UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

INTERFERENCIA DA PRESSURIZAGAO DA CALDA DE
PULVERIZAGAO SOBRE MICRORGANISMOS
ENTOMOPATOGENICOS

LUIZ CLAUDIO GARCIA

Dissertagdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP — Campus de
Botucatu, para obtengao do titulo de Mestre em
Agronomia — Area de Concentragio em
Protecdo de Plantas.

BOTUCATU - SP
Junho — 2003



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

INTERFERENCIA DA PRESSURIZAGAO DA CALDA DE
PULVERIZAGAO SOBRE MICRORGANISMOS
ENTOMOPATOGENICOS

LUIZ CLAUDIO GARCIA

Orientador: Prof. Dr. Carlos Gilberto Raetano

Dissertagdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP — Campus de
Botucatu, para obtengao do titulo de Mestre em
Agronomia — Area de Concentragio em
Protecdo de Plantas.

BOTUCATU - SP
Junho - 2003



II

Dedico este trabalho as pessoas que contribuiram para concretizacao
deste sonho, em especial: aos colegas da pos-graduagdo, Fernanda, Rosemery, Francisco,
Roberto Jasper, Euclides e Valdete.

Ao meu pai Luiz Garcia, que me ensinou a importancia da verdade e
da humildade na vida de um homem. A minha méae Lourdes Pintar Garcia, a pessoa que me
despertou para a beleza do mundo do conhecimento. Aos meus queridos irmdos Angela e
Mario, sempre presentes em meus pensamentos.

A minha amada esposa Cleide. Ela consegue ser ao mesmo tempo
minha base de sustentacdo, pela sua for¢a, meu ponto de equilibrio, pela sua sabedoria e minha
fonte de alegria, por seus encantos. Sem ela teria conseguido, mas com certeza o caminho nao

teria sido tdo facilmente percorrido.



III

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) pela bolsa de estudos concedida e apoio financeiro para realizacdo desta pesquisa.

Ao Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegocio de
Engenharia e Automacdo - IAC, localizado em Jundiai - SP, na pessoa do Pesquisador
Cientifico Dr. Hamilton Humberto Ramos, por dispor de equipamentos e pessoal.

Aos pesquisadores Dr. Antonio Batista Filho e Dr. Luis Garrigos Leite
do Centro Experimental do Instituto Bioldgico, localizado em Campinas - SP, por cederem
recursos fisicos e humanos.

Ao Pesquisador Cientifico Dr. Flavio Moscardi, EMBRAPA - Soja,
localizado em Londrina - PR, pela disponibilizacdo de sua estrutura para testes de parte da
dissertagdo.

A Prof®. Dra. Silvia Renata Siciliano Wilcken, da Faculdade de
Ciéncias Agronomicas — UNESP, Campus de Botucatu - SP, sempre solicita na contribui¢do
para o desenvolvimento de parte do ensaio.

A Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP, Campus Botucatu -
SP; centro de exceléncia, onde cursei as disciplinas do mestrado e realizei parte do
experimento.

Ao Prof. Dr. Carlos Gilberto Raetano, pela confianga depositada no

projeto e a liberdade com que deixou que o mesmo fosse concretizado.



v

SUMARIO

Pagina
LT RESUMO ..ottt sttt sttt b ettt ettt naes 01
2 SUMMARY ..ottt ettt ettt ettt ettt et e bt et e beeseeneebesae et et e eneeneeaas 02
3INTRODUGAO. ...t en e enan e 04
4 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........coovieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 06
4.1 Controle bioldgico de insetos com organismos entomopatogeniCos.........eervveervveeennnns 06
4.2 FUNZOS ENtOMOPALOZENICOS. 1. veeuviererenriereeereeseeseeseesseesseesseeseeseeseesseenseesesssesnsesssesnses 07
4.2.1 Metarhizium anisopliae (Metsch.) SOTOKIN..........cccevviirieriiiiiiiiiee e 08
4.3 Bacterias entomMOPALOZENICAS. ....cveeuvrerreereeieeteeieeteeteeeeeseeseesesssesssesssesssesseesssessenns 08
4.3.1 Bacillus thuringiensis (Berliner).............cooiiiiiiiiiiii e, 09
4.4 VIruS eNtOMOPALOZENICOS. c.uveeurierererieriietieteenteenteesteenseeseesseeseesseeseesseesseesseenseesseenseenns 11
4.4.1 BACUIOVITUS. ...eutiriiiiiiiiiieeiteee ettt ettt ettt ettt et e b enneea 12
4.5 Nematoides entomOPAtOZENICOS. . cuvurerrrrerrreererrerieesereesteesteesteesreessseessseesseeesseeessesennes 13
4.5.1 Steinernema glaseri (SEEINET)........ccueeruieriuieeiiieeiieeeeeereeesteesaeesaeesreesaeeseeeeeeas 14
4.6 Tecnologia de aplicagdo de organismos entomopatoOgeNICOS. ......eevuveerveercveerveerrveennnen 15
4.6.1 Pulverizagao de suspensao flngiCa........cceecvereereerieeiienieeie e e eee e 17
4.6.2 Pulverizacao de suspensao bacteriana............cecueevereereeneeneeneeneeseesneeseeeseeeneeene 18
4.6.3 Pulverizagao de suspensao VIral............cccceeeveeriieiiieeieeeie e 19
4.6.4 Pulverizacao de suspensao com NematOides..........cueeveeeereeeieeeireeeiieeereeereeevee e 20
5 MATERIAL E METODOS........coruuiiiiieeineeisesiseessss s ssessssssss s ssssssssssesssesssnes 24
5.1 Delineamento eXperimental...........ccceccveeriieriieiiienieeree et e sieeere e eereeeaeeereeenee e 25

5.2 Pressurizagdo e despressurizacdo da calda de pulverizagdo com Metarhizium
ARESOPLIAC. ...ttt e et e et e e ete e ste e s aaeessteessseesnseennseesnseeenneas 25
5.3 Pressurizacdo e despressurizacdo da calda de pulverizagdo com Bacillus
FRUTIIZIOIISTS ..o eeee ettt ettt e ettt e e st e e sat e e sateesnbeesnseesnseeenseean 27
5.4 Pressurizagao e despressurizagdo da calda de pulverizagdo com Nucleopoliedrovirus de
Anticarsia gemmatalis (AgMNPV)
5.5 Pressurizagdo e despressurizacao da calda de pulverizacao com Steinernema glaseri. 30

6 RESULTADOS E DISCUSSAO



SUMARIO
Pagina
6.1 Pressurizagdo e despressurizagdo da calda de pulverizagdo com Metarhizium
ANESOPIIAC. ......oeeeeeee ettt ettt e et e et e et e et e e tteessaeesabeessbeeeaseesseeenseeesaeessens 31
6.2 Pressurizagdo e despressurizagdo da calda de pulverizagdo com Bacillus
FRUTILGI@ILSIS ... ve e eeeeeeee ettt e e et e et e e ateeette e st e esae e nee e neeessseensseennseesnseesnseeans 33

6.3 Pressurizagao e despressurizagdo da calda de pulverizagdo com Nucleopoliedrovirus de

Anticarsia gemmatalis (AZMNPV)..cc..ooiiiiiii e 35

6.4 Pressurizagdo e despressurizagao da calda de pulverizagdo com Steinernema glaseri.. 38

7 CONSIDERACOES FINATIS ...t eeenenenans 41
8 CONCLUSOES.......ctviuiiiimrietissises st 42

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFTICAS. ... oo eeesesesesesesesesesesesesenene 43



1 RESUMO

A tecnologia de aplicagdo desenvolvida para produtos quimicos t€ém
sido utilizada para organismos entomopatogénicos sem o estudo prévio das necessidades de
adaptagdes que visem a manuten¢do da viabilidade desses agentes de controle bioldgico. O
experimento teve por objetivo avaliar a influéncia da pressurizagdo e despressurizagdao da
calda de pulverizagdo na viabilidade dos seguintes microrganismos entomopatogénicos:
Metarhizium anisopliae, Bacillus thuringiensis, AGMNPYV e Steinernema glaseri. Foi utilizado
o sistema hidraulico de um pulverizador, sem filtros, equipado com ponta de pulverizagdo de
jato conico JA-2, com 15 minutos de agitagdo da calda antes da coleta. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com sete tratamentos: pressurizacao da
calda em zero; 175,8; 351,6; 527.,4; 703,2; 1.054,9; 1.406,5 kPa (zero, 25, 50, 75, 100, 150 e
200 Ibf.pol™?). A avaliacdo da viabilidade de M. anisopliae se deu através da porcentagem de
conidios germinados. Para B. thuringiensis foi considerado o nimero de colonias formadas. A
eficacia do AgMNPV foi estimada indiretamente, pela mortalidade causada as lagartas de
Anticarsia gemmatalis no inicio do terceiro instar, alimentadas com dieta artificial impregnada
com a suspensdo viral. No experimento com o S. glaseri foi calculada a porcentagem de
individuos vivos, determinada através de microscopia optica, em lamina de peters. Conclui-se
que se pode pulverizar os entomopatogenos M. anisopliae, B. thuringiensis, AgMNPV e S.
glaseri, até a pressao de 1.406,5 kPa, sem que haja perda na viabilidade desses organismos

utilizados como agentes de controle biologico.
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2 SUMMARY

Application technology developed to chemical products has been
employed for entomopathogenic organisms without the previous studies on the necessities of
adaptations aiming at viability maintenance of these biological control agents. The objective
of the research was to evaluate the influence of pressurization and decompression of spraying
suspension in the viability of the following entomopathogenic microorganisms: Metarhizium
anisopliae, Bacillus thuringiensis, AgMNPV and Steinernema glaseri. The sprayer
hydraulical system was used without filters and equipped with JA-2 hollow-cone nozzle type
with 15 minutes of spray agitation before it collects. The experimental design was completely
randomized, with seven treatments: pressurization of spraying suspension at 0.0; 175.8; 351.6;
527.4; 703.2; 1,054.9 and 1,406.5 kPa. Evaluation of the viability of M. anisopliae was
estimated by the percentage of conidia germinated. For B. thuringiensis, the number of
colonies formed. Efficiency on AgMNPV was estimated indirectly, by means of mortality
caused to velvet bean caterpillar (Anticarsia gemmatalis) in early third instar; the specimens
were fed with artificial diet impregnated with viral suspension. For the experiment with the S.
glaseri it was calculated the percentage of live specimens; observation were performed
through optic microscopy, on Peters slide-blade. It was concluded that the entomopathogens
M. anisopliae, B. thuringiensis, AGMNPV and S. glaseri can be sprayed up to the pressure of

1,406.5 kPa without loss in the viability of those organisms as agents of biological control.

keywords: biological control, application technology, entomopathogens.



