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RESUMO: Avaliou-se a influéncia da pressurizacdo da calda de pulverizacdo na viabilidade dos
seguintes microrganismos entomopatogénicos: o fungo Metarhizium anisopliae, a bactéria Bacillus
thuringiensis var. kurstaki, o nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) e o nematéide
Steinernema glaseri. Utilizou-se do sistema hidraulico de um pulverizador, sem filtros, equipado com
ponta de pulverizacdo de jato conico JA-2. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado, com sete tratamentos: pressurizacdo da calda em 172; 345; 517; 689; 1.034 e 1.379 MPa,
e a testemunha (calda ndo submetida a pressuriza¢do). A avaliacdo da viabilidade de M. anisopliae foi
realizada por meio da porcentagem de germinagdo dos conidios. Para B. thuringiensis, foi considerado
o nimero de colonias. A eficicia do AgMNPV foi estimada indiretamente, pela mortalidade causada
as lagartas de A. gemmatalis no inicio do terceiro instar, alimentadas com dieta artificial impregnada
com suspensdo viral. No caso do S. glaseri, foi calculada a porcentagem de individuos vivos em
lamina de Peters. Conclui-se que se podem pulverizar os entomopatégenos M. anisopliae, B.
thuringiensis, AgMNPV e S. glaseri, até a pressdo de 1.379 MPa, sem que haja perda na viabilidade
desses organismos utilizados como agentes de controle biolégico.

PALAVRAS-CHAVE: tecnologia de aplicacdo, controle bioldgico.

PRESSURIZATION OF THE SPRAYING SUSPENSION AND VIABILITY OF
ENTOMOPATHOGENS

ABSTRACT: The objective of this research was to evaluate the influence of spraying pressurization
upon the viability of the following entomopathogens microorganisms: the fungus Metarhizium
anisopliae, the bacterium Bacillus thuringiensis var. kurstaki, the nucleopolyhedrovirus of Anticarsia
gemmatalis (AgMNPV), and the nematode Steinernema glaseri. The sprayer hydraulical system was
used without filters and equipped with JA-2 hollow-cone nozzle type. The experimental design was
completely randomized, with seven treatments: pressurization of spraying suspension at 172; 345; 517,
689; 1,034 and 1,379 MPa, and check (suspension not submitted to the pressurization). Evaluation of
the viability of M. anisopliae was estimated by the percentage of germinated conidia. For B.
thuringiensis, by the number of colonies formed. Efficiency on AgMNPV was estimated indirectly, by
means of mortality caused to A. gemmatalis infected as early third-instars larvae reared in an artificial
diet impregnated with the viral suspension. For the experiment with S. glaseri it was calculated the
percentage of live specimens on Peters slide-blade. It concluded that the entomopathogens M.
anisopliae, B. thuringiensis, AGMNPV and S. glaseri can be sprayed up to the pressure of 1,379 MPa
without losing the viability of those organisms as biological control agents.

KEYWORDS: application technology, biological control.
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INTRODUCAO

O controle bioldgico de pragas tem-se destacado como op¢ao ao controle quimico, pela busca de
produtos fitossanitarios que minimizem os danos a saude do agricultor, do consumidor e ao ambiente.
O uso de bioinseticidas a base de fungos, bactérias, virus e nematdides entomopatogé€nicos tem
aumentado no Pais. No entanto, as aplicagdes desses agentes biolégicos tém sido realizadas com as
mesmas técnicas de pulverizacdo desenvolvidas para produtos quimicos, sem nenhuma avaliacao
prévia dos possiveis danos que os equipamentos poderiam causar a viabilidade de tais organismos
(ALVES, 1986).

Partindo do pressuposto que esta pulverizando organismos vivos, estima-se que a pressurizagao
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 ap0ds a pulverizagdo, pode estar reduzindo o ndmero de estruturas
vidveis para o controle de determinado inseto-praga e, conseqiientemente, a eficicia do bioinseticida.

