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RESUMO

Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae), originario da Australia e com ampla distribuicdo geografica é
responsavel por perdas econdmicas na cultura do eucalipto em vérias regides no
mundo. Devido ao habito alimentar deste inseto em varias espécies de Eucalyptus,
este é classificado como uma praga de importancia mundial. A busca por controle
biolégico de T. peregrinus, aliada a investigacdo de métodos para producdo de
micopesticidas bem como a necessidade de maior entendimento de fungos
entomopatogénicos para controle de uma praga florestal, nos objetivou em estudar:
selecéo de isolados e avaliagdo da patogenicidade ao T. peregrinus; caracterizagao
de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana em diferentes temperaturas;
fermentacdo soélida e liquida destes fungos nos biorreatores JKI-Solid Fermenter
System, Laboratory Fermenter Prophyta LO3® (M. anisopliae) e Minifors Infors HT®
(B. bassiana) com diferentes escalas de producdo; colheita de conidios puros
oriundos de fermentacéo sélida; otimizacdo dos processos de producdo através de
secagem em sistema estéril durante a producdo do fungo; colheita e estabilidade de
M. anisopliae através da secagem automatizada e caracterizacdo de conidios puros
dispersos em liquidos (Tween® 0,1% e 6leo) quanto ao processo de sedimentacao
acelerada e distribuicdo do tamanho de particulas. Metarhizium anisopliae, B.
bassiana, Cordyceps spp. e Sporothrix insectorum sédo fungos entomopatogénicos
com alto potencial para controlar T. peregrinus, com destaque para M. anisopliae, o
mais virulento. As temperaturas de 25 e 30 °C sao ideais para a a¢ao dos fungos B.
bassiana (IBCB227), M. anisopliae (IBCB425) e Cordyceps farinosa (IBCB220)
controlando T. peregrinus. Temperaturas acima de 37 °C podem causar a inativagao
dos isolados IBCB425 e IBCB227, sendo a condicao ideal de 20 a 30 °C e de 15 a
30 °C, respectivamente. Na fase de producdo, o biorreator JKI-Solid Fermenter
System foi eficaz na producédo de IBCB425 e IBCB227 em substratos sélidos com
um rendimento maximo de aproximadamente 6,0 x 10° e 1,0 x 10° conidios/g de
massa seca de fungo+substrato apos 14 dias de fermentacdo, respectivamente,
entretanto, a colheita de conidios secos so foi possivel para IBCB425, devido ao néo
desprendimento dos esporos de IBCB227 no equipamento de colheita. Por esta
razdo, o Laboratory Fermenter Prophyta LO3® foi utilizado para produzir grandes

quantidade de conidios do isolado IBCB425 e obteve um rendimento de 6,4 x 10°



conidios/g de massa seca de fungo+substrato. O Mycoharvester® verséo 5b colheu
e separou, eficazmente, particulas de M. anisopliae, entretanto, recomenda-se a
secagem do substrato por 7 dias com uma taxa de aeracédo de 2L/min visando uma
maior estabilidade do conidio a 25 °C. Na fase de formulacédo, o adjuvante Nimbus®
apresentou efeito negativo na germinacdo dos conidios independentemente da
combinacdo em que este adjuvante estava, resultando de 0 a 13% de germinacao.
As combinacdes Oleo de girassol + Natur'dleo® (40%), Oleo de milho + Iharol Gold®
(30%) e Oleo de milho + Assist® (30%) apresentaram germinacdo de 86,55; 89,66 e
97,55%, respectivamente, sendo as taxas mais altas de germinacdo dentre as
formulagbes. As formulacdes testadas foram mais eficientes no controle de adultos
de T. peregrinus, sendo que a formulagdo Oleo de girassol + Natur'éleo® (40%)
apresentou uma maior mortalidade. Além disso, os conidios de M. anisopliae
apresentava melhores resultados quando em contato com o 6leo, tanto para a
distribuicdo do tamanho de particulas quanto para o processo de sedimentacao
acelerada. A fermentacdo liquida € outra possibilidade de produzir IBCB227 e
IBCB425, onde meios de cultura a base de arroz tém um rendimento de 4,6 x 108 e
5,5 x 107 esporos/mL, respectivamente. Beauveria bassiana pode ter um rendimento
aproximado de até 1 x 10° esporos/mL em biorreatores automatizados, sendo o
consumo de glicose diretamente relacionado a capacidade de esporulacdo e
producdo de biomassa. Este estudo possibilitou a compreensdo de varias etapas
para producado de produtos biologicos a base de fungos, como multiplicacdo, colheita
e aplicacdo desses produtos para controle de T. peregrinus, além disso, os métodos

podem ser transferidos para outros insetos praga.

Palavras-chave: percevejo bronzeado, fungos entomopatogénicos, fermentacdo em

estado sélido, fermentacdo submersa, producédo de biopesticidas



ABSTRACT

Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero &  Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae), originated in Australia and has a wide geographic distribution is
responsible for economic losses in the eucalyptus plantations in several regions in
the world. Due to the feeding behavior of this insect on several species of
Eucalyptus, this is classified as a pest of world importance. The search for biological
control of T. peregrinus, together with the investigation of methods to produce
myopesticides as well as the need for a better understanding of entomopathogenic
fungi to control a forest pest, aimed to study: selection of isolates and evaluation of
pathogenicity to T. peregrinus; characterization of Metarhizium anisopliae and
Beauveria bassiana at different temperatures; solid and liquid fermentation of these
fungi in the JKI-Solid Fermenter System, Laboratory Fermenter Prophyta LO3® (M.
anisopliae) and Minifors Infors HT® (B. bassiana) bioreactors with different
production scales; harvesting of pure conidia from solid fermentation; optimization of
the production processes through drying in a sterile system during fungus production;
harvesting and stability of M. anisopliae by automated drying and characterization of
the pure conidia of this fungus dispersed in liquids (Tween® 0.1% and oil) in the
process of accelerated sedimentation and distribution of particle size. Metarhizium
anisopliae, B. bassiana, Cordyceps spp. and Sporothrix insectorum are
entomopathogenic fungi with high potential to control T. peregrinus, with emphasis
on M. anisopliae, the most virulent. Temperatures of 25 and 30 °C are the best for
the fungi B. bassiana (IBCB227), M. anisopliae (IBCB425) and Cordyceps farinosa
(IBCB220) controlling T. peregrinus. Temperatures above 37 °C can cause
inactivation of IBCB425 and IBCB227 isolates, the ideal condition being 20-30 °C
and 15-30 °C, respectively. In the production phase, the JKI-Solid Fermenter System
bioreactor was effective in the production of IBCB425 and IBCB227 on solid
substrates with a maximum yield of approximately 6.0 x 10°and 1.0 x 10° conidia/g of
fungus+substrate dry mass after 14 days of respectively, however, the collection of
dry conidia was only possible for IBCB425, due to the non-shedding of IBCB227
spores in the harvesting equipment. For this reason, Laboratory Fermenter Prophyta
LO3® was used to produce large conidia of IBCB425 isolate and yielded 6.4 x 10°
conidia/g of fungus+substrate dry mass. Mycoharvester® version 5b efficiently

harvested and separated M. anisopliae particles, however, drying of the substrate for