3 INTRODUGAO

A forma mais usual de controle de pragas utilizada pelos agricultores €
a quimica, entretanto, outras formas, como a aplicagdo de produtos biologicos, t€ém sido
desenvolvidas e empregadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Dentre os produtos
biologicamente ativos, atualmente a disposicdo no mercado, os microrganismos para o
controle bioldgico de pragas, ou bioinseticidas, tem sua utilizagdo elevada ano a ano. Tal
tendéncia se explica pela busca gradual por produtos fitossanitarios que minimizem os danos a
satde do agricultor, do consumidor e ao ambiente (ALMEIDA, 2001).

Porém, existem ainda varios fatores que limitam a expansao do uso de
bioinseticidas, entre os quais: a etiologia e epizootiologia de varios grupos, ainda ndo bem
conhecidas; a eficiéncia limitada por alguns fatores ambientais (ex. umidade relativa e
radiacdo solar) e a dificuldade de produgdo em escala comercial, tanto em meio semi-s6lido
quanto liquido, a custos competitivos com aqueles dos inseticidas quimicos em formulacdes
comerciais. Portanto, a necessidade premente de pesquisas estd relacionada aos estudos sobre
etiologia e epizootiologia; produgdo comercial em meio liquido; formula¢des adequadas para
cada bioinseticida, considerando o(s) inseto(s) visado(s); obtencdo de isolados eficientes em
condi¢des de umidade relativa baixa e desenvolvimento de métodos adequados de aplicagdo a
campo (MOSCARDI, 2001).

Dentre os varios métodos de aplicacdo de bioinseticidas a campo, esta



a via liquida. Nesta modalidade, com os equipamentos habitualmente utilizados, uma
formulacdo ¢ misturada a um liquido apropriado, via de regra a 4gua, e a suspensao submetida
a pressao num circuito hidraulico, resultando a aplicagdo em forma de gotas, ou seja,
pulverizada.

As aplicagdes de microrganismos entomopatogénicos tém sido
realizadas com os mesmos equipamentos desenvolvidos para pulverizagdo de produtos
fitossanitarios quimicos, sem nenhuma avaliacdo prévia dos possiveis danos que o referido
método possa causar a viabilidade de tais organismos, atribuindo-se a baixa eficacia do
processo as condi¢cdes ambientais. Partindo do pressuposto que se estd pulverizando
organismos vivos, a pressurizagdo da calda e o atrito desses organismos as partes internas do
circuito hidraulico podem causar danos fisicos as suas estruturas de propagacdo. Da mesma
forma, a despressurizacdo, em curto intervalo de tempo, antecedendo e imediatamente apos a
pulverizagdo, pode estar reduzindo o numero de estruturas viaveis para o controle de
determinado inseto praga e, conseqiientemente, a eficacia do bioinseticida.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
pressurizacdo e despressurizacdo da calda de pulverizagdo, de zero a 1.406,5 kPa, na
viabilidade de microrganismos entomopatogénicos, mais especificamente Metarhizium
anisopliae, Bacillus thuringiensis, nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV)

e Steinernema glaseri.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Controle biolégico de insetos com organismos entomopatogénicos

A explosdao demografica, a reducdo da mao-de-obra no campo e a
escassez de alimentos passaram a ser preocupagdo constante dos governos. A partir da década
de 20, grandes investimentos foram aplicados na pesquisa agricola, visando fornecer alimentos
em quantidade e de qualidade para a populagdo. Na érea agricola, o sucesso do DDT foi um
marco na aplicacdo de recursos na pesquisa do controle quimico. Dai em diante, os recursos
passaram a ser alocados para experimentos com agroquimicos, em detrimento dos estudos
sobre interagdes biogenéticas (RODRIGUES, 1995).

Apo6s 80 anos, o controle de pragas pelo uso exclusivo de produtos
quimicos tém sido bastante questionado. Métodos de controle menos agressivos ao ambiente e
a saude humana s3o exigidos, principalmente pela opinido publica, agéncias ambientalistas ¢
acdes de varios governos. Dentro dessa nova abordagem, o controle de pragas com
organismos entomopatogénicos tem se destacado. O melhor exemplo pode ser atribuido ao uso
do Baculovirus anticarsia para o controle da lagarta desfolhadora Anticarsia gemmatalis na
cultura da soja no Brasil. Mais de um milhdo de hectares sao pulverizados anualmente com
resultados satisfatorios de controle e retorno, em relagdo ao emprego de inseticidas, estimado

em 50 milhdes de dolares.ano™ (MOSCARDI, 1997).



Estima-se que mais de um milhdo de espécies de insetos sdo
conhecidas, de um total de 2,5 milhdes que habitam o planeta. Deste total, cerca de 10 %
podem ser consideradas pragas agricolas ou urbanas. Considerando-se que cada espécie de
inseto pode ser atacada por, no minimo, um patdgeno, pressupde-se o potencial de expansao

de tal tecnologia (NARDO & CAPALBO, 1998).

4.2 Fungos entomopatogénicos

Os fungos sao patogenos de largo espectro, capazes de atacar insetos
fitéfagos, aquaticos, subterraneos e de causar epizootias naturais. Tém grande versatilidade e
podem infectar diferentes estadios de desenvolvimento dos hospedeiros (ALVES, 1998).

O modo de acdo dos fungos da-se, em sua maioria, através da
penetragdo na cuticula do hospedeiro, com auxilio de enzimas ou for¢ca mecanica. Fragmentos
do micélio invadem o hemocele do inseto e se instalam nos tecidos gordurosos. No estagio
final da infec¢do, ha produgdo de propagulos que saem do corpo do inseto, e servem de
inéculo para a infecgdo de novos hospedeiros. Portanto, o ciclo das relagdes fungo-hospedeiro
¢ delimitado pelas seguintes fases: adesdo, germinagdo, formagdo de apressorios, penetragao,
colonizagdo e reproducdo. A eficiéncia do processo depende das condi¢des ambientais
(temperatura, luz, umidade, radiagdo solar), nutricionais, suscetibilidade do hospedeiro e
viabilidade dos propéagulos do patégeno (ALVES, 1986; GILLESPIE, 1988).

A maioria dos projetos de pesquisa com controle microbiano de insetos
sao com fungos entomopatogénicos. Tal fato se deve as caracteristicas de acdo desses
patogenos: atuam por contato e ingestdo, estdo presentes em grande quantidade na natureza e
apresentam grande variabilidade genética, o que dificulta a selecdo de insetos resistentes a
esses organismos (ALMEIDA et al., 2001a).

Para o desencadeamento do processo de controle bioldgico se utilizam
estruturas de propagacdo dos fungos. Dentre os varios propagulos, o conidio ¢ o mais
adequado, ja que ¢ resistente as condigdes adversas do ambiente e pode ser preservado por um

periodo de até¢ um ano (ALVES, 1986).



4.2.1 Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin

O M. anisopliae pertencente ao Reino Fungi e Filo Ascomycota,
desenvolve conidi6foros em colunas compactas, conidios globosos alongados ou em forma de
bastdo, com comprimento em torno de 7,0 um e largura proxima de 2,0 um. As coldnias
podem ser verde, verde-amarela, acinzentada ou branca-amarela, dependendo do hospedeiro
ou meio (ALVES, 1998).

Considerado um dos principais fungos entomopatogénicos, ocorre
naturalmente sobre mais de 300 espécies de insetos das diferentes ordens (ALMEIDA et al.,
2001a). Seu modo de a¢do inicia-se com a germinagao dos conidios aplicados na area, os quais
em contato com o tegumento do inseto penetram num periodo de dois a trés dias (Figura 1). O
periodo de colonizacdo decorre de dois a quatro dias, € a esporulagdo ocorre de dois a trés
dias, dependendo do hospedeiro e das condi¢des de temperatura e umidade do ambiente
(CHARNLEY, 2002).

No Brasil, os principais projetos de controle de pragas com M.
anisopliae sdo com: cigarrinhas da cana-de-agucar (Mahanarva posticata e M. fimbriolata,
Hemiptera, Cercopidae); cigarrinhas das pastagens (Mahanarva spp., Deois spp. e Zulia spp.;
Hemiptera; Cercopidae); cupins das pastagens (Cornitermes cumulans; Termitidae) e gorgulho

da cana-de-acucar (Sphenophorus levis € Metamasius hemipterus; Coleoptera, Curculionidae).

4.3 Bactérias entomopatogénicas

As doengas de insetos causadas por bactérias foram descobertas em
criacdes de bicho-da-seda (Bombyx mori) e abelhas (Apis mellifera), no final do século XIX,
com estudos de Pasteur. Atualmente, os bioinseticidas bacterianos sdo os mais vendidos no

mundo, representando pelo menos 60% do mercado (ALMEIDA et al., 2001b).



Figura 1. Germinagdo de esporos e formagdo de apressorios dos conidios de Metarhizium
anisopliae, em microscopia eletronica de varredura (1.000x), na inser¢dao do pélo,
no corpo de uma lagarta de mandarova-do-fumo (Manduca sexta) (CHARNLEY,
2002).

4.3.1 Bacillus thuringiensis (Berliner)

O grupo de bactérias entomopatogé€nicas mais estudado pertence a
familia Bacillaceae. As espécies do género Bacillus caracterizam-se por apresentarem células
vegetativas em forma de bastonetes, Gram-positivas, aerdbicas ou anaerdbicas facultativas,
capazes de formar esporos. A espécie B. thuringiensis ¢ conhecida como causadora de doengas
de insetos desde 1901, quando foi isolada por Ishiwata no Japao. Sua acdo inseticida tem se
mostrado eficaz, especialmente pela especificidade a insetos-praga e compatibilidade com a
conservacao ambiental (FAUST & BULLA JUNIOR., 1982; HARRIS, 1990 ¢ ABBOTT,
1991).



