, 6leo e
fotoprotetores pode ter contribuido para uma maior uniformidade da dispersado, adesao,
protecdo dos conidios e, além disso, alguma anomalia aos insetos, favorecendo a
infecgdo pelo fungo, apresentando-se como bons adjuvantes a serem adicionados a
formulacdes de B. bassiana.

4. CONCLUSOES

1. Neo Heliopan E1000, Neo Heliopan AV e Oxibenzona nao apresentam efeito
deletério sobre a germinacao de conidios do isolado LCB63 de B. bassiana.

2. Os fotoprotetores lipossolUveis foram os mais promissores na prote¢cao dos conidios
do isolado LCB63 de B. bassiana a radiacdo solar e radiacdo ultravioleta em fluxo
laminar.

3. A formulacao a base de isolado LCB63 de B. bassiana, 6leo de milho, Oxibenzona e
surfactantes Unitol L/20 e Ultranex NP/100 € eficiente em promover a mortalidade de
ninfas de D. opuntiae.
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