Em testes envolvendo pressurizacdo e despressurizacio na pulverizagdo de fungos
entomopatogénicos, NILSSON & GRIPWALL (1999) submeteram vérios produtos comerciais a base
de blastéporos e conidios de Verticillium lecanii as pressdes de 1 x 10%; 3 x 10° e 5 x 10> MPa. Os
autores concluiram que a pressdo de 1 x 10° MPa néo influiu significativamente na viabilidade relativa
do fungo; porém, na pressao de 3 x 10° MPa, a viabilidade caiu de 100 para cerca de 80%, e com
5 x 10° MPa chegou-se somente a 45% de viabilidade relativa de blastéporos e conidios de V. lecanii.
Esporos do género Bacillus, em ensaios conduzidos por MUNAKATA & RUPERT (1972),
suportaram pressurizacdo de até 6 x 10> MPa, em diferentes periodos e temperaturas, sem que sua
viabilidade fosse afetada. MOSCARDI (1999) e SILVA & MOSCARDI (2001) estudaram a
formulacao, pH da calda, volume da calda e horério de aplicagdo do AgMNPV, porém nao analisaram
a influéncia da pressurizagdo e da despressurizardo da calda pulverizada na viabilidade do referido
entomopatégeno. Segundo POINAR JUNIOR (1986) e AGUILLERA (2003), nio ha alteracio
significativa na viabilidade de nematdides entomopatogénicos pulverizados com pressdes de até
2.068 MPa.

O objetivo deste experimento foi avaliar a influéncia da pressurizacao da calda de pulverizagao,
em até 1.379 MPa, na viabilidade dos seguintes microrganismos entomopatogénicos: o fungo
Metarhizium anisopliae, a bactéria Bacillus thuringiensis var. kurstaki, o nucleopoliedrovirus de A.
gemmatalis (AgMNPV) e o nematdide Steinernema glaseri.

MATERIAL E METODOS

O pulverizador empregado no experimento foi do tipo semi-estaciondrio, com motor elétrico
trifasico de 2,9 kW (4,0 cv); bomba de trés pistdes, modelo JP 42A, pressdo médxima de 3,5 x 10° MPa,
rotacdo de 800 rpm, vazdo de 42 L min™' e tanque com capacidade de 600 L. A ponta de pulverizacio
escolhida foi a de jato conico JA-2, por atender as especificagdes das pressdes estabelecidas para o
experimento (JACTO, 2002). Todos os filtros do sistema hidrdulico (do tanque, de linha e do bico)
foram retirados, evitando que essa varidvel influenciasse nos resultados do experimento.

O volume de calda estabelecido para todos os entomopatégenos foi 200 Lha'. O solvente
utilizado foi a dgua, deionizada e esterilizada, para evitar o desenvolvimento de contaminantes nos
tratamentos do experimento. O pH do solvente variou de 6,1 a 6,8. A pulverizacdo da calda ocorreu em
ambiente com temperatura entre 10 e 25 °C e umidade relativa do ar acima de 50%, como indica a
International Standardization Organization - 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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A escolha de M. anisopliae, B. thuringiensis, AgMNPV e S. glaseri deu-se pela importancia
desses entomopatdogenos em programas de controle biolégico no Brasil. Antes da aplicagdao de cada
organismo, todo o sistema hidraulico foi limpo pela passagem de dgua deionizada e esterilizada,
durante 15 minutos, seguido de triplice lavagem no tanque com o mesmo solvente. Assim, reduziram-
se as chances de contaminacdo durante a coleta das suspensdes contendo os entomopatdgenos.

O delineamento experimental adotado, para os diferentes entomopatégenos, foi inteiramente
casualizado, com sete tratamentos: pressurizacdo da calda em 172; 344; 517; 689; 1.034; 1.379 MPa e
a testemunha (calda ndo submetida a pressuriza¢do). A escolha dessas pressdes deveu-se a faixa de
trabalho indicada para maior parte das pontas empregadas na pulverizacdo de entomopatégenos.
Foram realizadas cinco repeticdes para M. anisopliae e B. thuringiensis, dez para AGQMNPV e seis para
S. glaseri. A diferenca do nimero de repeticdes deu-se pelas particularidades de andlise e tamanho da
amostra.