Uma das caracteristicas bacteriologicas tipicas de B. thuringiensis ¢ a
formacdo de esporos elipticos e cilindricos, em posi¢do central, com um esporangio nao
nitidamente estendido. A célula bacteriana ¢ um bastonete de 1,0 a 1,2 por 3,0 a 5,0 um,
geralmente com motilidade. E aerdbica, podendo facultativamente crescer em anaerobiose,
dentro da faixa de 10 a 45°C. Em geral decompde a tirosina, hidrolisa amido e caseina. E gram
e catalise positiva, apresentando como caracteristica tipica a presenga de um cristal proteico
intracelular (HABIB & ANDRADE, 1998).

As variedades de B. thuringiensis produzem toxinas. Normalmente, os
produtos a base de B. thuringiensis registrados tém como ingrediente ativo a toxina. No Brasil,
a toxina mais empregada ¢ denominada de &-endotoxina, ou simplesmente toxina do cristal
(HEIMPEL, 1967).

Apbs o crescimento vegetativo em meio artificial, B. thuringiensis
transforma-se num esporo resistente as condi¢des ambientais adversas. O cristal ¢ formado
durante esse processo de esporulacio (SOMERVILLE & JAMES, 1970).

A formagdo do cristal proteico pode ser interpretada como uma
adaptacao coevolutiva que capacitou o B. thuringiensis a ocupar novos nichos ecoldgicos, ou
seja, adaptar-se a novos insetos hospedeiros. De fato, as populagdes naturais dessa bactéria sao
muito diversas quanto a sua patogenicidade. Uma vez que a grande maioria dos genes para
toxinas € extracromossOmica, encontrando-se em plasmidios, novas combinagdes de toxinas
podem sempre surgir naturalmente gracas a transferéncia dessas particulas entre as diferentes
linhagens (HABIB & ANDRADE, 1998).

Atualmente, sabe-se que o cristal protéico de B. thuringiensis, em si,
nao tem acao toxica, sendo considerado pro-toxina. Estes cristais sdo estaveis em pH 3,0 a 5,0,
mas a sua dissolu¢do em meio alcalino (acima de pH 8,0), em tampodes alcalinos redutores ou
em solu¢do de enzimas proteoliticas, resulta em moléculas de tamanhos variaveis, das quais
algumas sdo toxicas para insetos. Desse modo, as d-endotoxinas seriam algumas dessas
moléculas que participam na formagao do cristal. Portanto, a dissolugao desse cristal & sempre
necessaria para a liberagdo e atuacdo das d-endotoxinas. Esse fato explica, a razdo pela qual,
apenas os insetos de pH intestinal alcalino sdo suscetiveis a esse patdgeno e por que injecoes

intra-hemocélicas do cristal intacto ndo t€m efeito téxico (FAST & MARTINS, 1980).
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A acdo toxica das d-endotoxinas se da por ingestdo e estd atrelada a
dissolucao do cristal em meio enzimatico alcalino quando solubilizados e digeridos em insetos
que possuem pH alcalino no trato digestivo. Os cristais se rompem, ha liberagdo de porgoes
menores que irdo ligar-se a membrana do meséntero desencadeando uma série de eventos que
culmina com a morte do inseto (ADDISON, 1993 e ALMEIDA et al., 2001b).

Varios autores determinaram o peso molecular dos fragmentos toxicos
resultantes da hidrélise enzimatica dos cristais de diferentes serdtipos desse bacilo, com
caracterizagdo das suas proteinas e dos genes que as codificam. O peso molecular desses
fragmentos ocorre na faixa de 40 a 140 kilodaltons (kD), mais freqiientemente de 60 a 70 kD
(LECADET et al., 1972 ¢ LILLEY et al., 1980).

Em vérios paises ha registros de produtos formulados com B.
thuringiensis; ndo s6 para o combate de pragas agricolas e florestais, mas também para
controlar culicideos e simulideos vetores de doengas humanas (HABIB & ANDRADE, 1998;
VILARINHOS et al., 1998).

4.4 Virus entomopatogénicos

Dentre os entomopatdgenos, os virus possuem um grande potencial
para utilizagdo no controle de insetos praga. Cerca de 600 insetos, incluindo lepiddpteros,
himenopteros, coledpteros e dipteros foram relatados como susceptiveis aos Baculoviridae.
Entretanto, a maioria dos Baculovirus é bastante especifica, afetando geralmente uma Unica
espécie de insetos dentro de um género (GRONER, 1986). Por serem especificos ao nivel de
DNA, eficientes e seguros para o homem e outros animais, estes virus preenchem todos os
requisitos basicos como alternativa aos inseticidas tradicionalmente utilizados na protecao de
culturas (GRONER, 1990 e BATISTA FILHO et al., 2001).

Os virus contaminam os insetos por via oral. Normalmente, sdo
ingeridos com os alimentos representados por folhas e caules de plantas. Apos a ingestdo, os
poliedros que contém as particulas de virus (virions), em condi¢des alcalinas (pH > 7,5) do
tubo digestivo (meséntero), sdo dissolvidos liberando os virions. Os virions em contato com as

microvilosidades intestinais liberam capsideos nas células epiteliais do intestino, iniciando a
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infeccdo primaria. Posteriormente, atingem outros tecidos, com grande producdo de cristais
dentro das células caracterizando a infec¢ao secundaria, provocando o rompimento da parede
celular. Nessa fase, os insetos contaminados liberam através do vomito e das fezes grandes
quantidades de poliedros que representam importantes fontes de indculo para outros insetos
que vivem no mesmo habitat. O inseto em decomposi¢do também representa uma fonte de
indculo muito significativa para a manutencao de epizootias (ALVES, 1986; NARDO et al.,
1995 e BATISTA FILHO et al., 2001).

4.4.1 Baculovirus

Dentre os virus de insetos, os baculovirus compreendem o maior e
mais estudado grupo e ¢ o que tem sido mais aplicado como bioinseticida. Possuem como
principais caracteristicas um virion com envelope em forma de bastdo e um DNA circular,
dupla fita com 90 a 200 kilobases (kb) (ARIF, 1986). A familia Baculoviridae ¢
taxonomicamente subdividida em dois géneros: o Nucleopolyhedrovirus e o Granulovirus. Os
dois sdo constituidos de virus envoltos por uma oclusdo cristalina de natureza protéica
(MURPHY et al., 1995). Os baculovirus do género Nucleopolyhedrovirus sdo também
denominados de virus da poliedrose nuclear (NPV) e os Granulovirus, virus de granulose
(GV). Nos géneros NPV e GV, o corpo de oclusdo ou poliedro, que envolve o nucleocapsideo,
¢ de 0,5 a 15 um de didmetro e ¢ composto principalmente de subunidades de uma proteina
simples, de massa molecular em torno de 26 a 28 kD. Mais de 500 NPVs foram identificados
em varias familias de insetos e muitos parecem ser especificos para a familia ou género de
insetos em que os virus foram isolados. Devido a essa especificidade, os NPVs sdo candidatos
ideais para o uso em programas de controle integrado de pragas (MARUNIAK, 1986).

A principal rota natural de infec¢do por baculovirus ¢ através da
ingestdo de alimento contaminado com o virus na forma ocluida ou corpo de inclusdo. No
ambiente altamente alcalino do intestino médio da larva do inseto, os corpos de inclusdo sdo
rapidamente dissolvidos e as particulas virais sdo liberadas, dando inicio a infec¢do das células
epiteliais do intestino médio. A infec¢do em lepiddpteros geralmente se espalha rapidamente

para outros tecidos a partir do sistema traqueal, causando a morte do inseto em poucos dias.
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Quando a larva do inseto infectada pelo virus morre, o seu tegumento se desintegra, liberando
os corpos de inclusdo no ambiente. As lagartas sdo mais suscetiveis a infec¢@o viral durante os
primeiros estddios de desenvolvimento. Tipicos sintomas da infeccdo por NPVs incluem:
perda de apetite, geotropismo negativo, clareamento da epiderme devido ao acumulo de virus
nos nucleos das células da epiderme e tecido adiposo (RIBEIRO et al., 1998).

Os baculovirus infectam lepidopteros, himendpteros, dipteros,
tricopteros, tisanuros e homopteros, podendo ocorrer em varios crustaceos e aracnideos

(FEDERICI, 1986).

4.5 Nematodides entomopatogénicos

Nematoides em geral sdo conhecidos pelos agricultores como
prejudiciais as culturas, especialmente aqueles denominados comumente como nematoides das
galhas, pertencentes ao género Meloidogyne. Nematoides entomopatogénicos, entretanto, sao
indcuos as plantas, visto que nao sdo providos de estilete (estrutura do corpo através da qual os
parasitos de plantas se alimentam do conteudo das células vegetais). Sdo denominados
entomopatogénicos porque vivem e atuam em associacdo com bactérias simbidnticas,
principalmente Xenorhabdus nematophilus, as quais sdo patogénicas aos insetos. Estas sdo
encontradas na natureza somente em associacdo com nematdides entomopatogé€nicos ou em
insetos por eles parasitados. Outros nematdides parasitos de insetos sdo também conhecidos
como inimigos naturais ¢ aliados do homem no controle de mosquitos, moscas, gafanhotos e
outros (AGUILLERA, 2003).

At¢é o momento sdo conhecidos trés géneros de nematoides
entomopatogénicos, a saber: Steinernema, Heterorhabditis e Neosteinernema. Destes, os dois
primeiros tém sido intensivamente estudados em todo o mundo e, desde a época de sua
descoberta, nas décadas de 20 e de 70, respectivamente, estdo sendo multiplicados para
aplicagdes em casa de vegetagdo e no campo. Estes nematodides caracterizam-se por varios
aspectos favoraveis a seu uso na pratica. Primeiro, por terem a capacidade de se locomover no
solo a procura de hospedeiros para os quais sdo atraidos por diferencial no teor de CO; e

possivelmente por componentes fecais. Segundo, por terem uma extensa lista de hospedeiros,
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o que ajuda na sobrevivéncia em condigdes de campo (AGUILLERA, 2003).

