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RESUMO

O uso de produtos a base de agentes bioldgicos para o controle de insetos-praga na agricultura
tem apresentado forte crescimento nos Gltimos anos. Dentre os microrganismos utilizados, os
fungos representam uma grande parcela, devido a abundancia de géneros e espécies. Sabendo
disso, a Biomip é uma empresa que visa a producdo massal de dois dos fungos mais utilizados
atualmente nos programas de controle bioldgico, séo eles: Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Em cumprimento as exigéncias da disciplina PRG
201 e sob orientacdo do Prof. Cleiton Lourenco de Oliveira, o presente trabalho teve o
objetivo de descrever a rotina pratica na empresa Biomip Agentes Bioldgicos. As atividades
do estagio concentraram mais efetivamente com a producdo de bioinseticidas. Ao longo do
periodo, a discente acompanhou todos os processos desenvolvidos no laboratério, como
inoculacdo de fungos, metodologias de producdo e avaliacdo de qualidade. Com isso, teve a
oportunidade de entender melhor o funcionamento de uma biofébrica focada no controle
bioldgico de pragas agricolas.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Entomopatogenos. Bioinseticidas.
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1 INTRODUCAO

O setor agricola desempenha papel de grande importancia no cenario da
economia brasileira. Diversas culturas vém se destacando no cenéario de producéo
nacional, dentre elas a soja, milho, feijdo, trigo e arroz. Com esse crescimento, tais
culturas tornam-se alvo de diversas pragas, que afetam praticamente todas as fases de
desenvolvimento das plantas e acarretam graves prejuizos no potencial produtivo das
mesmas.

Os produtos quimicos tém sido utilizados para o controle de pragas agricolas e,
embora eficientes, podem afetar a qualidade do alimento, a satde do agricultor e a do
consumidor. Além disso, apresentam efeitos negativos sobre organismos ndo alvos,
incluindo os inimigos naturais das pragas, resultando em desequilibrio bioldgico e
ecologico (THOMAZONI et al., 2014)

A produgdo agricola brasileira tem crescido gradativamente devido a demanda
do mercado internacional, que é muito rigido em relacdo aos residuos quimicos. O uso
do controle bioldgico apresenta-se como alternativa para reduzi-los, além de atender
também a demanda nacional por programas de MIP (Manejo Integrado de Pragas)
(SOARES et al., 2009).

O controle bioldgico pode ser feito através de parasitoides, predadores e de
entomopatégenos como fungos, bactérias, nematoides e virus. Os fungos
entomopatogénicos sdo agentes bioldgicos capazes de causar doencas em insetos,
levando-os a morte. Possuem amplo espectro de acdo, sendo capazes de infectar uma
grande variedade de insetos e acaros e de causar epizootias em condi¢Bes naturais
(ALVES et al., 2008). Esses patogenos também se diferem de outros grupos devido a
capacidade de colonizar todos os estadios de desenvolvimento dos hospedeiros (ALVES
et al., 2008).

A fim de utilizar o potencial destes microrganismos, a empresa Biomip Agentes
Biologicos tem o intuito de produzir em escala industrial os fungos entomopatogénicos
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, sendo esses dois géneros 0s mais
estudados e utilizados no Brasil. Os micoinseticidas produzidos pela empresa sdo
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),

possibilitando que essa tecnologia seja utilizada pelo produtor em sua propriedade rural.



2 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho é descrever as atividades realizadas durante o periodo
de estdgio na empresa Biomip — Agentes Bioldgicos, localizada em Lavras, Minas

Gerais.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram: (1) proporcionar capacitagdo profissional, por
meio de conhecimentos técnicos na area de controle bioldgico, com énfase em
microrganismos entomopatogénicos; e (2) fornecer embasamento para atuacdo no

mercado de trabalho.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Controle bioldgico de pragas

Estima-se que, exista mais de 2,5 milhdes de espécies de insetos, sendo
conhecido cerca de 1 milh&o. Desse total conhecido, cerca de 10% podem ser
consideradas pragas, sejam elas urbanas ou agricolas. Portanto, segundo Alves (1998), a
patologia de insetos e o controle microbiano sdo de relativa importancia no controle de
insetos praga.

O controle biolégico baseia-se em um dos fundamentos basicos das relacGes
ecoldgicas entre 0s seres vivos de que cada espécie, seja animal, vegetal ou microbiana,
possui inimigos naturais. Desta forma, organismos capazes de inibir o crescimento
populacional de outros podem ser utilizados no controle de populacdes especificas que
possam se tornar pragas. Um agente biocontrolador eficiente deve propiciar uma
reducdo significativa dos danos causados por um organismo praga, por morte ou
reducdo de seu crescimento populacional (MELO; AZEVEDO, 1998).