Os dados (ntimero de esporos germinados, colonias bacterianas, nimero de lagartas infectadas e
concentracdo de particulas virais e nimero de nematdides vidveis) foram submetidos a verificagdo da
homocedasticidade das variancias, pelo teste de Hartley, a andlise de variancia (ANOVA), pelo teste
“F”, e a comparagao de médias, pelo teste LSD, a 5,0% de probabilidade.

O experimento inerente ao M. anisopliae foi realizado no Centro Experimental do Instituto
Biolégico, Campinas - SP. O pulverizador semi-estaciondrio foi cedido pelo Centro Avancado de
Pesquisa Tecnoldgica do Agronegécio de Engenharia e Automacdo - IAC, Jundiai - SP. A
concentracdo utilizada foi de 2,5 x 10" conidios por litro, do isolado de IBCB 348, obtido de
Mahanarva fimbriolata. A suspensdo pulverizada proveniente de cada tratamento foi coletada em
recipiente esterilizado e posteriormente inoculada em placa de Petri, com aliquotas de 0,1 mL, em
meio contendo Batata Dextrose Agar (200 g de batata, 20 g de Dextrose, 20 g de Agar, 1 L de dgua
destilada e 0,25 g de Pentabidtico) e espalhada com o auxilio da al¢a de Drigalsky. Tal procedimento
teve como intuito estimular a germinacao do M. anisopliae. Apds o periodo de incubacgdo (24,1 °C por
14 h), o fungo foi observado em microscépio Optico (400x), a fim de calcular a porcentagem de
esporos germinados (ALVES & MORAES, 1998). O tamanho da amostra foi definido pelo método
proposto por KRANZ (1988), que considera a estabilizacdo da média e/ou desvio-padrao dos dados
coletados e plotados em gréfico.

No que se refere ao B. thuringiensis, o experimento foi realizado no Centro Experimental do
Instituto Biol6gico, Campinas - SP, utilizando-se do pulverizador semi-estaciondrio do IAC, Jundiaf -
SP. Foi utilizada a concentracdo de 1,0 gL' do produto comercial DIPEL® PM. A suspensao
pulverizada, proveniente de cada tratamento, foi coletada em Becker de 500 mL, sendo posteriormente
submetida a um periodo de 10 minutos a 80 °C, em “banho-maria”, visando a eliminacdo de
contaminantes. Foram realizadas sete diluicdes sucessivas, a partir de 1,0 mL da suspensao,
adicionando-se 9,0 mL de dgua destilada, para determinar a dilui¢do 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), e
o material transferido para ambiente controlado (28 °C), o qual foi mantido por 17 h. Ao final desse
periodo, escolheu-se a melhor diluicdo e fez-se a contagem do nimero de col6nias dos respectivos
tratamentos.