Indicados principalmente para insetos que despendem pelo menos uma
fase do ciclo bioldgico no solo, também podem ser usados para pragas de parte aérea, desde
que medidas especificas sejam aplicadas. Testes de suscetibilidade feitos com alguns insetos
benéficos mostraram que estes nematoides ndo sdo patogé€nicos a outros inimigos naturais.
Podem ser multiplicados em laboratorio, tanto "in vivo" (sobre um inseto hospedeiro) quanto
"in vitro" (em diversos meios de cultura) e, além disto, podem ser armazenados antes de serem
aplicados. Outro fator altamente favoravel a viabiliza¢do do uso destes nematdides ¢é o fato de
nao necessitarem de registro por parte de 6rgaos publicos para aplicagdo, como ¢ exigido para
os produtos quimicos. Isto permite que nematdides nativos sejam multiplicados, testados
quanto a infectividade a pragas de importancia agricola e em seguida aplicados a campo, num
curto espaco de tempo apo6s sua descoberta (BERG et al., 1987).

Alguns desses nematdides isolados no Brasil estdo sendo objeto de
estudos e tém-se mostrado infectivos em laboratério a pragas tais como: Migdolus fryanus, na
cana-de-acgucar, bicho-furdo (Ecyitolopha aurantiana) em citros, gorgulho da cana-de-agucar
(Sphenophorus levis) e moleque da bananeira (Cosmopolites sordidus) (AGUILLERA, 2003).

Tendo em vista que Steinernema e Heterorhabditis estdo presentes em
varios locais no Brasil, onde pragas suscetiveis continuam ocorrendo em niveis elevados,
acredita-se que condig¢des adequadas de manejo de solo possam favorecer o crescimento de
populacdes de espécies e “strains” nativos, aumentando sua eficiéncia. Por outro lado, a
perspectiva ¢ de que em curto prazo estes nematdides nativos sejam multiplicados em
laboratorio para aplicagdes no campo na forma de inoculagdes inundativas — onde grandes
quantidades do inoculo sdo aplicadas — ou do tipo inoculativo — onde apenas pequenos
volumes de indculo sdo aplicados. A escolha do método dependerd do comportamento do

inseto alvo (FERRAZ, 1998; AGUILLERA, 2003).

4.5.1 Steinernema glaseri (Steiner)

O ciclo deste nematoide consiste nas fases de ovo, quatro estadios

juvenis e um estadio adulto; com machos e fémeas. Os juvenis infectivos constituem-se em
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juvenis de terceiro estadio especializados, os quais sdo formados quando a fonte de alimento,
ou seja, tecidos do inseto hospedeiro morto, e conseqiientemente células bacterianas, estio em
vias de exaustdo. Estes juvenis infectivos, com comprimento variando entre 800 ¢ 1.500 pm,
rettm a cuticula do segundo estddio, encapsulam células da bactéria simbidntica,
principalmente Xenorhabdus nematophilus, numa bolsa localizada na parte anterior do
intestino e tém o trato digestivo desativado. Nesta fase, portanto, ndo se alimentam e estdo
aptos a suportar condigdes ambientais inadequadas, enquanto localizam um novo hospedeiro.
Quando isto ocorre, invadem o corpo do inseto através de aberturas naturais (bocas, anus e
espiraculos). Ao alcancar a cavidade do corpo, liberam na hemolinfa, através do anus, células
da bactéria simbiontica, as quais multiplicam-se rapidamente, ¢ matam o inseto por septicemia
em periodo de aproximadamente 24 a 48 horas, formando uma “sopa bacteriana”. Os
nematoides, entdo, se desenvolvem alimentando-se da bactéria e alcangam o estadio adulto. Os
adultos de primeira geragdo apresentam corpo bastante desenvolvido, com alta capacidade
reprodutiva, multiplicam-se rapidamente e, desta forma, colonizam o inseto em curto espago
de tempo. As bactérias simbionticas produzem antibidticos impedindo que outros
microrganismos se desenvolvam no inseto morto. Fémeas produzem ovos que dao origem a
juvenis e o ciclo se repete por cerca de trés geragdes até que haja inducdo para formagao de
juvenis infectivos, os quais abandonam o hospedeiro ¢ migram no solo em busca de novo

hospedeiro (FERRAZ, 1998; NGUYEN, 2002, AGUILLERA, 2003 e GAUGLER, 2003).

4.6 Tecnologia de aplicagdo de organismos entomopatogénicos

Para a utilizagdo de organismos entomopatogénicos em maior escala,
no controle de pragas de culturas anuais e perenes, de forma economicamente viavel,
dispdem-se dos equipamentos e tecnologia de aplicagdo desenvolvidos para agrotoxicos. Das
tecnologias de aplicacdo de agrotoxicos a mais empregada no uso de entomopatdogenos ¢ a
pulverizacdo (ALVES, 1998). A pulverizagdo pode ser considerada como um processo
mecanico de geracdo de gotas; onde, partindo-se de um volume grande de liquido, produz-se

um grande nimero de pequenas particulas desse liquido, chamadas de “gotas”. O processo se
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da pelo fornecimento de energia potencial a um determinado liquido, através da pressurizagao,
forcando-o a passar por um circuito hidraulico e a sair por uma pega com orificio, chamada de
“ponta de pulverizacdo”. A geometria da ponta faz o liquido emergir em pequenos ligamentos
que se quebram, posteriormente, em pequenas gotas. Dependendo do alvo que se quer ou
pretende atingir com a pulverizagdo necessita-se de um tamanho de gota adequado,
independente do equipamento de aplicacdo. Os fatores que influenciam no tamanho da gota
gerado na pulverizagdo sdo: propriedades do liquido (viscosidade, densidade e tensdo
superficial), ponta (tipo, vazao e angulo do jato) e pressao de trabalho (MATTHEUS, 1999).

A pressdo ¢ uma grandeza fisica que expressa a relacdo que uma
determinada forga exerce por area. Em seus estudos sobre o comportamento dos liquidos
submetidos a pressdo, Pascal concluiu que a pressdo aplicada a um liquido encerrado num
vaso se transmite, sem qualquer diminuicdo, a todo ponto do fluido e as paredes do vaso. Essa
tese, que ficou conhecida como “Principio de Pascal” permitiu a elaboragdo das leis da
hidraulica e, conseqiientemente, do método de pulverizagdo empregado na aplicagdo de
agrotoxicos. A caracterizacdo da pressdao em uso corrente na comunidade internacional € o
kilopascal (kPa) (TIPLER, 1991). A pressao provocada por um fluido contra um corpo tende a
comprimir o corpo. Uma vez que todos os materiais diminuem de volume quando sujeitos a
uma pressao externa, a diminuigdo relativa do volume ¢ uma deformagao compressiva. Quanto
mais dificil de comprimir um material menor sera a variagao relativa para uma dada pressao e,
portanto, menor sera a compressibilidade. Da mesma forma, quanto mais facil comprimir um
material maior serd a compressibilidade. Um corpo imerso em um liquido sobre pressdo tera
uma taxa de compressibilidade maior em sua parte gasosa do que na parte sélida e liquida
(OKUNO et al., 1982).

Ao empregarmos a pulverizagdo como técnica para aplicacdo de
entomopatogenos, devemos nos atentar para o fato de que sdo organismos vivos, com porgdes
corporais compostas de ar. Diferentemente dos liquidos, o ar ¢ composto por moléculas
dispersas que ao sofrer pressdo se comprimem. Tal pressurizacdo pode chegar a danificar
estruturas do entomopatdgeno e comprometer sua eficacia apds a aplicacdo. Outra variavel a
se considerar ¢ a despressurizagdo. Ao sair do sistema hidraulico do pulverizador a calda
pressurizada sofre despressurizagdo abrupta. Na pressdo atmosférica as moléculas

comprimidas se dispersam novamente. A rapida dispersdao dessas moléculas - acentuada na
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por¢do aérea do microrganismo - pode sobrepor a capacidade de expansdo das estruturas
corporais dos entomopatdgenos, podendo afetar significativamente as estruturas destes, como
conidios, blastoporos, esporos, micélio, larvas de nematoides, bactérias ndo formadoras de
esporos, capsula viral, entre outros (ALVES et al., 1998). Portanto, torna-se necessario o
desenvolvimento de tecnologias de aplicagdo mais apropriada para formulagdes com
organismos vivos. As informacgdes, equipamentos e pesquisas sobre tecnologia de aplicacao de
organismos entomopatogénicos sao escassos (ALVES et al., 1998; MOSCARDI, 2001).

O desenvolvimento de tecnologia de aplicagdo para organismos
entomopatogénicos ¢ uma atividade que deve envolver um grande niimero de pesquisadores ¢
especialistas, promovendo uma agdo interdisciplinar. Desta forma, pode-se minimizar o
desperdicio de energia, recursos e produtos, bem como possiveis danos causados pelo
equipamento sobre os patégenos (MATUO, 1987; MATTHEWS, 1999; RAMOS, 2000). Nos
experimentos sobre pulverizagdo de entomopatogenos realizados por Ferron (1978), Bateman
(1992), Mathews (1992), Douro-Kpindou et al. (1995), Jaronski et al. (1996), Wraight &
Bradley (1996), Poprawski, et al (1997) e Milenia (2001), foram utilizadas pressoes de 175,8 a
632,9 kPa (25 a 90 Ibf.pol™). Nenhum autor, porém, menciona qualquer estudo sobre o efeito

desse fator na viabilidade dos entomopatogenos pulverizados.

4.6.1 Pulverizagao de suspensao fiingica

Sem duvida, a tecnologia visando a aplicagdo de fungo pode ser
considerada a mais especifica e complexa. Provavelmente, em fungdo disso, foi a que menos
evoluiu até o momento, sendo poucas as pesquisas encontradas nessa area. Os fungos
penetram normalmente via tegumento, onde os seus propagulos representados por esporos e
conidios sdo geralmente aplicados em suspensdo, aquosa, oleosa ou adicionados a outro
veiculo liquido. As formulagdes de micélio necessitam de maquinas especiais para a aplicagao.
No geral, estruturas de fungos ndo possuem grande resisténcia a radiagdo ultravioleta, as
temperaturas e pressoes elevadas. Dependendo da formulagdo, assim como do tamanho dos
esporos, esses produtos fungicos aplicados em suspensdes aquosas necessitam de bicos e

filtros especiais para se evitar os entupimentos (ALVES et al., 1998).
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A literatura faz algumas referéncias sobre tipos de equipamentos,
volume da calda, temperatura, altura do alvo, radiagdo ultravioleta e umidade relativa, sendo
que comumente aponta parametros de tecnologia de aplicag@o estabelecidos para pulverizagdo
de agroquimicos.