7 days at an aeration rate of 2L/min is recommended for greater conidial stability at
25 °C. In the formulation phase, the Nimbus® adjuvant had a negative effect on
conidia germination regardless of the combination in which this adjuvant was
present, resulting in 0 to 13% germination. The combination of sunflower oil +
Natur'oleo® (40%), Corn oil + Iharol Gold® (30%) and Maize oil + Assist® (30%)
presented germination of 86.55; 89.66 and 97.55%, respectively, being the highest
germination rates among the formulations. The formulations tested were more
efficient in the control of adults of T. peregrinus, and the formulation Sunflower oil +
Natur'éleo ® (40%) had a higher mortality. In addition, the conidia of M. anisopliae
presented better results when in contact with the oil, both for the particle size
distribution and for the accelerated sedimentation process. Liquid fermentation is
another possibility of producing IBCB227 and IBCB425, where rice-based culture
media has a yield of 4.6 x 10% and 5.5 x 10’ spores/mL, respectively. Beauveria
bassiana can achieve an approximate yield of up to 1.0 x 10° spores/mL in
automated bioreactors, and glucose consumption is directly related to sporulation
capacity and biomass production. This study allowed the understanding of several
stages for the production of biological products based on fungi, such as
multiplication, harvest and application of these products to control T. peregrinus, in

addition, the methods can be transferred to other insect pests.

Key words: bronze bug, entomopathogenic fungi, solid state fermentation,

submerged fermentation, biopesticide production
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CAPITULO 1
BIOEFICACIA DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS AO PERCEVEJO
BRONZEADO DO EUCALIPTO Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE)

Revista: Florida Entomologist

Resumo

O percevejo bronzeado Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006
(Hemiptera: Thaumastocoridae), inseto sugador de folhas de Eucalyptus spp.,
originario da Australia, causa danos em plantios comerciais de eucalipto no Brasil
desde 2008. Métodos de controle biolégico com fungos entomopatogénicos podem
ser um componente para 0 manejo integrado deste inseto. Portanto, a selecdo de
isolados virulentos e o estudo da patogenicidade sao necessérios. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a patogenicidade de isolados de fungos entomopatogénicos e
avaliar a patogenicidade dos isolados mais virulentos em diferentes temperaturas. A
patogenicidade de diferentes isolados fungicos foi avaliada com pulverizacdo de
suspensdes conidiais sobre adultos e ninfas de T. peregrinus. Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin 1883 (Hypocreales, Clavicipitaceae), Beauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 1912 (Hypocreales: Cordycipitaceae), Cordyceps spp. e
Sporothrix  insectorum Hoog & H.C. Evans 1974 (Ophiostomatales:
Ophiostomataceae) sao fungos entomopatogénicos com alto potencial para controlar
T. peregrinus, com destaque para M. anisopliae, o mais virulento. Os isolados B.
bassiana (IBCB227), M. anisopliae (IBCB425) e Cordyceps farinosa (Holmsk.) Fr.
1832 (Hypocreales: Cordycipitaceae) (IBCB220) foram mais virulentos para T.
peregrinus nas temperaturas de 25 e 30 °C. Fungos entomopatogénicos sao
potenciais para o controle de T. peregrinus em condi¢cbes de laboratorio, entretanto
existem isolados que sdo mais virulentos e estes seriam 0os mais adequados para
serem empregados.

Palavras-chave: percevejo bronzeado, fungo entomopatogénico, controle

microbiano, selecdo de isolados, floresta sustentavel

Abstract

The bronze bug Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae), a leaf-sucking insect from Eucalyptus spp., originating in
Australia, causes damage to commercial eucalyptus plantations in Brazil since 2008.
Methods of biological control with entomopathogenic fungi may be a component for
the integrated management of this insect. Therefore, the selection of virulent isolates
and the study of pathogenicity are required. The objective of this work was to
evaluate the pathogenicity of isolates of entomopathogenic fungi and to evaluate the
pathogenicity of the most virulent isolates at different temperatures. The
pathogenicity of different fungal isolates was evaluated by spraying conidial
suspensions on adults and T. peregrinus nymphs. Metarhizium anisopliae (Metschn.)
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1.5 Concluséo

Metarhizium anisopliae, B. bassiana, Cordyceps spp. e S. insectorum séo fungos
entomopatogénicos com alto potencial contra T. peregrinus, com destaque para M.
anisopliae. Os isolados Beauveria bassiana (IBCB227), M. anisopliae (IBCB425) e
C. farinosa (IBCB220) foram mais patogénicos nas temperaturas de 25 e 30 °C
contra T. peregrinus. O manejo sustentavel de T. peregrinus em florestas plantadas
de eucalipto com fungos entomopatogénicos possibilita o desenvolvimento do

controle microbiano para este inseto.
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CAPITULO 2
PRODUGCAO DE Metarhizium anisopliae E Beauveria bassiana EM ESCALA
LABORATORIAL UTILIZANDO BIORREATOR PARA FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO

