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A cochonilha-do-carmim (Dactylopius opuntiae) tem causado severos
danos ao cultivo da palma no Semiárido brasileiro. O controle biológico
utilizando fungos entomopatogênicos tem se mostrado uma alternativa
viável para introdução no manejo integrado da praga, no entanto as
condições climáticas do Semiárido são muito restritivas ao controle
microbiano, demandando o desenvolvimento de formulações adequadas.
Assim, este trabalho teve por objetivo selecionar compostos
fotoprotetores efetivos e compatíveis para a formulação de conídios de
Beauveria bassiana LCB63. Em um primeiro experimento, avaliou-se o
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Introdução

efeito de doses dos diferentes compostos sobre a germinação de
conídios em meio de cultivo. No segundo experimento, avaliou-se a
fotoproteção conferida por Neo Heliopan AV (Metoxicinamato de octila),
Neo Heliopan E1000 (Metoxicinamato de isoamila) (Symrise Inc.) e
Oxibenzona (Sigma Inc.) e de amido e leite em pó desnatado, em
exposição direta a radiação UV. Nenhum dos fotoprotetores sintéticos
apresentou efeito deletério sobre a germinação dos conídios nas
dosagens avaliadas. Os fotoprotetores hidrossolúveis apresentaram
efetividade limitada a um tempo de exposição inferior a 2 horas. Em
exposição superior, os fotoprotetores sintéticos apresentaram resultados
superiores ao controle e aos fotoprotetores hidrossolúveis. Os melhores
resultados foram obtidos com a aplicação dos derivados do ácido
metoxicinâmico.

Palavras-chave: controle microbiano, fotoprotetores, cochonilha-do-
carmim.

Isolados dos fungos entomopatogênicos como Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae apresentaram resultados promissores para o
controle de D. opuntiae (BRITO et al., 2008). No entanto, em condições
de campo a eficácia de inseticidas biológicos se reduz de modo
acentuado, já que o processo patogênico depende de uma série de
fatores ambientais como temperatura, umidade relativa do ar, exposição
à radiação solar direta, principalmente aos raios ultravioletas, saturação
de água, fatores fungistáticos e outros (REIS et al., 2005). Estratégias
de controle biológico em condições adversas requerem o
desenvolvimento de formulações capazes de proteger os conídios dos
efeitos deletérios provocados pelo ambiente.

A tolerância à exposição à radiação UV é variável entre as espécies de
fungos entomopatogênicos. Uma avaliação realizada por Fernandes et al.
(2007) identificou variabilidade genética quanto à resistência aos raios
UV-B entre isolados de B. bassiana e M. anisopliae expostos a uma fonte
artificial de radiação. Aparentemente, a existência e o grau de
resistência estão associados à origem geográfica dos isolados, já que
isolados oriundos de latitudes mais baixas apresentaram menor
suscetibilidade à exposição (BRAGA et al., 2001; LELAND et al., 2005;
FERNANDES et al., 2007).
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Material e Métodos

O resultados positivos têm sido obtidos quanto à associação de
fotoprotetores às formulações a serem utilizadas em campo que
aumentam a tolerância dos conídios à radiação ultravioleta A e B
(EDGINGTON et al., 2000). Alves et al. (1998), sugeriram que a maioria
dos conídios de fungos entomopatogênicos podem ser encapsulados por
óleo emulsionável, que lhes confere proteção contra efeitos deletérios da
radiação solar. Considera-se um fotoprotetor eficaz aquele que
apresente maior espectro de proteção de radiação, principalmente de
comprimento de onda entre 290 a cerca de 370-400nm (GALENA,
2008). Atualmente, há uma série de fotoprotetores sintéticos,
classificados como filtros químicos, e uma variedade de compostos de
baixo custo que apresentam potencial para o uso em formulações de
bioinseticidas como argila, farinha, carvão e materiais fluorescentes
como opções de filtros físicos (EDGINGTON et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi selecionar fotoprotetores compatíveis com
B. bassiana LCB63 para a obtenção de formulações de bioinseticida
resistente à radiação UV natural para a aplicação no controle de D.
opuntiae nas condições do Semiárido nordestino.

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Controle Biológico
da Embrapa Semiárido, Petrolina, PE, e o isolado utilizado foi LCB63 de
Beauveria bassiana, anteriormente selecionado quanto à patogenicidade
e virulência à cochonilha-do-carmim no Semiárido nordestino.

Para obtenção do inóculo, o fungo foi cultivado em meio de Batata
Dextrose Ágar (BDA) e incubado em BOD a 28 ± 2°C, no escuro,
durante 15 dias. Uma suspensão de conídios foi obtida de placas
densamente colonizadas, utilizando-se como dispersante uma solução de
Triton X-100 a 0,05% que foi inoculada em erlenmeyers contendo 100
mL de arroz parboilizado autoclavado com 50% de umidade e incubado
em câmara de incubação a 28 ± 2°C durante 10 dias para obtenção da
matriz. Após a esporulação, 10 g do substrato foram transferidos para
sacos de plástico contendo arroz autoclavado com 50% de umidade e
dispostos em câmara asséptica para crescimento e esporulação por mais
10 dias. Em seguida, a mistura de substrato + propágulos foi transferida
para estufa de desidratação com circulação forçada de ar a 35 ºC até
atingir teor de umidade em torno de 10%. Após a desidratação os
conídios foram separados dos grãos utilizando-se um coletor de esporos
Mycoharvester M5 (ACIS R&D, Devon, UK). Um concentrado técnico
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para a formulação foi obtido adicionando-se os conídios a óleo de milho a
uma densidade de 109 conídios. mL-1.