Como alternativa aos equipamentos empregados na aplicacdo de
fungos, somente as experiéncias de Naves et al. (1986), que desenvolveram o prototipo de um
difusor para aplicagdo de formulagdes em p6 ou granulados.

No caso de testes envolvendo pressurizagdo e despressurizagdo na
pulverizagdo de fungos entomopatogénicos, Nilsson & Gripwall (1999) submeteram varios
produtos comerciais a base de blastoporos e conidios de Verticillium lecanii as seguintes
pressdes: 1 x 10°, 3 x 10° ¢ 5 x 10° kPa (142, 427 e 711 Ibf.pol™?). Os autores concluiram que
a pressio de 1 x 10’ kPa ndo influiu significativamente na viabilidade relativa do fungo.
Porém na pressio de 3 x 10° kPa a viabilidade caiu de 100 para em torno de 80 %, e com 5 x
10’ kPa chegou-se somente a 45 % de viabilidade relativa de blastoporos e conidios de V.

lecanii.

4.6.2 Pulverizagio de suspensio bacteriana

A bactéria mais utilizada no controle microbiano de inseto € Bacillus
thuringiensis (Bt). As recomendacdes das industrias produtoras deste patdogeno sdo para uso de
equipamentos convencionais, terrestres e aéreos, tomando-se cuidado de propiciar uma
cobertura total das plantas. O volume de aplicagdo nio deve ser menor que 50 L.ha™', onde
qualquer sistema de pulverizacdo que produza gotas de 100 a 400 um pode ser utilizado. As
pontas, segundo essas industrias, podem ser de jato plano ou conico e a aplicagdo realizada em
area total ou com jato dirigido. Portanto, ndo existem aparelhos desenvolvidos
especificamente para a aplicagdo desse entomopatogeno. Como as regulagens e adaptacdes
necessarias dependem muito do nivel técnico dos lavradores e de outros fatores, os resultados

dessas recomendagdes sdo, na maioria das vezes, indesejaveis (ALVES et al., 1998).
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Geralmente as bactérias suportam condigdes adversas no meio-
ambiente, podendo sobreviver por muitos anos. As bactérias do género Termofilicus podem
sobreviver em agua fervente por 19 horas. O género Bacillus produz esporo em resposta a uma
situagdo desfavoravel, que resistem a situagdes de extremo calor, auséncia de agua, presenca
de radiagdes e substancias quimicas toxicas (CARVALHAL & ALTERTHUM, 1999).

As bactérias também suportam altas pressdes sem perder sua
capacidade proliferativa. Tal resisténcia se deve principalmente a constituicdo da parede
celular, que suporta pressdo osmotica interna de 1.520 a 2.027 kPa, muitas vezes superior a do
meio externo, de maneira que a tendéncia da célula a intumescer ¢ grande e, se nao fosse a
presenga da parede celular, estouraria (CARVALHAL & ALTERTHUM, 1999). Varias
espécies vivem no oceano a 2.000 metros de profundidade sob pressdes de até 39.381 kPa
(JANNASCH et al., 1992; PELCZAR, 1997). Mais especificamente esporos do género
Bacillus, em ensaios promovidos por Munakata & Rupert (1972), suportaram pressurizacao de
até 600.000 kPa - por diversos periodos e temperaturas — sem ter sua capacidade proliferativa

afetada.

4.6.3 Pulverizagio de suspensio viral

Virus entomopatogénicos vém sendo largamente empregados em
varios paises, visando o controle de pragas agropecudrias. No Brasil, a eficiéncia de virus no
controle de insetos-praga ¢ uma realidade. Pode-se citar exemplos de produtos pulverizados
em cultura de soja, milho e mandioca com nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis
(AgMNPV), nucleopoliedrovirus de Spodoptera frugiperda (STMNPV) e Erinnys ello
granulovirus (EeGV), respectivamente (MOSCARDI, 1998).

Existem varios fatores que estdo relacionados a eficiéncia do virus a
campo, dentre os quais se destacam: qualidade do in6culo, quantidade de inoculo, substrato,
radiagdo solar, temperatura, resisténcia ao virus em populagdes de insetos, momento da
aplicagdo e tecnologia de aplicacdo (MOSCARDI, 1998).

A utilizagdo de virus, assim como os demais entomopatdgenos, tem

sido prejudicada pela falta de equipamentos especiais de aplicagdo. Por serem patdgenos que
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sO atuam via oral, a distribuicdo uniforme das formulacdes sobre a superficie vegetal ¢ um
fator determinante do sucesso desses agentes no controle de insetos-pragas. A cobertura
vegetal depende de vérios fatores, dentre eles hé os relacionados aos equipamentos, como:
tamanho da gota, volume de aplicagdo e pressdao; os quais deveriam ser proporcionados por
equipamentos desenvolvidos em funcdo de cada um desses patogenos e de suas formulagdes.
A tecnologia de aplicagdo tem se concentrado nas vias aérea e terrestre, utilizando-se na
maioria das vezes, equipamentos convencionais (ALVES et al., 1998).

Em ensaios relacionados a tecnologia de aplicacdo de Baculovirus
anticarsia, Silva & Moscardi (2002) chegaram as seguintes conclusdes:

a) As formulagdes controlam adequadamente a praga, em comparacao a testemunha, no
entanto, foram significativamente inferiores a preparacdo do virus obtidas por
maceracao e filtragem de lagartas, demonstrando que essas formula¢des necessitam
de aperfeigoamento;

b) A eficicia do nucleopoliedrovirus de A. gemmatalis Hiibner (AgMNPV) foi
significativamente afetada pelo pH da dgua, pois parcelas tratadas com suspensao
com pH 6 apresentam niimero significativamente maior de lagartas infectadas pelo
virus que aquelas pulverizadas com suspensdes com valores de pH 2 e 10;

¢) O volume de aplicagdo também influenciou no controle de 4. gemmatalis pelo virus.
Volumes de 300, 200 ¢ 100 L.ha” foram igualmente eficientes, mas a 50 L.ha™ o
controle do inseto foi significativamente inferior aos obtidos com os demais volumes,
aparentemente pelo fato de ter ocorrido entupimento de bicos no menor volume;

d) Quanto ao horario de aplicagdo, as maiores eficiéncias foram observadas para
pulverizagdes realizadas as 2:00 h e 20:00 h, em comparacdo com as efetuadas as
8:00 h e 14:00 h;

e) Nao houve diferenca na eficacia do virus quando aspergido com diferentes pontas de
pulverizagao;

f) A adicdo de 6leo mineral a calda nao melhorou a performance do virus formulado.
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4.6.4 Pulverizagio de suspensio com nematoides

Como para os produtos quimicos, as estratégias de aplicagdo de
organismos entomopatogénicos sdo escolhidas pela maxima eficidcia dos mesmos a campo.
Esforcos substanciais estdo sendo dirigidos para o desenvolvimento de tecnologias que
possam elevar a eficacia da aplicagdo de nematodides, isoladamente ou em conjunto com
produtos quimicos (ALVES et al., 1998).

Nematoides podem ser aplicados com equipamentos utilizados para
agroquimicos, incluindo pulverizadores costais, pulverizadores de barra com ou sem
assisténcia de ar, pulverizadores eletrostaticos e termonebulizadores (Tabela 1). Sua
viabilidade ndo ¢ afetada com a utilizagdo de pressdes de até 2.109,6 kPa em bicos comuns
que produzam gotas maiores que 50 um de diametro, desde que a temperatura nao ultrapasse

32°C; pois pode afetar a viabilidade dos nematéides (POINAR, 1986; AGUILLERA, 2003).

4.6.4.1 Momento de aplicagao

Fatores abidticos e bidticos podem influir significativamente na
eficacia da aplicagdo de nematdides. No que se refere aos fatores abidticos recomenda-se
aplicagiio noturna devido & baixa radiagio solar e temperaturas amenas (18 a 26°C no solo).
Dentre os fatores biodticos destaca-se o controle nos estadios de desenvolvimento do inseto-

praga mais suscetiveis ao ataque do entomopatdgeno (GEORGIS et al., 1983).

4.6.4.2 Irrigacio e volume de aplicagio

A umidade pré e pos-aplicacdo sdo essenciais para o movimento,
persisténcia e infeccdo do nematdide (SIMONS & POINAR, 1983). A irrigagdo com o
entomopatogeno Heterorhabdi bacteriophorta levou-o a mesma profundidade da penetragdo

da dgua no solo, 0,64 m (SHETLAR et al., 1998).
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O volume de aplicagdo varia conforme o solo, compactacao, estrutura,

cultura, inseto-alvo, comportamento do inseto-alvo e formulagdo. A literatura traz valores

entre 935 a 2.800 L.ha! (BERG et al., 1987 ¢ KAYA, 1986).

Tabela 1. Equipamentos e/ou técnicas empregados na aplicagdo de nematoides das familias

Steinernematidae ¢ Heterorhabditidae em diferentes culturas.