As etapas do experimento com AgMNPV foram realizadas na Embrapa Soja, Londrina - PR. Em
funcdo da necessidade de organismos ou células vivas para a sua multiplicagdo, optou-se pela
realizacdo de bioensaio, com lagartas de Anticarsia gemmatalis de terceiro instar, para verificacdo da
influéncia da pressurizacdo da calda de pulverizacdo contendo AgMNPV. Foi pulverizado 0,1 g L' de
uma formulagdo PM (experimental), produzida na Embrapa Soja, a qual continha, no minimo, 7,5 x
10° corpos poliédricos de inclusdao (CPI) g'l. Coletou-se a suspensdo dos tratamentos e, apods
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homogeneizacdo do material e contagem dos CPI em camara de Neubauer, foi preparada a dilui¢do de
lote ajustada para 1,6 x 10* CPImL™". A dieta artificial para A. gemmatalis foi preparada de acordo
com HOFFMANN et al. (1985). Depois de preparada, a dieta foi resfriada a 50 °C e misturada, em
Becker, a suspensdo com virus, na propor¢do de 10 mL da suspensdo para 90 mL de dieta. Assim, a
concentracdo viral resultante foi 1,6 x 10° CPImL". O controle da mortalidade das lagartas de A.
gemmatalis por fatores ndo controlados foi realizado em dieta artificial ndo inoculada pelo AgMNPV
(10 mL de agua destilada misturada a 90 mL de dieta). A eficdcia do produto utilizado no teste foi
verificada pela inclusdo do tratamento com dieta artificial inoculada pelo AgMNPV-padrio da
Embrapa Soja, que € utilizado no controle de qualidade de lotes de AgMNPYV formulados nesse 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 A.
gemmatalis, no inicio do terceiro instar, por copo plastico com dieta artificial) foi definido pelo
método proposto por KRANZ (1988). As lagartas foram mantidas em camara climatizada (BOD), a
temperatura de 26 * 2 °C, umidade relativa de 70 + 20%, e fotofase de 14 h. A avaliacdo foi realizada
por meio do registro da mortalidade de lagartas e seu agente causal, ao 12° dia do fornecimento de
dieta artificial contaminada pelo AgMNPV, quando as larvas sobreviventes normalmente empupam.

O estudo com S. glaseri foi realizado nos laboratérios de Tecnologia de Aplicacdo de Produtos
Fitossanitdrios e de Nematologia, do Departamento de Producdo Vegetal, Defesa Fitossanitdria da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - UNESP, Campus de Botucatu - SP. A multiplicacdo desse
entomopatogeno foi realizada em larvas da traga-das-colméias (Galleria mellonella). A concentracio
empregada foi de 75 mil juvenis infectivos por litro. Apds a passagem da calda pelo circuito
hidriulico, sob as diferentes pressdes, coletou-se 1,0 L da calda dos respectivos tratamentos e
peneirou-se a suspensdao em malha 500, convertendo a quantidade de juvenis infectivos por litro para
20,0 mL. Procedeu-se a determinag¢do, em microscopio esteroscopio com aumento de 40x, da
porcentagem de juvenis infectivos vidveis por mL, com o auxilio da lamina de Peters, apds 5,0
minutos da passagem pelo circuito hidrdulico. O tamanho da amostra também foi definido pelo método
proposto por KRANZ (1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na definicdo do tamanho da amostra para o isolado IBCB-348 de M. anisopliae, houve
estabilizacdo da média e desvio-padrdao da porcentagem de conidios germinados com 100 conidios
contabilizados por repeticdo, nas condi¢des deste experimento. Porém, pelo niimero extremamente
maior de conidios por placa de Petri, optou-se por analisar 200 conidios por repeti¢do. O teste de
Hartley apontou homocedasticidade das variancias, ndo sendo necessaria a transformacao dos dados. O
teste “F” ndo indicou diferengas significativas entre os tratamentos, ndo havendo necessidade da
aplicacdo do teste LSD (Tabela 1). Os conidios de M. anisopliae suportaram a pressurizacio da calda
sem que houvesse diferencga significativa na sua capacidade de germinacdo em meio de cultura, com
grau de confianca superior a 95% de probabilidade. Os resultados obtidos confirmam os testes
realizados com outro fungo (V. lecanii) por NILSSON & GRIPWALL (1999), em que os autores
concluiram que somente as pressurizacdes da calda acima de 3 x 10° MPa influem significativamente
na viabilidade relativa dos conidios do fungo.