Revista: Biocontrol Science and Technology

Resumo

A producdo de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana por fermentagcdo em
estado solido obtém conidios aéreos, que sao relativamente resistentes as
condicbes adversas e capazes de infectar uma grande variedade de insetos. O
objetivo deste estudo foi investigar e selecionar as condi¢des 6timas (temperatura e
substrato) para producdo dos fungos entomopatogénicos M. anisopliae (IBCB425) e
B. bassiana (IBCB227) por fermentacdo em estado sélido em um novo biorreator de
laboratorio com base no sistema tecnologico Prophyta®, permitindo a transferéncia
dos resultados para a escala da industria. Temperaturas acima de 37 °C causam a
inativacéo dos isolados IBCB425 e IBCB227, sendo a condi¢éo ideal de 20 a 30 °C e
de 15 a 30 °C, respectivamente. O biorreator JKI-Solid Fermenter System foi mais
eficaz na producéo de IBCB425 utilizando os substratos arroz e arroz + cevada (5:1)
a 25 ° C com um rendimento maximo de aproximadamente 6,0 x 10° conidios/g de
massa seca. Arroz + cevada (5:1) e cevada gerou um rendimento de
aproximadamente 1,0 x 10° conidios/g de massa seca para IBCB227. Portanto, 0s
resultados obtidos nesse trabalho colaboram com o estudo de producdo de
biopesticidas, uma vez que antes de se produzir qualquer microrganismo é
importante que sejam determinadas as condi¢cdes ideais para desenvolvimento
desse microrganismo a fim de se obter um produto final de qualidade comprovada.

Palavras-chave: biotecnologia, bioprocessos, fermentacdo em estado soélido,

rendimento de conidios, biopesticidas, temperatura ideal

Abstract
The production of Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana by solid-state
fermentation yields aerial conidia, which are relatively resistant to adverse conditions
and capable of infecting a wide variety of insects. The objective of this study was to
investigate and select the optimum conditions (temperature and substrate) for the
production of the entomopathogenic fungi M. anisopliae (IBCB425) and B. bassiana
(IBCB227) by solid state fermentation in a new laboratory bioreactor based on the
technological system Prophyta®, allowing the transfer of results to the industry scale.
Temperatures above 37 °C cause inactivation of isolates IBCB425 and IBCB227, the
ideal condition being 20-30 °C and 15-30 °C, respectively. The JKI-Solid Fermenter
System bioreactor was most effective in the production of IBCB425 using the rice
and rice + barley (5:1) substrates at 25 °C with a maximum yield of approximately 6.0
x 10° conidia/g dry weight. Rice + barley (5: 1) and barley yielded a yield of
approximately 1.0 x 10° conidia/g dry mass for IBCB227. Therefore, the results
obtained in this work contribute to the study of the production of biopesticides,
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O teor médio umidade do substrato foi relativamente alto, chegando a
67,34%, ao final da fermentacéo solida de IBCB425 e IBCB227. Estudos envolvendo
o papel da agua em processos fermentativos solidos sdo de grande importancia,
uma vez que quanto maior o teor de agua no substrato pode refletir diretamente de
forma negativa na colheita de conidios (Gervais & Molin, 2003; Prakash et al., 2008).
Diante disso, o teor 6timo de agua para o arroz foi definido em 22,24%; 73,21% para
cevada e 75,68% para sorgo (Prakash et al., 2008). Portanto, processos
fermentativos que atinjam teor de umidade superiores aos valores 6timos devem
passar por processos de secagem, visando a melhora na qualidade de colheita
(Jaronski, 2014). Isso sugere que processos de secagem poderiam melhorar a
gualidade dos isolados testados, visando o processo de desenvolvimento de
biopesticidas. Os resultados gerados com o JKI-SFs podem servir de suporte para a
escolha dos parametros visando uma maior escala de producdo, pois resultados
parecidos sdo encontrados para biorreatores de escala laboratorial e industrial,
como o Prophyta®, mas, em muitos casos, essas tecnologias ndo chegam em varios
locais e muitas vezes podem ser de alto custo (Liuth & Eiben, 2003; Eiben & Luth,
2006; Grajales et al., 2012). O JKI-SFs é um sistema consideravelmente facil de ser
implementado e fornece uma producdo de fungos comparavel a escala industrial.
Com esse sistema sera possivel desenvolver testes prévios visando a otimizacéo da
producdo de fungos entomopatogénicos, como a escolha de substratos, estudos de

aeracao e temperatura no sistema, dentre outros.

2.5 Concluséo

A temperatura é um fator abiético que pode influenciar no crescimento radial e
esporulacdo de M. anisopliae e B. bassiana, sendo que temperaturas acima de 37
°C podem causar a inativacdo dos isolados IBCB425 e IBCB227. Portanto a
condigdo ideal para os isolados IBCB425 e IBCB227 é de 20 a 30 °C e de 15 a 30
°C, respectivamente. Além disso, 0s substratos arroz, arroz e cevada (5:1) e cevada
sdo bons para produzir grandes quantidades de ingrediente ativo (conidio), com
destaque para o isolado IBCB425 produzido em arroz e arroz e cevada (5:1). Porém,
€ necessaria a substituicio de métodos antigos e sem controle das condi¢cbes
intrinsecas FES por métodos tecnoldgicos de biorreatores visando a seguranca e

gualidade do produto. Diante disso, antes de produzir qualquer isolado fangico é
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importante que sejam determinadas as condi¢des ideais de desenvolvimento desse
microrganismo a fim de se obter um produto final de qualidade comprovada.
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CAPITULO 3
PRODUCAO DE Metarhizium anisopliae EM MEDIA ESCALA COM
BIORREATOR PARA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO LABORATORY
FERMENTER PROPHYTA LO3®

Revista: Applied Microbiology and Biotecnology

Resumo

Fermentacdo em estado sdlido (FES) € uma técnica usada para fermentar
microorganismos com um minimo de agua no sistema. Este tipo de fermentacao,
uma ferramenta antiga, é a principal maneira de produzir biopesticidas em muitos
paises para obter conidios aéreos. Inovacdes em projetos de biorreatores de FES
ocorreram nos ultimos 20 anos, mas 0s programas de controle biolégico de pragas
continuam usando sacolas plasticas ou bandejas para produzir fungos. Portanto, é
necessaria a busca por novos métodos para reduzir o uso intensivo de atividade
manual e produzir microrganismos com seguranca. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o desempenho do Biorreator Laboratory Fermenter Prophyta LO3® para
produzir conidios do fungo Metarhizium anisopliae sensu lato (Metschnikoff) Sorokin
(Hypocreales, Clavicipitaceae) (IBCB425) em substrato natural sélido. O biorreator
foi eficiente para produzir conidios do isolado IBCB425 com rendimento de 6,4 x 10°
conidios/g de peso seco, mas essa producdo nao foi homogénea nas trés
subunidades do equipamento. A melhoria da producdo de fungos
entomopatogénicos requer adaptacdes no biorreator FES.