Sistema Insetos alvo Cultura Referéncia
Pulverizadores de )
) Spodoptera frugiperda Milho Kaya (1985)
barra ou manuais
Amyelois transitella Améndoa
Helicoptero e avido  Otiorhynchus sulcatus Amora Lindegren et al. (1981)
Chrysoteuchia topiaria Amora
Irrigacdo por Otiorhynchus sulcatus Amora '
Georgis (1999)
aspersao Chrysoteuchia topiaria Amora
Irrigagdo com micro- ) _
Diaprepes abbreviatus Citros Georgis (1999)
aspersor
Irriga¢do com pivo ) )
Diabrotica virgifera Milho Georgis (1999)
central
) Acalymma vittatum Curcubitaceas Reed et al. (1986)
Irrigagao por .
) Tridactylus capensis Gramados Meredith et al. (1988)
gotejamento
Otiorhynchus sulcatus Morango Curran & Patel (1998)
Pulverizagdao com Amyelois transitella Ameéndoa
' ) Kaya (1985)
bicos eletrostaticos  Platyptilia carduidactyla Alcachofra
Atomizadores Amyelois transitella Améndoa Georgis (1999)
Pulverizagdo com
bicos fotoelétricos Platyptilia carduidactyla Alcachofra Kaya (1985)
intermitentes
Cristulariella spp. Pastagem Kaya (1986) e Berg et
Injec¢do no solo Diabrotica virgifera Milho al. (1987)
Cyclocephala spp. Gramados
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4.6.4.3 Dosagem

Na literatura pesquisada nao se estipula a dosagem ideal de nematoides
entomopatogénicos por espécie, inseto-alvo ou cultura. No entanto ha relatos do emprego de
até 2,5 bilhdes nematdides.ha™ (NGUYEN, 1988; AGUILLERA, 2003); porém, sem se

especificar o método empregado para se chegar a tal valor.
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5 MATERIAL E METODOS

O pulverizador empregado no experimento foi do tipo semi-
estacionario, com motor elétrico trifasico de 4,0 CV; bomba de 3 pistdes, modelo JP 42A,
pressdo maxima de 3.500 kPa, rotagio de 800 rpm e vazdo de 42 L.min"' e tanque com
capacidade de 600 L. A ponta de pulverizacao escolhida foi a de jato conico JA-2 (JACTO,
2002), por atender as especificagcdes das pressoes previamente estabelecidas. Todos os filtros
do sistema hidraulico (do tanque, de linha e do bico) foram retirados, evitando que esta
variavel influenciasse nos resultados do experimento.

O volume de calda estabelecido para todos os entomopatogenos foi
200 L.ha'. O solvente utilizado foi a 4gua, deionizada e esterilizada para evitar o
desenvolvimento de contaminantes nos tratamentos do experimento. O pH do solvente variou
de 6,1 a 6,8.

Antes da aplicacdo de cada organismo entomopatogénico, todo sistema
hidraulico sofreu profilaxia pela passagem de agua deionizada e esterilizada, por 15 minutos, e
triplice lavagem no tanque com o mesmo solvente. Assim, reduziram-se as chances de
contaminacao quando da coleta das suspensdes contendo os respectivos entomopatogenos.

A pulverizagdo da calda ocorreu em ambiente com temperatura sempre
entre 10 e 25°C e umidade relativa do ar sempre acima de 50%, como indica a ISO (1996).
Seguindo o método proposto por Nilsson & Gripwall (1999), antes da coleta da suspensdo de
cada tratamento, o sistema de agitacdo do pulverizador foi acionado durante 15 minutos, para

homogeneizacao da calda.
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5.1 Delineamento experimental

Os microrganismos selecionados para o experimento foram:
Metarhizium anisopliae, Bacillus thuringiensis, AGMNPV e Steinernema glaseri. A escolha se
deu pela importancia dos entomopatdgenos em programas de controle bioldgico no Brasil.

O delineamento experimental utilizado, para os diferentes
entomopatogenos, foi o inteiramente casualizado, com sete tratamentos: pressdes de zero,
175,8; 351,6; 527.4; 703,2; 1.054,9 e 1.406,5 kPa (zero, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 lbf.pol'z).
A escolha destas pressdes teve como base a faixa de trabalho indicada para maior parte das
pontas empregadas na pulverizagdo de entomopatégenos.

As repeticdes foram de cinco, para M. anisopliae € B. thuringiensis,
dez para AgMNPYV e seis para S. glaseri. A diferenca entre as repeticdes dos entomopatdégenos
se deu pelas particularidades de analise e tamanho da amostra. Porém, ¢ importante ressaltar,
que o total de 20 graus de liberdade - condi¢do minima para andlise estatistica (BANZATTO
& KRONKA, 1995) - foram sempre superados.

Os dados (numero de esporos germinados, colonias bacterianas,
numero de lagartas infectadas e concentragdo de particulas virais e nimero de nematdides
viaveis) foram submetidos a verificacdo da homocedasticidade das variancias, pelo teste de
Hartley, a analise de varidncia (ANOVA) pelo teste “F” e a comparagao de médias pelo teste

Tukey, a 5,0 % de probabilidade.

5.2 Pressurizagdo e despressurizagido da calda de pulverizagdo com Metarhizium

anisopliae

O experimento foi realizado no Centro Experimental do Instituto
Bioldgico, localizado em Campinas - SP. O pulverizador semi-estacionario foi cedido pelo
Centro Avancado de Pesquisa Tecnologica do Agronegocio de Engenharia e Automagao -

IAC, localizado em Jundiai - SP.



25

Para a analise da calda pulverizada com o fungo M. anisopliae foi
utilizada a concentracdo de 2,5 x 10" conidios.L!, do isolado de IBCB-348, obtido de
Mahanarva fimbriolata.

A suspensdo pulverizada proveniente de cada tratamento foi coletada
em recipiente estéril e posteriormente inoculada em placa de Petri, com aliquotas de 0,1mL,
em meio contendo Batata Dextrose Agar (200 g de batata, 20 g de Dextrose; 20 g de Agar; 1 L
de agua destilada e 0,25 g de Pentabidtico) e espalhada com o auxilio da alga de Drigalsky.
Tal procedimento teve como intuito estimular a conidiogénese do fungo.

Apds o periodo de incubagio (24,1°C por 14 horas) foi realizada a
quantificagdo em microscopio otico (400x), contando-se os conidios por placa de Petri, a fim
de se calcular a porcentagem de esporos germinados (ALVES & MORAES, 1998). Em fungao
da dificuldade de se fotografar, com microscopio 6tico, a germinacdo dos conidios em meio de

cultura, foi utilizada, a fim de ilustragdo, a imagem obtida em microscopia eletronica de

varredura (Figura 2).

Figura 2. Conidios de Metarhizium anisopliae em microscopia eletronica de varredura

(1.000x), com (A) e sem (B) germinagao de esporos (IHARA, 2003).

O tamanho da amostra (quantidade de conidios calculados por
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repeticao, aqui representada por placa de Petri) foi definido pelo método proposto por Kranz
(1988) que leva em consideragdo a estabilizagdo da média e/ou desvio padrao dos dados

coletados e plotados em grafico.

5.3 Pressurizagio e despressurizagio da calda de pulverizagio com Bacillus

thuringiensis

O experimento foi realizado no Centro Experimental do Instituto
Biologico, Campinas - SP, utilizando-se o pulverizador semi-estacionario do IAC de Jundiai.

Para a bactéria B. thuringiensis, foi utilizada a concentragao de 1,0
gL' do produto comercial DIPEL® PM. A suspensdo pulverizada, proveniente de cada
tratamento, foi coletada em becker de 500 mL, sendo posteriormente submetida a um periodo
de 10 minutos a SOOC, em “banho-maria”, com o objetivo de se eliminar os contaminantes.

Foram realizadas sete diluicdes sucessivas, a partir de 1,0 mL da
suspensdo adicionando-se 9,0 mL de agua destilada, para se determinar a diluicdo que
possibilitasse a melhor quantificacdo das colonias. Posteriormente, o plaqueamento foi
realizado em “meio L” (10 g de Peptona; 5 g de extrato de levedura; 5 g de cloreto de sédio;
15 g de Agar e 1,0 L de 4gua destilada), sendo que o material foi transferindo para ambiente
controlado a 28,3°C por 17 horas. Ao final deste periodo foi escolhida a melhor diluicao e fez-
se a contagem do numero de coldnias, em cada repeticdo (placa de Petri), dos respectivos

tratamentos (Figura 3).

5.4 Pressurizagio e despressurizagio da calda de pulverizagio com Nucleopoliedrovirus

de Anticarsia gemmatalis (AgMNPYV)

O experimento foi realizado na EMBRAPA Soja, Londrina - PR. Por
necessitar de organismos ou células vivas para a sua multiplicagdo optou-se pela realizagao de
bioensaio, com lagartas de Anticarsia gemmatalis em terceiro instar, para verificagdo da

influéncia da pressurizagao e despressurizacao da calda de pulverizagdo contendo AgMNPV.
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Foi pulverizado 0,1 g.L"' do produto comercial BACULOVIRUS
AEE® PM. O produto utilizado continha, no minimo, 7,5 x 10° corpos poliédricos de inclusdo

(CPI).g". Coletou-se a suspensio dos tratamentos e, apdés homogeneizagio do material e

contagem dos CPI em camara de Neubauer, preparou-se a diluicdo de lote ajustada para 4,9 x

10* CPL.mL"".

Figura 3. Colonias de Bacillus thuringiensis em placa de Petri com meio "L".

A dieta artificial para 4. gemmatalis foi preparada utilizando-se os
seguintes ingredientes: 62,5 g de feijao; 50,0 g de germe de trigo; 25,0 g de proteina de soja;
25 g de caseina; 31,2 g de levedura; 20,0 g de agar; 3,0 g de 4cido ascorbico; 1,5 g de acido
sorbico; 2,5 g de methyl 4-hydroxybenzoate (nipagin); 0,125 g de antibiodtico; 7,5 g de

vitamina; 1,0 L de 4gua destilada e 3,0 mL de formol. Depois de preparada, a dieta foi
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resfriada a 50°C e misturada, em becker, 4 suspensdo com virus; na propor¢io de 10 mL da
suspensao para 90 mL de dieta. Assim, a concentragao resultante foi 4,9 x 10° CPL.mL™".

O controle da mortalidade das lagartas de A. gemmatalis por fatores
ndo controlados foi realizado em dieta artificial ndo contaminada pelo AgMNPV (10 mL de
agua destilada misturada a 90 mL de dieta). A eficicia do produto utilizado no teste foi
verificada pela inclusdo do tratamento com dieta artificial contaminada pelo AgMNPV padrao
da EMBRAPA Soja, que serve de controle de qualidade para os produtos formulados neste
centro de Pesquisa.