A melhor diluicdo obtida no método empregado para a contagem do nimero de colonias de B.
thuringiensis por placa de Petri foi de 10” em relacdo 4 dosagem original de 200 gha” do produto
comercial DIPEL® PM. Nessa diluicao, podem-se contar, de forma clara, 18 coldnias, em média, por
placa de Petri. O teste de Hartley apontou homocedasticidade das variancias, ndo sendo necessdria a
transformac¢ao da média do nimero de colonias por placa de Petri. O teste “F” ndo indicou diferengas
significativas entre tratamentos, ndo havendo necessidade da aplicacdo do teste LSD (Tabela 2). Dessa
forma, pode-se afirmar que os esporos de B. thuringiensis nao foram influenciados pela pressurizagcao
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da calda em até 1.379 MPa. No ensaio conduzido por MUNAKATA & RUPERT (1972), a pressdo de
6 x 10° MPa superou em muito aquelas normalmente utilizadas na pressurizacio da calda de
pulverizagdo com entomopatdogenos. Contudo, mesmo em condi¢Oes extremas, a viabilidade dos
esporos do género Bacillus nao foi afetada. Além da resisténcia da bactéria a compressao promovida
pela pressurizacdo, constatou-se, neste experimento, a tolerancia do organismo a despressurizacdo da
calda quando langada pelo sistema hidraulico do pulverizador.

TABELA 1. Viabilidade de conidios germinados de Metarhizium anisopliae, isolado IBCB 348,
obtido de Mahanarva fimbriolata, concentragcdo de 2,5 x 10'° conidios por litro, em placa
de Petri com batata dextrose dgar (BDA), apds serem submetidos a diferentes niveis de
pressurizacdo da calda de pulverizagao.

Pressdo (MPa) Germinagao (%)
Testemunha (calda ndo submetida a pressurizacao) 83,211
172 83,2
345 80,2
517 80,2
689 80,8
1.034 80,4
1.379 81,2
Desvio-Padrao = 3,71 Erro-Padrao da Média = 1,66
Média Geral = 81,31 Coeficiente de Variagdo = 4,57

M Nio significativo pelo teste “F”, a 5% de probabilidade (P > 0,05).

TABELA 2. Numero de coldnias formadas a partir de esporos de Bacillus thuringiensis (diluicdo de
10° da concentracdo de 1,0 g L' do produto comercial Dipel® PM) em meio “L”, apds
serem submetidos a diferentes niveis de pressurizacao da calda de pulverizagao.

Pressdo (MPa) Numero de Coldnias (unidades)
Testemunha (calda ndo submetida a pressurizagao) 17,40
172 19,0
345 21,4
517 17,0
689 17,0
1.034 17,0
1.379 17,2
Desvio-Padrio = 4,79 Erro-Padrido da Média = 2,14
Média Geral = 18,00 Coeficiente de Variacdo = 26,63

'NS — nio significativo pelo teste “F”, a 5% de probabilidade (P > 0,05).

Com respeito ao ensaio com AgMNPV, a média e o desvio-padrdo se estabilizaram com duas
lagartas por parcela ou copo. Contudo, em funcio da possibilidade de inclusdo de mais uma lagarta no
recipiente de 50 mL, optou-se por trés lagartas. O teste de Hartley apontou homocedasticidade das
variancias, nao sendo necessdria a transformacdo dos dados. O teste “F’ indicou diferencas
significativas entre os tratamentos, com grau de confianga superior a 99% de probabilidade. Os
tratamentos envolvendo as pressurizacdes da calda em até 1.379 MPa e AgMNPV-padrio ndo
diferiram significativamente entre si no que se refere a eficidcia na mortalidade de lagartas de A.
gemmatalis, com média de 83,34%, pelo teste LSD, a 5,0%. Os referidos tratamentos s6 diferiram
significativamente da testemunha, com 3,3% de mortalidade, que, nesse caso, representou a
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alimentacdo das lagartas com dieta sem impregnacdo do AgMNPV (Tabela 3). Evidencia-se que as
pressdes utilizadas ndo afetaram a atividade do AgMNPV.

TABELA 3. Mortalidade de lagartas de Anticarsia gemmatalis, em terceiro instar, pela acdo do
AgMNPV, no 12° dia em dieta artificial com 4,9 x 10° CPI mL'l, apods serem submetidas
a diferentes niveis de pressurizac¢do da calda de pulverizacao.