Palavras-chave: biorreatores, biopesticidas, fermentacdo em estado sélido, controle

de qualidade, producao de conidios

Abstract

Solid state fermentation (SSF) is a technique used to produce microorganisms with a
minimum of water in the system. This type of fermentation, an ancient tool, is the
main way to produce biopesticides in many countries to obtain aerial conidia.
Innovations in SSF bioreactor projects have occurred in the last 20 years, but
biological pest control programs continue to use plastic bags or trays to produce
fungi. Therefore, it is necessary to search for new methods to reduce the intensive
use of labor activity and produce microorganisms safely. The objective of this work
was to evaluate the performance of the bioreactor Laboratory Fermenter Prophyta
LO3® to produce conidia of the fungus Metarhizium anisopliae sensu lato
(Metschnikoff) Sorokin (Hypocreales, Clavicipitaceae) (IBCB425) on a solid complex
organic substrate. The bioreactor was efficient to produce conidia of isolate IBCB425
with yield of 6.4 x 10° conidia/g dry weight, but this yield was not homogeneous in the
three subunits of the equipment. Improving the production of entomopathogenic fungi
requires adaptations in the SSF bioreactor.
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refletir na qualidade do material com a redugdo na producéo de conidios e dificultar
0 processo de colheita dos conidios (Gervais e Molin, 2003).

O controle da temperatura do biorreator, durante todo 0 processo
fermentativo, € importante para garantir a qualidade na producdo. Biorreatores
pequenos, de leito fixo com aeracdo forcada, tem sucesso na producdo de
Metarhizium sp. e o controle de temperatura pode ter contribuido para o maior
rendimento de esporos em farelo de arroz (Dorta et al. 1996; Breukelen et al. 2011).
O acumulo do calor metabdlico pode aumentar a temperatura do biorreator com
perda de 4gua e, consequentemente, afetar o desenvolvimento do microrganismo
(Dorta e Arcas 1998). Esses problemas foram solucionados com a tecnologia
Prophyta® com placas perfuradas para acomodar o substrato e permitir a passagem
de ar estéril, além de trocadores de calor, ou seja, estes ficam entre o substrato para
que a temperatura seja controlada (Durand 2003). A concentracdo média de
oxigénio no biorreator de 16,5% foi semelhante a do fungo Metarhizium anisopliae
var. lepidiotum em 16% de Oz, o qual teve a mesma producdo quando configurado
em condi¢des de atmosfera normal de 21% de O2. Entretanto, o oxigénio pode afetar
a producdo de conidios, com concentragfes de 26 e 30% podendo aumentar a
producdo, mas teores maiores de oxigénio, como 40%, podem comprometer a
qualidade dos conidios, apesar de aumentar o rendimento (Garcia-Ortiz et al. 2015).
A concentracdo de CO:2 no biorreator Laboratory Fermenter Prophyta LO3® pode ser
considerada segura por ter acumulado até 0,13% de CO2. O CO:2 pode ser
acumulado no sistema como um produto do metabolismo do microrganismo,
entretanto, a alteracdo da atmosfera para uma concentragédo de 5% de CO2 reduziu
em 85% a producdo de conidios de Beauveria bassiana (Garza-Lopez et al. 2011).
Altas concentragfes de CO2 podem inviabilizar a producédo de conidios, portanto, a
inoculacdo de O2 no biorreator € importante para reduzir a concentracdo de COz:.
Diante disso, 0 monitoramento e controle de Oz e CO:2 sao indispensaveis durante a
FES.

3.5 Concluséo

A producao de M. anisopliae (IBCB425) no biorreator Laboratory Fermenter
Prophyta LO3® é adequada para a obtencéo de grandes quantidades de conidios de
maneira segura. Esse método dispensa trabalho manual intensivo. Além disso,

assegura as condicfes de temperatura, oxigénio e auséncia de contaminantes para
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producdo em pequena escala e podendo chegar a larga escala. Melhorias no
biorreator devem visar a maior homogeneidade de producdo de conidios nas

subunidades (bandejas).
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CAPITULO 4
COLHEITA DE CONIDIOS DE Metarhizium anisopliae PARA BIOPESTICIDAS
NO MANEJO DE Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE)

Revista: Royal Society Open Science

Resumo

Os insetos praga introduzidos nas plantacdes de eucalipto no Brasil s&o na maioria
de origem australiana, e os microrganismos nativos tém potencial para maneja-los. A
producédo de biopesticida de alta qualidade baseada em fungos entomopatogénicos
depende de tecnologias adequadas. O objetivo foi avaliar a tecnologia
Mycoharvester® para coletar e separar particulas para obter conidios de
Metarhizium anisopliae puros para o manejo de Thaumastocoris peregrinus
Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae). Mycoharvester® versao
5b coletou e separou as particulas de M. anisopliae. O teor de umidade de 6,36% do
produto puro mostra sua qualidade comparada a umidade do produto aglomerado,
separados pelo Mycoharvester®. O produto colhido causou alta mortalidade de
ninfas e adulto de T. peregrinus. O Mycoharvester® otimiza o sistema de producao
de fungos, com conidios puros, para formular biopesticidas para o0 manejo de insetos
praga.

Palavras-chave: biopesticidas, colheita de conidios, fungo entomopatogénico,

Mycoharvester®, conidio puro

Abstract

Introduced insect pests in eucalyptus plantations in Brazil are mostly of Australian
origin, and native microorganisms have potential to manage them. High quality
biopesticide production based on entomopathogenic fungi depends on adequate
technologies. The objective was to evaluate the Mycoharvester® technology to
collect and separate particles to obtain pure Metarhizium anisopliae conidia to
manage Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae). Mycoharvester® version 5b collected and separated M.
anisopliae particles. The moisture content of 6.36% of the pure product shows its
guality compared to moisture of the agglomerated product, separated by
Mycoharvester®. The product harvested caused high T. peregrinus nymph and adult
mortality. Mycoharvester® optimizes the fungal production system with pure conidia
to formulate biopesticides for pest insect management.

Key-words: biopesticides, entomopathogenic fungus, forest pests, Mycoharvester®,

pure conidia
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entomopatogénicos [25]. O Mycoharvester® melhora a colheita de conidios puros,
sem o uso de 4gua, o que pode prejudicar a estabilidade e a pureza do produto, com
0 objetivo de desenvolver novas formulacdes oleosas a base de Metarhizium spp.
para controlar os gafanhotos em Africa [26].