Dentre os organismos utilizados como agentes no controle biolégico de pragas,
0s microrganismos destacam-se pela facilidade de manuseio e aplicacdo, baixo custo e
conhecimento do processo de producdo, alem da eficiéncia pronunciada de algumas

espécies ja amplamente utilizadas com este intuito.



Existem muitos agentes com potencial para controlar pragas, dentre eles o0s
insetos, virus, bactérias e os fungos. Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos
sd0 0s mais proeminentes, pois estes ndo necessitam ser ingeridos para controlar
efetivamente os organismos-alvo, desenvolvendo-se diretamente sobre o tegumento do

hospedeiro.

3.2 Fungos entomopatogénicos

Fungos entomopatogénicos sao um grupo de microrganismos filogeneticamente
diversos, heterotroficos, eucarioticos, unicelulares ou multicelulares (filamentos) que se
reproduzem por meio de esporos sexuais ou assexuados, ou ambos. Apresentam células
quitinizadas e geralmente ndo moveis (BADII; ABREU, 2006).

O termo entomopatogénico refere-se aqueles microrganismos que sdo capazes de
atacar insetos utilizando-os como hospedeiros para desenvolver parte de seu ciclo de
vida (DELGADO; MURCIA, 2011), aqueles que reduzem as populacdes de insetos-
praga a niveis que ndo causam danos econémicos as lavouras (TANZINI et al., 2001),
ou aqueles que sdo um meio de controle na reducao de vetores de doencas (SCHOLTE
et al., 2004). Também sdo definidos como parasitas facultativos ou obrigatorios de
insetos, com alta capacidade de esporulacdo e sobrevivéncia (DELGADO; MURCIA,
2011).

Constituem um grupo de grande interesse para o controle bioldgico de insetos.
Aproximadamente 80% das doencgas que ocorrem em insetos tém um fungo como
agente causador. Praticamente todos 0s insetos-praga sdo suscetiveis a algumas das
doencas causadas por esses fungos, que podem levar a morte (BATISTA, 1989).

Existem fungos que podem invadir insetos mortos, chamados saprofagos, e
fungos que infectam insetos vivos, chamados entomofagos (BUTT et al., 2006). Das
estimadas 1,5 a 5,1 milhGes de espécies de fungos no mundo (HIBBETT et al., 2007),
aproximadamente 750 a 1.000 sdo entomopatdgenos fungicos localizados em mais de
100 géneros (ST. LEGER; WANG, 2010). As linhagens dos fungos entomopatogénicos
estdo concentradas nas ordens: Hypocreales (varios géneros), Onygenales
(género Ascosphaera), Entomophthorales e Neozygitales (Entomophthoromycota)
(MORA et al., 2017). Apesar disso, a maioria dos trabalhos refere-se principalmente a
duas espécies de fungos: Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (STUMER et
al., 2003).
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O ciclo das relag6es fungo-hospedeiro depende das condi¢gdes ambientais, como
temperatura, luz, umidade, radiacédo solar, condi¢cdes nutricionais e suscetibilidade do
hospedeiro e apresenta as seguintes fases: a) adesdo: os mecanismos envolvidos na
adesdo ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Existem forcas eletrostaticas envolvidas,
além de relacGes de umidade e temperatura; b) germinacdo: quando o fungo encontra
condicGes favoraveis de umidade (acima de 90%), temperatura de 23 a 30° C, pH (5,5 a
7,0), oxigénio e nutri¢do, o fungo germina produzindo o tubo germinativo; c) formacao
de apressorios: numa dilatacdo na extremidade do tubo germinativo. Nesta dilatacdo
ocorre a migracao de conteudo citoplasmatico tornando esta area num ponto de intensa
atividade metabolica; d) formacdo do grampo de penetracdo: pode ocorrer uma
diferenciacdo da hifa no apressorio, tornando-a mais saliente, transformando-a numa
espécie de grampo para perfuracdo da cuticula do inseto; €) penetracdo: na penetracdo
estdo envolvidos os processos fisico e quimico, sendo que neste ocorre a liberacdo de
enzimas tais como: quitinases, lipases e proteases, que facilitam a penetragdo mecanica;
f) colonizagéo: a hifa penetra e inicia o crescimento e colonizagéo do corpo do inseto a
partir dos corpos gordurosos, passando para o tubo digestivo, causando paralisacao da
alimentacdo e interrupcdo alimentar, atinge o sistema nervoso, causando a paralisacdo
do inseto, tornando o inseto rigido e atinge a traquéia por onde sai do corpo do inseto
para se reproduzir; g) reproducéo: o fungo pode se reproduzir por processos sexual ou
assexual, sendo que a maioria dos trabalhos realizada para o controle de pragas é com a
fase assexuada (ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2006).