No primeiro experimento, avaliou-se o efeito de diferentes
concentrações dos fotoprotetores lipossolúveis Neo Heliopan AV �
NHAV (Metoxicinamato de octila), Neo Heliopan E1000 � NHE1000
(Metoxicinamato de isoamila) (Symrise Inc.) e Oxibenzona (Sigma Inc.) e
dos hidrossolúveis amido e leite em pó desnatado, sobre a germinação
dos conídios em meio de cultivo BDA (Difco). Após a definição da
compatibilidade dos fotoprotetores, foi realizado um segundo
experimento para avaliação da fotoproteção oferecida pelos diferentes
fotoprotetores à germinação de conídios de B. bassiana LCB63 em
intervalos crescentes (0 min, 60 min e 120 min.) de exposição à
radiação solar natural.

A germinação foi avaliada segundo o método adaptado de Marques et al.
(2004), no qual alíquotas de 90 ìL das suspensões foram espalhadas com
alça de Drigalsky sobre o meio de cultura BDA distribuído em fina
camada sobre lâminas de microscopia autoclavadas. No caso do controle
com Triton X-100 a 0,05%, pipetaram-se 150 ìL da suspensão em cada
lâmina. A seguir, estas lâminas foram incubadas a 28 ± 2°C por 16
horas e uma solução de ácido lático e azul de metileno foi utilizada para
interromper o processo germinativo. A contagem de conídios foi
realizada utilizando-se um microscópio ótico (Zeiss, Germany) com
aumento de 400 vezes, contando-se no mínimo 450 conídios por lâmina.
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com três
repetições por tratamento.

Os resultados obtidos no experimento para avaliação da compatibilidade
de B. bassiana LCB63 aos diferentes fotoprotetores indicaram que não
houve efeito significativo (F2, 46= 2,708; p= 0,077) das concentrações
utilizadas dos fotoprotetores sobre a taxa de germinação dos conídios
(Figura 1). Neste experimento, foram avaliados apenas os compostos
sintéticos, com potencial para apresentação de efeito tóxico aos
conídios ou tubos germinativos. No entanto, mesmo com a adição da
dose mais elevada dos produtos ao meio de cultivo, foram observadas
taxas de germinação superiores a 80%.

Os fotoprotetores ou filtros solares agem refletindo ou absorvendo a
energia das ondas de radiação UV. No último caso, a energia é dissipada
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como calor ou quebra de ligações químicas, reduzindo os danos sobre a
membrana celular e de organelas causados pela radiação (BURGES,
1998). No caso de desenvolvimento de formulações para produtos
agrícolas, um fotoprotetor adequado deve apresentar alta capacidade de
proteção e estabilidade por algumas horas após a pulverização no
campo, passível de ser utilizado em baixa concentração e
economicamente viável (EDGINGTON et al., 2000).

De forma geral, os fotoprotetores utilizados ofereceram proteção efetiva
contra a radiação UV (Tabela 1), com a manutenção da viabilidade
significativamente superior ao tratamento testemunha. Aos 120 minutos
de exposição à UV natural, houve forte diminuição da viabilidade para
todos os tratamentos, com a testemunha apresentando germinação zero.
Os fotoprotetores lipossolúveis apresentaram maior proteção aos
conídios (p<0,005), com taxas de germinação significativamente
superiores aos tratamentos controle e fotoprotetores lipossolúveis.
Neste contexto, um segundo experimento para avaliação da capacidade
de proteção ao longo do tempo foi realizado, utilizando-se uma
concentração de 1% dos fotoprotetores, concentração esta de baixo
impacto no custo final de uma formulação.

Figura 1. Efeito de doses crescentes de diferentes fotoprotetores sobre a
germinação de conídios do fungo entomopatogênico Beauveria bassiana LCB63.
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No experimento para avaliação da eficiência de fotoproteção ao longo do
tempo em exposição prolongada à radiação solar natural, verificou-se
efeito significativo da adição dos fotoprotetores e do tempo de
exposição sobre a taxa de germinação dos conídios (F6, 126= 8, 931, p<
0,001). De forma similar ao primeiro experimento, os fotoprotetores não
tiveram efeito deletério sobre a germinação nas concentrações
utilizadas, como pode ser observado nos tratamentos sem exposição
(F6,126= 1,542; p= 0,106). Após 60 e 120 minutos, os produtos já
demonstravam efeito de proteção aos conídios conforme o aumento da
exposição à radiação solar (F6,126= 8,513; p= 0,001 e F6,126= 28,214;
p= 0,000, respectivamente).

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que todos os compostos
utilizados apresentaram efetiva fotoproteção em curto período, como
pode ser observado para o tempo de 60 minutos. Neste período, todos os
fotoprotetores diferiram significativamente do tratamento controle,
porém não se distinguiram entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05). Aos
120 minutos de exposição, a taxa de germinação do tratamento controle
atingiu zero e todos os fotoprotetores destacaram-se significativamente
deste (Tukey, p< 0,05). No entanto, a taxa de germinação apresentada
pelo amido e leite foram significativamente inferiores aos fotoprotetores
sintéticos (p> 0,05).

Tabela 1. Influência da radiação solar sobre a germinação de Beauveria
bassiana LCB63 sob ação de fotoprotetores na concentração de 1%.

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna não são significativamente diferentes
entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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