Colocaram-se 10 mL de dieta em copos plasticos com capacidade de
50 mL, deixando-se a temperatura ambiente para resfriamento. O tamanho da amostra
(nimero de lagartas de 4. gemmatalis, no inicio do terceiro instar, por copos plasticos com
dieta artificial) foi definido pelo método proposto por Kranz (1988) que leva em consideragdo
a estabilizacdo da média e ou desvio padrao dos dados coletados e plotados em grafico.

As lagartas foram mantidas em camara climatizada (BOD) a
temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa de 70 + 20 %, e fotofase de 14 horas. A avaliagdo
foi realizada através do registro da mortalidade de lagartas e seu agente causal, ao 12° dia de

fornecimento de dieta artificial contaminada pelo AgMNPV; quando normalmente empupam

(Figura 4). Os testes “F” e de Tukey foram aplicados com base nos dados coletados para a

concentragao de 4,9 x 10° CPL.mL" a0 122 dia.

Figura 4. Lagarta de Anticarsia gemmatalis, sadia (A) e infectada (B) por AgMNPV.
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5.5 Pressurizagio e despressurizagido da calda de pulverizagido com Steinernema
glaseri

O experimento foi realizado nos laboratérios de Tecnologia de
Aplicacdo de Produtos Fitossanitarios € de Nematologia, do Departamento de Producdo
Vegetal, Defesa Fitossanitaria da Faculdade de Ciéncias Agronomicas - UNESP, Campus de
Botucatu - SP.

Para o estudo da influéncia da pressurizagdo e despressurizagao da
calda quando da pulverizagdo do nematdide S. glaseri, foi necessario a multiplicagdo do
entomopatdogeno em larvas de traga-da-abelha (Galleria mellonella), pela inexisténcia de
produtos comerciais, do referido nematoéide, disponiveis no Brasil (WHITE, 1927).

A concentra¢io empregada foi de 75.000 juvenis infectivos.L™'. Ap6s a
passagem da calda pelo circuito hidraulico, sob as varias pressdes, coletou-se 1,0 L da calda
dos respectivos tratamentos e peneirou-se a suspensdo em malha 500, convertendo a
quantidade de juvenis infectivos.L™" para 20,0 mL.

As repetigdes de cada tratamento foram representadas pela contagem,
em microscopio optico com aumento de 40x, do niimero de juvenis infectivos por lamina de
Peters (com capacidade para 1,0 mL da suspensdo concentrada), apos 5,0 minutos da
passagem pelo circuito hidraulico. A avaliacdo foi fundamentada na porcentagem de juvenis
infectivos viaveis (Figura 5). O tamanho da amostra também foi definido pelo método

proposto por Kranz (1988).

Figura 5. Juvenis Infectivos de Steinernema glaseri em microscopio optico (40x), viavel (A),
ou nao (B).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Pressurizagiao e despressurizagido da calda de pulverizagio com Metarhizium

anisopliae

Na defini¢do do tamanho da amostra pelo método proposto por Kranz
(1988), houve estabilizagdo da média e desvio padrao da porcentagem de conidios germinados
com 100 conidios contabilizados por repeticdo, para o isolado de Mahanarva fimbriolata CB-
348 nas condi¢des deste experimento (Figura 6). Porém, como havia um numero
extremamente maior de conidios por placa de Petri, optou-se por analisar 200 conidios por
repeticao. Buscou-se, assim, minimizar ainda mais o efeito das variaveis nao controladas sobre
o método empregado na coleta de dados do experimento.

O teste de Hartley apontou homocedasticidade das variancias, ndo
sendo necessario a transformacdo dos dados. O teste estatistico “F” nao indicou diferencgas
significativas entre os tratamentos, com germinagdo média de conidios em 81,3%,
dispensando o teste de Tukey. O conidio do M. anmisopliae, por suas caracteristicas de
tamanho, mecanismo infectivo, colonizacdo e esporulagdo (ALVES, 1998 ¢ CHARNLEY,
2002), suportou tanto a pressurizacdo como a despressurizacdo da calda sem que houvesse
diferenga significativa na sua capacidade de germinacdo em meio de cultura, com um grau de

confiancga superior a 95% de probabilidade (Tabela 2).
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Figura 6. Média e desvio padrao da porcentagem de conidios germinados de Metarhizium
anisopliae, isolado IBCB-348 obtido de Mahanarva fimbriolata, em placa de Petri
com batata dextrose agar (BDA).

Os resultados obtidos corroboram com os testes realizados com V.
lecanii por Nilsson & Gripwall (1999), onde concluiram que somente a pressurizacao da calda
acima de 3 x 10° kPa, e conseqiientemente despressurizagdo neste nivel, influem
significativamente na viabilidade relativa de conidios de fungos.

No que se refere a faixa de pressdo empregada na tecnologia de
aplicagdo de agrotoxicos, pode-se utilizar os mesmos parametros para pulverizagdo do
entomopatogeno M. anisopliae. Isto viabiliza economicamente o emprego deste, por ndo haver
custos de adaptagao do parque de maquinas as particularidades do entomopatdgeno.

Recomenda-se a escolha dos filtros (da linha e do bico) e,

conseqiientemente, da ponta de pulverizacdo adequados a formulacdo dos produtos cujo
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ingrediente ativo seja o M. anisopliae. Malhas que retenham o produto no sistema hidraulico

podem afetar significativamente a eficacia do entomopatogeno.

Tabela 2. Porcentagem de conidios germinados de Metarhizium anisopliae, isolado IBCB-348
obtido de Mahanarva fimbriolata, concentragao de 2,5 x 10" conidios.L™!, em placa
de Petri com batata dextrose agar (BDA), apds serem submetidos a diferentes niveis

de pressurizacao e despressurizacdo em calda de pulverizagao.

Pressao (kPa) Meédia (%)

zero 83,2 NS"

175,8 83,2 NS

351,6 80,2 NS

5274 80,2 NS

703,2 80,8 NS

1.054.9 80,4 NS

1.406,5 81,2 NS

Desvio Padrio = 3,71 Erro Padrdo da Média = 1,66
Média Geral = 81,31 Coeficiente de Variacdo = 4,57

—nao significativo pelo teste , ao nivel de 5% de probabilidade (P > 0,05).
1) NS — ndo significati 1 “F” ivel de 5% d babilidade (P > 0,05

6.2 Pressurizagido e despressurizagio da calda de pulverizagdo com Bacillus

thuringiensis

A melhor dilui¢do obtida no método empregado para a contagem do
numero de coldnias por placa de Petri foi de 10” em relagio a dosagem original de 1,0 g.L"!
do produto comercial DIPEL® PM. Nesta dilui¢do, pode-se contar, de forma clara, 18
colonias, em média, por placa de Petri.

O teste de Hartley apontou homocedasticidade das variancias, ndo
sendo necessario a transformacao da média do numero de colonias por placa de Petri. O teste

estatistico “F” ndo indicou diferengas significativas entre tratamentos, dispensando o teste de
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Tukey. Dessa forma, pode-se afirmar, com um grau de confianca superior a 95% de
probabilidade, que os esporos de B. thuringiensis nao foram influenciados pela pressurizacao e

despressurizagao da calda quando pulverizados, até 1.406,5 kPa (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de colonias formadas a partir de esporos de Bacillus thuringiensis, na
dilui¢do de 10™ da concentragio de 1,0 g.L"! do produto comercial Dipel® PM, em
meio “L”, apds serem submetidos a diferentes niveis de pressurizagdo e

despressurizagao em calda de pulverizagao.

Pressao (kPa) Meédia (unidades)

zero 17,4 NS®

175,8 19,0 NS

351,6 21,4 NS

5274 17,0 NS

703,2 17,0 NS

1.054.,9 17,0 NS

1.406,5 17,2 NS

Desvio Padraio= 4,79 Erro Padrdo da Média = 2,14
Média Geral = 18,00 Coeficiente de Variacdo = 26,63

(1) NS — ndo significativo pelo teste “F”, ao nivel de 5% de probabilidade (P > 0,05).

E interessante ressaltar que apesar do método empregado avaliar a
capacidade de formacdo de colonia a partir do esporo, em meio de cultura, ndo se testou o
efeito da pressurizacdo e despressurizacdo sobre a d-endotoxina; que € a responsavel pela
morte do inseto-praga (ADDISON, 1993; ALMEIDA et al., 2001b). Contudo, se a
pressurizacao e despressurizagao nao afetaram o esporo da bactéria, provavelmente ndo afetara
o cristal; que por ter suas particulas mais coesas sofre menor efeito da pressurizacdo e
despressurizagao, conforme afirmacao de Okuno et al. (1982). Outro fator que deve ser levado
em consideracdo ¢ que o cristal forma-se na esporulacdo das colonias; portanto, se a
pressurizacdo e despressurizagdo ndo comprometeram o crescimento de colonias também nao

afetaram a formagao dos esporos.
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As consideragdes de Carvalhal & Alterthum (1999), Jannasch et al.
(1992), Pelczar (1997) e Munakata & Rupert (1972), sobre a resisténcia da bactéria, e no caso
especifico do género Bacillus, seu esporo, a pressurizacao, foram ratificadas. Tal resisténcia se
deve as caracteristicas morfoldgicas, arranjo anatdmico, tamanho e adaptacdo a ambientes
diversos (FAUST & BULLA Jr., 1982; HARRIS, 1990; ABBOTT, 1991 ¢ HABIB &
ANDRADE, 1998).

No ensaio conduzido por Munakata & Rupert (1972), a pressao de
600.000 kPa superou e muito as normalmente utilizadas na pressurizagdo da calda para
pulverizagdo de entomopatogenos. Contudo, mesmo em condi¢cdes extremas a capacidade
proliferativa dos esporos do género Bacillus nao foi afetada.

Além da resisténcia das estruturas da bactéria e seu esporo a
compressao das particulas corpdreas promovidas pela pressurizagdo, constatou-se nesse
experimento a capacidade de suporte dessas mesmas estruturas quando da expansdo abrupta
dos componentes do organismo, oriundos da despressuriza¢ao da calda quando langada pelo
sistema hidréaulico do pulverizador.

No que se refere a faixa de pressdo empregada na tecnologia de
aplicagdo de agrotoxicos, pode-se utilizar os mesmos parametros para pulverizacdo do
entomopatogeno B. thuringiensis, ndo necessitando de qualquer adaptacdo. O que viabiliza
economicamente o emprego deste, por ndo haver custos de adaptagdo do parque de maquinas

as particularidades do entomopatogeno.