O teor de umidade dos produtos, 6% para conidios puros e 34% para o
aglomerado, mostra a adequacdo do Mycoharvester® a producao de biopesticida, a
partir de fungos entomopatogénicos. O teor de umidade dos conidios de substratos
sélidos deve ser inferior a 5 ou 9% para permitr uma vida utl ideal,
independentemente de o produto ser formulado ou nédo [27, 25, 13].

A patogenicidade de M. anisopliae (IBCB425), na concentracdo de 1,0 x 108
conidios/ml, foi adequada para o controle de ninfas de T. peregrinus e adultos. O
uso de fungos entomopatogénicos nativos no manejo de pragas florestais
introduzidas aumenta as possibilidades de programas sustentaveis, como a
ocorréncia natural de fungos como B. bassiana, Cordyceps sp. e Zoophtora radicans
contra este inseto [11, 28, 29, 12]. A mortalidade de T. peregrinus, 37% e 80,1%,
com diferentes isolados de B. bassiana e 87% com Isaria sp. na concentragao 1,0 x
108 conidios / ml, mostra o potencial desses microrganismos para o manejo dessa
praga [12]. Casos de sucesso, no setor agricola com fungos entomopatogénicos,
foram registrados, especialmente com M. anisopliae, por décadas, contra pragas de

Hemiptera em cultura de cana-de-acgucar no Brasil [14].

4 5Concluséao

O equipamento Mycoharvester® coletou e separou o fungo do substrato
fornecendo conidios puros de M. anisopliae. O uso dos conidios puros foi eficaz para

0 manejo de T. peregrinus.
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CAPITULO 5
AERACAO FORCADA EM BIORREATOR DURANTE A PRODUCAO DE
Metarhizium anisopliae PODE MELHORAR A QUALIDADE DE COLHEITA E
AUMENTAR DA ESTABILIDADE DO PRODUTO FINAL?

Revista: Scientific Reports

RESUMO

Micopesticidas a base de conidios podem perder a eficiéncia, rapidamente, se nao
forem armazenados a baixas temperaturas. Esses produtos devem ser
armazenados em condicbes ideais e muitos usuarios nao tem instalacbes
refrigeradas nos armazéns para grandes quantidades. Isto aumenta a importancia
de estudos de estabilidade de fungos entomopatogénicos, visando buscar métodos
seguros e de facil acesso. O objetivo desse trabalho foi investigar efeitos de
diferentes periodos de aeracdo forcada, durante a fermentacdo de Metarhizium
anisopliae em biorreator de fermentacdo em estado soélido, visando melhorar a
colheita a uma maior estabilidade de conidios puros armazenados a 25 °C. Trés
tratamentos foram utilizados como os periodos de 0, trés e sete dias de aeracao
forcada apds 12 dias de fermentacdo. O melhor resultado foi com o periodo de sete
dias de aeracdo forcada, obtendo-se um teor de agua de 18,95% do substrato,
aproximadamente, de 6% do conidio puro e, além disso, esse periodo foi essencial
para aumentar a colheita e a estabilidade de conidios puros. Métodos de secagem
sdo, portanto, essenciais para uma maior estabilidade e qualidade dos conidios
produzidos em fermentagédo em estado solido.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, aeracao forcada, método de secagem,
qualidade de colheita, aumento do tempo de prateleira de conidios

ABSTRACT

Conidia-based micropesticides can quickly lose its efficiency if is not stored at low
temperatures. These products should be stored in ideal condition and many users do
not have refrigerated facilities in the warehouses for large quantities. This increases
the importance of stability studies of entomopathogenic fungi, aiming at safe and
easily accessible methods. The objective of this work was to investigate the effects of
different periods of forced aeration during the fermentation of Metarhizium anisopliae
in a solid state fermentation bioreactor, aiming at improved harvesting and higher
stability of pure conidia stored at 25 ° C. Three treatments were used as the 0, three
and seven days of forced aeration after 12 days of fermentation. The best result was
with the seven days of forced aeration, obtaining a moisture content of approximately
18.95% of the substrate of 6% of the pure conidium and, in addition, this period was
essential to increase the harvest and the stability of pure conidia. Drying methods are
therefore essential for a higher stability and quality of the conidia produced in solid
state fermentation.

Key words: entomopathogenic fungi, forced aeration, drying method, harvest quality,
increased shelf life of conidia
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tubo germinativo foram contados com auxilio de um contador automético e, para
isto, a soma dessas variaveis deve ser igual a 100. Foram realizadas 6 repeticdes e
contados 600 conidios por tratamento, e 0 experimento foi repetido 3 vezes nas
mesmas condi¢des, porém, em diferentes momentos e com diferentes lotes do

fungo.

Analise estatistica. Na eficiéncia de colheita, para analise estatistica da
contagem de esporos por grama, considerando como fatores tempo de secagem e
momento, considerando os blocos como covariavel, foi ajustado um modelo linear
generalizado com distribuicdo binomial negativa e funcéo de ligacdo logaritmica. A
analise estatistica da eficiéncia de secagem foi com base na umidade relativa no
substrato em percentual, na umidade relativa do conidio puro e do conidio
aglomerado em percentual, na massa em gramas do conidio puro e conidio
aglomerado, no total de conidios/g de conidio puro e conidio aglomerado,
considerando como fator o tempo de secagem e 0s blocos como covariaveis, foram
ajustados modelos lineares generalizados com distribuicdo gama e funcédo de
ligagdo logaritmica. Na avaliacdo de “shelf-life”, para analise estatistica da
germinacao em percentual, considerando como fatores tempo de secagem e tempo
em semanas como covariavel, foi ajustado um modelo linear generalizado com
distribuicdo gama e funcdo de ligacdo logaritmica. Foi utilizado o procedimento
genmod (do Programa estatistico SAS — Free Statistical Statistical Software, SAS
University Edition e para comparacfes entre tratamentos foi utilizado foi o teste de

Tukey-Kramer?®. Os gréficos foram plotados com o software SigmaPlot 12.0.
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~ CAPITULO 6 i
EFEITO DE DIFERENTES OLEOS E ADJUVANTES NA GERMINACAO DE

CONIDIOS PUROS DE Metarhizium anisopliae VISANDO O CONTROLE DO
PERCEVEJO BRONZEADO Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE)