Segundo Almeida & Batista Filho (2006), os sintomas de insetos infectados com
fungos s@o: manchas escuras pelo corpo, paralisacdo da alimentacdo, paralisia geral e
perda de coordenacdo motora. Posteriormente, devido ao crescimento do micélio, o
tegumento torna-se roseo, para depois assumir coloracdo esbranquicada, e, a partir da
esporulacdo, o inseto assume a coloracdo da espécie do fungo. Exemplo: branco para
Beauveria bassiana e verde para Metarhizium anisopliae. Todas essas fases ocorrem
entre 5 a 12 dias, dependendo do hospedeiro e da espécie do fungo.

Os fungos invadem os insetos por diversas vias, principalmente através da
cuticula ou pele (tegumento). Uma vez dentro dos insetos, os fungos multiplicam-se
rapidamente por todo o corpo. A morte é causada pela destruicdo dos tecidos e,
ocasionalmente, pelas toxinas produzidas pelos fungos. Os fungos entomopatogénicos

frequentemente emergem do corpo dos insetos, produzem esporos que, quando



11

espalhados pelo vento, chuva ou contato com outros insetos, podem causar uma
epizootia (VALICENTE, 2009).

Por causa do complexo mecanismo de acdo dos fungos, que envolve a travessia
da cuticula dos hospedeiros, o desenvolvimento de resisténcia por parte de insetos e
acaros é bastante improvavel (SHAH; PELL, 2003). Essa vantagem € importante e
desejavel no contexto atual de reducdo de opgbes quimicas para o agricultor, tanto pelo
cancelamento de registro dos produtos quimicos mais tdxicos quanto pela dificuldade de
descoberta de novas moléculas inseticidas.

Os fungos entomopatogénicos podem infectar diferentes estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros como ovos, larvas, pupas e adultos, sendo essa
caracteristica desejavel e muito peculiar desse grupo. Alguns sdo mais agressivos,
porém a maioria é altamente especializada na penetracdo via tegumento, o que os coloca
em vantagem quando comparados com outros grupos de patdégenos que sé entram no
inseto por via oral (SHAH; PELL, 2003).

Empresas multinacionais produtoras de agrotoxicos perceberam a expansao do
mercado de biologicos e, como resultado, tém adquirido empresas envolvidas com
microrganismos entomopatogénicos. Até o momento, 148 produtos com formulacédo a
base de fungos entomopatogénicos ja se encontram disponiveis no Brasil (AGROFIT,
2022). Estes produtos sdo compostos pelo filo Ascomycota, destacando os géneros
Beauveria, Metarhizium e Isaria.

Os géneros Metarhizium e Beauveria sdo os mais estudados e utilizados no
Brasil, devido a ampla gama de insetos que podem ser controlados por estes, e também
pela facilidade de producéo em laboratério (ALMEIDA & MACHADO, 2006).

O numero de empresas no Brasil com produtos bioldgicos registrados teve um
aumento de 83% em menos de uma década. Um dos maiores programas de controle de
artrépode-praga por meio de fungos ocorre no Brasil. Mais de 750 mil hectares de cana-
de-agUcar e 250 mil hectares de pastagens séo tratadas anualmente com M. anisopliae
s.l. contra cercopideos, especialmente de cigarrinhas do género Mahanarva (LI et al.,
2010).

3.2.1 Metarhizium anisopliae

Metarhizium spp. & um fungo filamentoso, entomopatogénico e acaricida. S&o

considerados fungos deuteromicetos pertencentes a classe Hiphomycetes. Apresenta
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micélio hialino e septado, com conidi6foros caracteristicos, sobre os quais surgem
conidios em colunas compactas. Os conidios apresentam parede lisa e espessa, sao
hialinos quando vistos isoladamente e a massa conidial apresenta coloracdo esverdeada
(Figura 1) (LIMA, 1989; ALVES, 1998).

Figura 1 — Metarhizium anisopliae. Fonte: Caroline Macedo Rezende (2022).

De acordo com Alves (1998), os conidios sdo uninucleados, coloridos,
formando-se sobre conidi6foros simples, que formam uma massa sobre o inseto
infectado, sendo a doenca chamada de muscardine verde, pois no final da formacéo das
estruturas fangicas, as carcacas apresentam tons de verde que variam do claro ao escuro,

acinzentado ou ainda esbranquicado (Figura 2).
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Figura 2 — Cigarrinha-das-raizes colonizada pelo fungo Metarhizium anisopliae. Fonte:
Pinto (2020).