6.3 Pressurizagio e despressurizagio da calda de pulverizagio com

Nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV)

A definicio do tamanho da amostra seguiu novamente o método
proposto por Kranz (1988), sendo que a estabilizagdo da média e desvio padrio da
porcentagem de lagartas de A. gemmatalis mortas pela agdo do AgMNPV ocorreu com 02
lagartas por parcela (Figura 7). Contudo, como houve a possibilidade da inclusdo de mais uma

lagarta no recipiente de 50 mL, optou-se por parcelas de 03 lagartas. Com este procedimento
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objetivou-se minimizar o efeito das variaveis ndo controladas sobre o método empregado na

coleta desses dados do experimento.
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Figura 7. Média e desvio padrao da porcentagem de lagartas de Anticarsia gemmatalis, em
terceiro instar, mortas pela acdo de AgMNPV, ao décimo segundo dia em dieta

artificial com 4,9 x 10° CPLmL™.

O teste de Hartley apontou heterocedasticidade das variancias, sendo

necessario a transformagdo dos dados em arc sen/x+1. O teste estatistico “F” indicou
diferencas significativas entre os tratamentos, com um grau de confianga superior a 99% de
probabilidade.

Dessa forma, empregou-se o teste de Tukey para verificagdo das
diferencas entre as médias dos tratamentos. Verificou-se que os tratamentos envolvendo as
pressurizacdes da calda em zero; 175,8; 351,6; 527,4; 703,2; 1.054,9; 1.406,5 kPa e AgMNPV

padrao ndo diferiram significativamente entre si no que se refere a eficacia na mortalidade de
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lagartas de 4. gemmatalis, com média de 98,6%. Os referidos tratamentos so diferiram
significativamente da testemunha, com 3,3% de mortalidade, que neste caso representou a

alimentacao das lagartas com dieta sem impregna¢do do AGMNPV (Tabela 4.).

Tabela 4. Porcentagem de lagartas de Anticarsia gemmatalis, em terceiro instar, mortas pela
acio de AgMNPV - no décimo segundo dia em dieta artificial com 4,9 x 10’
CPLmL"' - apds serem submetidos a diferentes niveis de pressurizagio e

despressurizagcdo em calda de pulverizagao.

Pressao (kPa) Meédia (%)
Testemunha 3,34 B

ZEero 100,0 A

175,8 100,0 A

351,6 97,4 A

527,4 100,0 A

703,2 933 A

1.054.,9 100,0 A

1.406,5 100,0 A

AgMNPV Padrao 100,0 A

DMS (Tukey) = 10,95

Desvio Padriao = 6,41 Erro Padrdo da Média = 2,86
Média Geral = 7824 Coeficiente de variacdo = §,19

(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

O AgMNPYV, por suas caracteristicas morfologicas, tamanho e massa
(ARIF, 1986; MURPHY et al., 1995; MARUNIAK, 1986), suportou tanto a pressurizagao
quanto a despressurizacdo da calda sem que houvesse diferenca significativa na sua
capacidade infectiva de lagartas de terceiro instar de 4. gemmatalis.

Os resultados obtidos corroboram com as afirmagoes de Alves et al.
(1998) e com os testes realizados por Silva & Moscardi (2002) que dissertam sobre a

semelhanca das bases técnicas de tecnologia de aplicagdo de AgMNPYV e de agrotoxicos.
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No que se refere a faixa de pressdo empregada na tecnologia de
aplicagdo de agrotoxicos, pode-se utilizar os mesmos parametros para pulverizacdo do
entomopatogeno AgMNPV, ndo necessitando de qualquer adaptacdo. O que viabiliza
economicamente o emprego deste, por nao haver custos de adaptacdo do parque de maquinas
as particularidades do entomopatogeno.

A escolha correta dos filtros (tanque, linha e bico) e,
conseqiientemente, da ponta de pulverizagdo adequados a formula¢do dos produtos a base de
AgMNPV, ¢ de fundamental importancia para que o ingrediente ativo nao fique retido nas
malhas e afete significativamente a eficacia do processo. Silva & Moscardi (2002) concluiram
que as formulag¢des controlam adequadamente a praga, em comparagdo a testemunha; no
entanto, foram significativamente inferiores a preparacdo do virus obtidas por maceracio e
filtragem de lagartas, demonstrando que essas formulagdes necessitam de aperfeicoamento. O
problema pode ter sua causa ndo na formulagdo, e sim no tamanho da malha de filtros do

tanque, linha e bico escolhidas para a pulverizacdo de um produto p6 molhavel.

6.4 Pressurizagido e despressurizagio da calda de pulverizagdo com Steinernema

glaseri

A definicdo do tamanho da amostra também seguiu 0 método proposto
por Kranz (1988). No caso do nematdide entomopatogénico S. glaseri a estabilizagdo da
média e desvio padrao se deu com 10 juvenis infectivos por lamina de Peters, conforme os
dados plotados na Figura 8. Todavia, devido a dificuldade de se precisar o nimero de
nematdides por volume, a verificagdo da porcentagem de juvenis infectivos viaveis teve
variacao de 09 a 20 individuos por ldmina de Peters. Portanto, conseguiu-se trabalhar com o
intervalo de nematoides nas amostras das parcelas compativel com o método proposto por
Kranz (1988), dando confiabilidade estatistica a analise dos dados.

O teste de Hartley apontou homocedasticidade das variancias, ndo
sendo necessario a transformacdo dos dados. O teste estatistico “F” ndo indicou diferengas
significativas entre os tratamentos, dispensando o teste de Tukey. Os juvenis infectivos de

nematoides S. glaseri mesmo sendo um dos maiores entomopatogenos (AGUILLERA, 2003;
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BERG, et al. 1987; FERRAZ, 1998; GAUGLER, 2003 ¢ NGUYEN, 2002), suportou tanto a
pressurizacdo como a despressurizacdo da calda sem que houvesse diferenca significativa na

porcentagem de juvenis infectivos vidveis, com um grau de confianga superior a 95% de

probabilidade (Tabela 5).
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Figura 8. Média e desvio padrdo da porcentagem de juvenis infectivos viaveis de Steinernema

glaseri, em lamina de Peters.

Os resultados obtidos corroboram com as afirmacdes de Poinar (1986)
e Aguillera (2003), onde concluiram que somente a pressurizacio da calda acima de 2 x 10
kPa, e conseqlientemente despressurizagdo neste nivel, influem significativamente na
viabilidade relativa de juvenis infectivos.

No que se refere a faixa de pressdo empregada na tecnologia de
aplicagdo de agrotoxicos, pode-se utilizar os mesmos parametros para pulverizacdo do
entomopatogeno S. glaseri, ndo necessitando de qualquer adaptagdo. O que viabiliza
economicamente o emprego deste, por nao haver custos de adaptacdo do parque de maquinas

as particularidades do entomopatogeno.
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Tabela 5. Porcentagem de juvenis infectivos vidveis de Steinernema glaseri, em lamina de
~ . . . -1 , .
Peters, concentracdao de 75.000 juvenis infectivos.L™, apos serem submetidos a

diferentes niveis de pressurizacao e despressurizacao em calda de pulverizagao.

Pressao (kPa) Meédia (%)

zero 87,3 NS

175,8 82,0 NS

351,6 87,8 NS

527,4 86,7 NS

703,2 85,3 NS

1.054,9 84,2 NS

1.406,5 83,2 NS

Desvio Padrdao = 6,07 Erro Padrdo da Média = 2,48
Média Geral = 85,21 Coeficiente de Variagcdo = 7,12

(1) NS — ndo significativo pelo teste “F”, ao nivel de 5% de probabilidade (P > 0,05).

Importante ressaltar a retirada dos filtros do sistema hidraulico. Com
certeza impediriam a passagem do nematoide S. glaseri, pois o comprimento médio da forma
infectiva empregada no experimento foi de 1.130 um. A maior malha compativel com as
pontas comumente utilizadas na aplicacdo de agrotoxicos ¢ de numero 50, que representa 50
orificios por polegada. Ora se uma polegada tem 0,0254 m, ou 25.400 um, o valor da divisdo
por 50 ¢ igual a 508 um; valor este ja 45% inferior, desprezando-se o espago ocupado pela

malha metalica, ao tamanho médio do entomopatogeno.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

As pressdes recomendadas nas pulverizagdes de entomopatdogenos
tém-se limitado ao intervalo de 175,8 a 632,9 kPa (FERRON, 1978; BATEMAN, 1992;
MATHEWS, 1992; DOURO-KPINDOU et al., 1995; JARONSKI et al., 1996; WRAIGHT &
BRADLEY, 1996; POPRAWSKI, et al., 1997 ¢ MILENIA, 2001). O experimento abrangeu
uma faixa de pressdo com o dobro da comumente recomendada, para sanar quaisquer duvidas
do efeito dessa variavel sobre a viabilidade dos entomopatdgenos em teste.

A retirada dos filtros do sistema hidraulico do pulverizador se fez
necessario para evitar que uma varidvel ndo controlada interviesse nos resultados do
experimento. Cabe a orientacdo de especialistas em tecnologia de aplicacdo na escolha das
pontas e seus respectivos filtros para aplicacdo de entomopatogenos, € no desenvolvimento de
métodos que levem em consideragdo as especificidades de cada organismo pulverizado para o
controle de insetos-praga.

Com este trabalho, as duvidas levantadas por Matuo (1987), Alves et
al. (1998), Matthews (1999), Ramos (2000) e Moscardi (2001), relacionadas a influéncia da
pressurizacdo e despressurizagdo sobre a viabilidade de microrganismos entomopatogénicos,
foram esclarecidas; para os entomopatdogenos Metarhizium anisopliae, Bacillus thuringiensis,

AgMNPV e Steinernema glaseri.
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8 CONCLUSOES

Os entomopatogenos Metarhizium anisopliae, Bacillus thuringiensis,
AgMNPV e Steinernema glaseri, podem ser pulverizados com pressdes de até 1.406,5 kPa,

sem que haja perdas na viabilidade desses organismos.
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