Revista: Journal of Insect Science

Resumo

A busca de compostos que sejam compativeis com o conidio, fisicamente e
biologicamente, é necessaria, pois as formulacdes apresentam um papel importante
no controle biolégico de pragas. O controle de Thaumastocoris peregrinus torna-se
dificil, devido ao comportamento do inseto e a altura das arvores, além disso, nao
existem formulagbes de biopesticidas registradas para este inseto no Brasil. Diante
disso, objetivou-se encontrar novas ferramentas para o controle de T. peregrinus
através do uso de fungos entomopatogénicos formulados em Oleo e em po6 e
comparados com o conidio puro. O adjuvante Nimbus® apresentou efeito negativo
na germinacdo dos conidios independentemente da combinacdo em que este
adjuvante estava com 0 a 13% de germinacédo. As combinacdes Oleo de girassol +
Natur'éleo® (40%), Oleo de milho + lharol Gold® (30%) e Oleo de milho + Assist®
(30%) apresentaram germinacao de 86,55; 89,66 e 97,55%, respectivamente, sendo
as taxas mais altas de germinacao dentre as formulagdes. As formulacdes testadas
foram eficientes no controle de adultos de T. peregrinus com até 96,67% e 57,5% de
mortalidade em condi¢cBes de laboratério e semi-campo, respectivamente. Estudos
como este sdo importantes e devem ser realizados a fim de estimular o
desenvolvimento de produtos biolégicos para o setor florestal.

Palavras-chave: formulacdo baseada em 6leo, fungos entomopatogénicos, pragas
florestais, germinacao de conidios, controle microbiano

Abstract

The search for compounds that are compatible with conidia, physically and
biologically, is necessary, since the formulations play an important role in the
biological control of pests. The control of Thaumastocoris peregrinus becomes
difficult, due to the behavior of the insect and the height of the trees, in addition, there
are no biopesticidal formulations registered for this insect in Brazil. The objective of
this study was to find new tools for the control of T. peregrinus through the use of
entomopathogenic fungi formulated in oil and powder and compared with pure
conidium. The Nimbus® adjuvant had a negative effect on conidia germination
regardless of the combination in which this adjuvant had 0 to 13% germination. The
combination of sunflower oil + Natur'oleo® (40%), Corn oil + lharol Gold® (30%) and
Maize oil + Assist® (30%) presented germination of 86.55; 89.66 and 97.55%,
respectively, being the highest germination rates among the formulations. The
formulations tested were efficient in controlling T. peregrinus adults with up to
96.67% and 57.5% mortality in laboratory and semi-field conditions, respectively.
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epicuticulares de insetos, facilitando a penetragdo dos fungos no hospedeiro
(Bateman et al. 1993, Ibrahim et al. 1999, Wraight et al. 2016). Em geral, a
mortalidade de adultos foi maior que a mortalidade de ninfas em condicbes de
laboratorio e semi-campo. Insetos em estagios imaturos podem apresentar alguma
resisténcia contra os fungos entomopatogénicos, pois através do simples fato de
trocarem de instar podem causar a inviabilizagdo do processo infeccioso pelo
conidio, ou seja, o fungo ndo consegue completar seu ciclo e penetrar no inseto
(Vandenberg e Ramos 1998, Kim e Roberts 2012). O mecanismo de troca de
cuticula € um processo natural do inseto e isso apresenta consequéncias frente a
um processo de infeccdo (Ortiz-Urquiza e Keyhani 2013). Isso ja foi relatado para T.
peregrinus, onde os adultos foram mais suscetiveis a fungos entomopatogénicos

gue as ninfas (Soliman 2014).

6.5 Concluséao

O efeito negativo de 6leos e adjuvantes utilizados na formulacdo de micopesticidas é
possivel e isso deve ser investigado com cautela, uma vez que conidios ndo viaveis
s&o incapazes de promover a infecgdo do fungo no inseto. Oleos minerais podem
inviabilizar o fungo, sendo preferivel o uso do 6leo vegetal. Além disso, o controle de
T. peregrinus pode ser alcangado utilizando o isolado IBCB425 formulado em éleo.
Entretanto, mais estudos devem ser realizados a fim de se obter uma emulsdo mais

estavel na calda de aplicacao.
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i CAPITULO 7 )
DETERMINAGCAO DO TAMANHO DE PARTICULAS E ESTABILIDADE FiSICA DE

FORMULACOES BASEADAS EM CONIDIOS DE Metarhizium anisopliae

Revista: World Journal of Microbiology and Biotechnology

Resumo

A qualidade de um produto a base de microrganismos € um ponto-chave para o
sucesso no controle de insetos-praga. Um microrganismo em condi¢cdes
inadequadas de formulacdo pode apresentar problemas durante o uso e o
armazenamento. Formulacdes utilizando inertes que nao apresentam
compatibilidade fisico-quimica com o ingrediente ativo podem causar problemas no
uso final, como particulas de tamanho indesejado e também problema de
sedimentacado. Estudos para avaliar a qualidade fisico-quimica de microrganismos é
um dos primeiros passos para ter sucesso no processo de formulacéo. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a distribuicdo do tamanho de particulas de conidios de
Metarhizium anisopliae em meio liquido (Tween 80® 0,1% e Oleo vegetal) e uma
formulacdo comercial (p6 molhéavel) a base de M. anisopliae com a tecnologia
Malvern Mastersizer®. Além disso, foi avaliado o processo de sedimentacdo dos
conidios de M. anisopliae suspensos em Tween 80® 0,1% e Oleo vegetal. Os
conidios de M. anisopliae apresentam melhores resultados quando em contato com
o Oleo, tanto para a distribuicdo do tamanho de particulas quanto para o processo de
sedimentacdo acelerada. Os resultados contribuem para uma melhor escolha dos
inertes a serem utilizados em um processo de formulacdo do fungo
entomopatogénico M. anisopliae.