Pressdao (MPa) Mortalidade (%)
Testemunha 1 (dieta artificial ndo inoculada pelo AGMNPV) 3,3b"
Testemunha 2 (calda ndo submetida a pressurizacdo) 933a
172 96,7 a
345 90,0 a
517 96,7 a
689 933 a
1.034 90,0 a
1.379 90,0 a
AgMNPV-Padrio 96,7 a
Desvio-Padrio = 13,39 Erro-Padrido da Média = 4,23
Média Geral = 83,34 Coeficiente de variagdo = 16,07

(' Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste LSD, a 5% de probabilidade.

No caso do nematdide entomopatogénico S. glaseri, a estabilizacdo ocorreu com dez juvenis
infectivos por lamina de Peters (Figura 3). Todavia, devido a dificuldade de precisar o nimero de
nematoides por volume, a verificagdo da porcentagem de juvenis infectivos vidveis teve variacdo de
nove a 20 individuos por lamina de Peters. Portanto, foi possivel trabalhar com o intervalo de
nematdides nas amostras das parcelas compativel com o método proposto por KRANZ (1988),
conferindo confiabilidade estatistica a andlise dos dados.

O teste de Hartley apontou homocedasticidade das varidncias, ndo sendo necessdria a
transformac¢ao dos dados. O teste “F” ndo indicou diferengas significativas entre os tratamentos. Dessa
forma, os juvenis infectivos de S. glaseri suportaram os diferentes niveis de pressurizacdo da calda
sem que houvesse diferenca significativa na porcentagem de juvenis infectivos vidveis, com grau de
confianca superior a 95% de probabilidade (Tabela 4).

Os resultados obtidos com S. glaseri corroboram as afirmacdes de POINAR (1986) e
AGUILLERA (2003), que concluiram que somente a pressurizacdo da calda acima de 2 x 10° MPa
influem significativamente na viabilidade relativa de juvenis infectivos de nematdides
entomopatogénicos. E importante ressaltar a necessidade da retirada dos filtros do sistema hidraulico.
Com certeza, esses filtros impediriam a passagem do nematoide S. glaseri, pois 0 comprimento médio
da forma infectiva empregada no experimento foi de 1.130 wm. A maior malha compativel com as
pontas comumente utilizadas na aplicacdo de agrotéxicos é de nimero 50, que representa 50 orificios
por polegada. Se uma polegada tem 25.400 wm, o resultante da divisdo por 50 € igual a 508 wm; valor
esse ja 45% inferior ao tamanho médio do nematdide.

Com relagcdo a faixa de pressdo empregada na aplicacdo de agrotéxicos, podem-se utilizar os
mesmos parametros para a pulverizacdo dos entomopatdgenos testados neste experimento, sem custos
de adaptacdo das maquinas as particularidades dos organismos.
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TABELA 4. Juvenis infectivos vidveis de Steinernema glaseri, concentracdo de 75 mil juvenis
infectivos por litro, apds serem submetidos a diferentes niveis de pressurizacdo da calda
de pulverizacio.

Pressdo (MPa) Juvenis Infectivos Viaveis (%)
Testemunha (calda ndo submetida a pressurizacao) 87,3
172 82,0
345 87,8
517 86,7
689 85,3
1.034 84,2
1.379 83,2
Desvio-Padrao = 6,07 Erro-Padriao da Média = 2,48
Média Geral = 85,21 Coeficiente de Variagdo = 7,12

(NS - ndo significativo pelo teste “F”, a 5% de probabilidade (P > 0,05).

CONCLUSOES

Os entomopatdgenos Metarhizium anisopliae, Bacillus thuringiensis, AgMNPV e Steinernema
glaseri podem ser pulverizados com pressdes de até 1.379 MPa sem que haja perdas na viabilidade
desses organismos.
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