Palavras-chave: fungo entomopatogénico, formulacdes, analises fisico-quimicas,
controle de qualidade, distribuicdo do tamanho de particulas, estabilidade fisica

Abstract

The quality of a product based on microorganisms is a key point for success in
controlling pest insects. A microorganism under inadequate formulation conditions
may present problems during use and storage. Formulations using inerts that do not
show physicochemical compatibility with the active ingredient can cause problems in
end use, such as unwanted size particles and also sedimentation problem. Studies to
evaluate the physicochemical quality of microorganisms are one of the first steps to
be successful in the formulation process. The objective of this work was to evaluate
the distribution of the size of conidial particles of Metarhizium anisopliae in liquid
medium (Tween 80® 0,1% and vegetable oil) and a commercial formulation (wettable
powder) based on M. anisopliae with Malvern technology Mastersizer®. In addition,
the sedimentation process of conidia of M. anisopliae suspended in 0.1% Tween 80®
and vegetable oil was evaluated. The conidia of M. anisopliae present better results
when in contact with the oil, both for the particle size distribution and for the
accelerated sedimentation process. The results contribute to a better choice of the
inerts to be used in a process of formulation of the entomopathogenic fungus M.
anisopliae.
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neonicotinoides e piretroides, foi formulada com sucesso em um tipo de formulagéo
OD devido ao uso de dispersantes, emulsificantes e modificadores de reologia
adequados para este produto. Estabilidade acelerada, testes de reologia e diluicdo
em agua mostraram que estas formulacdes eram estaveis em um longo prazo de
validade e com desempenho desejavel (Castelani et al. 2016). Os autores
concluiram que o uso de substancias que melhorem a formulagéo é importante para
o0 bom desempenho do produto e novas possibilidades para o mercado de
pesticidas, entretanto, quando o ingrediente ativo é uma célula viva testes de
compatibilidade devem ser priorizados. A investigacido da viabilidade dos conidios
guando em contato com componentes da formulagdo é importante para garantir a
seguranca do microrganismo, pois até os 6leos minerais e vegetais podem ser uma

ameaca a viabilidade de M. anisopliae (Daoust et al. 1983).

7.5 Concluséao

Métodos para avaliacdo do comportamento de conidios em diferentes meios é
importante para o planejamento de formulagbes do ingrediente ativo. Entretanto,
mesmo se tratando de organismos vivos essas analises continuam tendo
importancia, uma vez que estas podem auxiliar com informac¢des que melhorem o
desenvolvimento dos biopesticidas. O meio que os conidios estdo dispersos devem
ser considerados, uma vez que estes podem influenciar no tamanho de particulas e

na estabilidade dos sélidos suspensos no liquido.
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o CAPITULO 8
FERMENTACAO LIQUIDA PARA A PRODUCAO DE Beauveria bassiana E

Metarhizium anisopliae EM DIFERENTES CONDICOES NUTRICIONAIS

Revista: Biocontrol Science and Technology

Resumo

A producdo de fungos entomopatogénicos em meio liquido tem recebido atencéo
dos pesquisadores e da industria devido ao menor uso de mao de obra e maior
controle e uniformidade dos parametros de fermentacdo comparada a fermentacao
em estado sélido. Além disso, esse método pode apresentar possibilidades de
escalonamento e aumentar ainda mais a producédo de micoinseticidas em sistemas
industriais. Cada etapa do processo deve ser explorada para que 0 sucesso seja
alcancado, considerando em primeiro lugar o meio em que 0 microrganismo ira se
desenvolver. O objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo de Beauveria bassiana
e Metarhizium anisopliae em diferentes meios de cultura. O meio de cultura
composto por farinha de arroz foi o0 melhor meio de cultura para ambos os fungos
dentre os sete meios testados. A fermentacdo liquida foi mais promissora para B.
bassiana devido ao seu maior rendimento em todos os meios de cultura utilizados.
Portanto, testes de “screening” de meio de cultura sédo indispensaveis, uma vez que
alguns fungos como M. anisopliae pode ndo se desenvolver em algumas condicbes
nutricionais.

Palavras-chave: fermentacdo liquida, fungo entomopatogénico, selecdo de meios

de cultura, biomassa, esporo submerso

Abstract

The production of entomopathogenic fungi in liquid medium has received attention
from researchers and industry due to the lower use of labor and greater control and
uniformity of fermentation parameters compared to solid state fermentation. In
addition, this method may present scaling possibilities and further increase the
production of mycoinsecticides in industrial systems. Each step of the process should
be explored so that success is achieved, considering in the first place the medium in
which the micro-organism will develop. The objective of this work was to evaluate the
production of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae in different culture
media. The culture medium composed of rice flour was the best culture medium for
both fungi among the seven media tested. Liquid fermentation was more promising
for B. bassiana because of its higher yield in all culture media used. Therefore,
culture medium screening tests are indispensable, since some fungi such as M.
anisopliae may not develop in some nutritional conditions.

Key-words: liquid fermentation, entomopathogenic fungus culture media, selection,

biomass, submerged spore
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Produzir B. bassiana em fermentacao liquida foi relativamente mais facil do que
produzir M. anisopliae. A busca pelo meio de cultura ideal para a fermentacéo
liguida de M. anisopliae € o ponto chave o sucesso na producdo desse
microrganismo, entretanto, dificuldades sdo comuns de serem encontradas, varios
casos de insucesso ja foram detectados em laboratério (D. Stephan, informacdes
pessoais). A producdo de M. anisopliae em seis diferentes meios de cultura
baseados em glicose, acido casiminos e sais resultou na producdo de diferentes
células do fungo, em especial os microesclerodios. Essas estruturas apresentam
potencial de uso para controle de insetos praga no solo, devido a sua estabilidade
quando comparado com outras células submersas (Jackson e Jaronski, 2009).
Apesar de o isolado IBCB425 apresentar baixa producdo em Catroux e Adamek
(6,53 x 10°% e 0,0 esporos/mL) esses meios de cultura foram adequados para
Metarhizium flavoviride com producdo de 2,0 x 10® e 2,4 x 10® esporos/mL,
respectivamente, e 5,0 x 108 esporos/mL em 2 dias (Fargues et al. 2001; lwanicki et
al., 2018).

A biomassa do fungo, apds a fermentacdo, foi maior, com meio de cultura
Catroux, mas esporulacdo de IBCB227 foi menor com este meio de cultura. Esse
meio de cultura poderia ser considerado o menos adequado para a producéo de B.
bassiana dependendo do objetivo. Altas quantidades de biomassa no biorreator
pode ser um problema para a fermentacdo e colheita dos esporos submersos,
devido a reducdo do oxigénio disponivel dificultando a separaracdo do material
produzido (Gibbs et al. 2000).

Meios de cultura liquido sé@o potenciais para a producéo de B. bassiana IBCB227,
mas, atencdo especial deve ser dada ao fungo M. anisopliae IBCB425 para a
viabilizacdo da producdo desse isolado em meio liquido. A realizacdo de novos
testes torna-se necessaria, onde outros meios de cultura disponiveis na literatura e
também o desenvolvimento de novos meios podem solucionar os problemas de

producao desse isolado.
8.5 Concluséo
O uso de frascos Erlenmeyers para testes de “screening” sédo eficazes, uma vez

que em curto espaco de tempo e em pouco espacgo é possivel experimentar diversos

meios de cultura visando uma producdo em larga escala. Além disso, testes de
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‘screening” sdo extremamente importantes o sucesso da producdo de fungos
entomapatogénicos, visto que alguns meios de cultura podem inviabilizar o
desenvolvimento dos fungos. Portanto, antes de iniciar uma producdo em maior
escala, em biorreatores, deve-se investigar qual o meio de cultura ideal para o fungo

em questao.
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) _ CAPITULO 9
CINETICA DE PRODUCAO DE Beauveria bassiana DURANTE A

FERMENTACAO LIQUIDA EM BIORREATOR

Revista: Biocontrol Science and Technology

Resumo

Os processos de fermentacdo s&do essenciais para a producdo de fungos
entomopatogénicos como Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 1912 (Hypocreales:
Cordycipitaceae), que € usado no controle de muitos insetos praga em areas
agricolas e florestais. A fermentacdo liquida é um sistema industrialmente
empregado para produzir em diferentes escalas uma variedade de estruturas
fungicas em curto espacgo de tempo. Entretanto, devido a forma de crescimento de
fungos especificos, ha muitos problemas envolvendo a fermentacdo liquida e que
devem ser estudados. Por esta razéo, é necessario usar biorreatores especializados
para estudar parametros especificos. O biorreator Minifors InforsHT® foi utilizado
para avaliar o rendimento de B. bassiana produzido em fermentacao liquida durante
72 horas, a 25 ° C, utilizando meio liguido Adamek. Avaliou-se a producdo de
esporos e biomassa relacionados ao consumo de glicose; o pH e o O2 (%) foram
monitorados. As amostras foram coletadas a cada 4 horas e esta experiéncia foi
repetida 3 vezes com diferentes lotes do fungo. Beauveria bassiana apresentou um
rendimento aproximado de 1 x 10° esporos/mL, a producdo maxima de biomassa
seca foi de 1,2mg/mL, sendo o consumo de glicose foi diretamente relacionado a
capacidade de esporulacdo e producdo de biomassa. O pH foi de 3,53 (0,092) e a
concentragdo de Oz 70,12% (1,071). A produgcdo do fungo B. bassiana isolado
IBCB227 através da fermentacdo liquida em biorreatores de bancada € possivel,
permitindo a transferéncia desta tecnologia para escala industrial. O tempo de
producdo, menos de 3 dias, pode incentivar a producéo de biopesticida no Brasil por
fermentacao liquida, quando comparado aos 14 dias de fermentacao sélida.

Palavras-chave: esporos submersos, controle biolégico, producdo de fungos,

consumo de glicose, fermentacao liquida, biorreator.

Abstract
Fermentation processes are essential for producing entomopathogenic fungi such as
Beauveria bassiana, which is used for control of many insect pests in agricultural and
forest areas. Liquid fermentation is a system industrially employed to produce at
different scales a variety of fungal structures in a short time. However, due to the
growth form of specific fungi, there are many problems involving liquid fermentation
that must be studied. For this reason, it is necessary to use specialized bioreactors to
study specific parameters. The Minifors InforsHT® bioreactor was used to evaluate
the yield of B. bassiana produced in liquid fermentation during 72 hours at 25 °C
using Adamek liquid medium. The production of spores and biomass related to
glucose consumption was evaluated; pH and Oz (%) were monitored. Samples were
collected every 4 hours and this experiment was repeated 3 times with different
batches of the fungus. Beauveria bassiana presented an approximate yield of 1 x 10°
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microrganismo para de se replicar, podendo chegar a fase de morte ou declinio
(Maier 2000; Finkel 2006; Yates e Smotzer, 2007).

9.5 Concluséo

Grandes quantidades de propagulos de B. bassiana podem ser produzidos
por fermentacao liquida, em biorreator, entretanto, o processo de producéo deve ser
otimizado com o incremento de glicose durante o processo fermentativo, por
exemplo. A fermentacdo liquida de B. bassiana permite a transferéncia desta
tecnologia para escala industrial, consequentemente, o periodo de producdo, menos
de trés dias, pode aumentar a producdo de biopesticida no Brasil, por ser menor

guel4 dias de fermentacao sélida.
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CONSIDERACOES FINAIS

O controle biolégico de pragas florestais € um mercado promissor, pois as
empresas tém investido nesse tipo manejo dos insetos de importancia com
organismos entomopatogénicos, parasitoides e predadores. Além disso, os 6rgaos
certificadores exigem o uso de métodos sustentaveis, abrindo oportunidades para
pesquisas e desenvolvimento de produtos a base de organismos vivos. Dessa
forma, fungos entomopatogénicos possuem mercado, devido o setor florestal preferir
agentes bioldgicos, no controle de insetos praga e a facilidade de producdo quando
comparados aos parasitoides e predadores, comumente utilizados no controle de
pragas florestais.

Os fungos entomopatogénicos agem diferente de parasitoides e predadores,
no modo de acao, producao e formulagcédo. Esses microrganismos agem por contato,
séo facilmente produzidos em substratos sélidos ou meio de cultura liquido, e ainda
podem ser formulados conferindo maior periodo de armazenamento. Entretanto,
esses agentes sdo sensiveis e peculiares, como qualquer inimigo natural exigindo
cuidados.

A escolha do método ideal para o desenvolvimento de um biopesticida a base
de fungos entomopatogénicos vao além dos conhecimentos biolégicos, e por isso a
estreita relacdo dos profissionais da area com especialistas em quimica e fisica, por
exemplo, podem gerar resultados potenciais e com aplicabilidade. Além disso, o
investimento em pesquisas na universidade voltadas para producao e otimizacao de
processos visando a transferéncia para a industria podem aumentar o mercado dos
micopesticidas. Portanto, a experimentacdo de novas possibilidades para melhorar a
producdo e formulacdo de fungos entomopatogénicos podem impulsionar o0 uso
destes microrganismos na area florestal e também gerar resultados que poderéo ser

utilizados no setor agricola e vice-versa.
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