Sua identificacdo data de 1879, quando o patologista russo Ilya Metschnikoff o
isolou de larvas de besouro Anisopliae austriaca Hbst, classificando-o como
Entomophthora anisopliae. Um ano depois, 0 mesmo pesquisador o descreve como
Isaria destructor. Mais tarde, em 1883, este fungo foi classificado por Sorokin, como
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, permanecendo assim até os dias atuais
(LIMA, 1989; ALVES, 1998).

Atualmente, M. anisopliae € um importante agente utilizado no controle
bioldgico de pragas, tendo sua acdo bastante estudada e amplamente utilizada (SHAH &
PEEL, 2003). Este fungo infecta mais de 300 espécies de insetos, incluindo pragas
importantes tanto para a agricultura como para pecuaria (ALVES, 1998). No Brasil, M.
anisopliae vem sendo utilizado como controlador da cigarrinha e da broca da cana-de-
acucar (Mahanarva posticata e Diatrea saccharalis), da cigarrinha das pastagens (Deois
flavopicta e Zulia entreriana), de percevejos da soja dos géneros Nezara e Piezodorus, e
da broca do rizoma (Cosmopolites sordidus) em bananeira (ALVES, 1998).

Sua patogenicidade tem sido ainda demonstrada para alguns vetores de doencas
humanas (SHERLOCK & GUITTON, 1992) e para carrapatos de diferentes géneros e
espécies (FRAZZON et al., 2000). O primeiro relato de ocorréncia natural de M.
anisopliae infectando fémea ingurgitada de carrapato foi realizado por DA COSTA et
al. (2002), no municipio de Paracambi, no estado do Rio de Janeiro. Este fato

evidenciou a possibilidade do uso de M. anisopliae como biocontrolador do carrapato
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bovino Boophilus microplus, para o qual foi demonstrada elevada mortalidade em ovos,

larvas e fémeas ingurgitadas.

3.2.2 Beauveria bassiana

A partir de andlises filogenéticas moleculares, o fungo Beauveria bassiana foi
incluso no grupo dos Ascomycetos, ordem Clavicipitales, Classe Hyphomycetes,
Familia Moniliaceae e é comumente encontrado no solo. E um “fungo imperfeito” uma
vez que seu estdgio sexual ndo é conhecido, sendo sua reproducdo principalmente
assexuada em que o0s esporos sdo produzidos por sucessivas divisdes celulares. Por
formarem-se em hifas, denominadas conidi6foros, os esporos podem ser chamados de
conidios (DALZOTO; UHRY, 2009).

O género Beauveria Vuill. foi estabelecido por Vuillemin em 1912, em
homenagem a Beauverie, renomado entomologista francés da época. O fungo foi
encontrado causando a doenga muscardine branca sobre Bombyx mori, o bicho da seda.
Agostinho Bassi foi quem primeiro demonstrou que essa doenca era causada por um
fungo. Como Bassi ndo era micologista, enviou a cultura do fungo para Balsamo na
Itdlia. Este o colocou no género Botrytis, e 0 nomeou de Botrytis bassiana. Mais tarde,
muitos estudos foram realizados e as carcateristicas ndo eram de Botrytis. Deste modo,
em 1912, Vuillemin reestudou o fungo e denominou de Beauveria bassiana,
permanecendo até os dias atuais.

B. bassiana tem as seguintes caracteristicas: filamento micelial de cor branca
(Figura 3), cilindrico, 3,5 um de didmetro, hialino, septado, conidi6foros simples ou
ramificados, ovoides, célula conidiogénica em forma de garrafa com terminacdo em
zigue-zague, medindo de 1,5 a 5 um e conidios globosos (0,5 a 1 um) (MACLEOD,
1954).
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Figura 3 — Beauveria bassiana. Fonte: Caroline Macedo Rezende (2022).

O ciclo bioldgico da B. bassiana proporciona sua caracterizacdo como um
parasita facultativo, onde seus conidios tém a capacidade de penetrar em qualquer parte
da cuticula do inseto mediado por enzimas liticas, podendo também ocorrer pelos
aparelhos respiratorio e digestério. Os conidios ja dentro do inseto criam tubos
germinativos e hifas que transpassam o tegumento. Logo, o fungo se propaga na
hemolinfa do hospedeiro criando uma vasta massa de hifas, ocasionando posteriormente
a morte do inseto (Figura 4). Assim, com a reducdo dos nutrientes, e em condicgdes
favoraveis, o fungo aflora, externando suas hifas e formando uma massa branca na
superficie do cadaver (DALZOTO e UHRY, 2009).
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Figura 4 — Broca-do-café colonizada pelo fungo Beauveria bassiana. Fonte: Josée
Nilton Medeiros Costa (2009).

O género Beauveria é um dos agentes mais promissores para 0 controle
bioldgico, visto que se dispersa facilmente, além de possuir extensa variedade de
hospedeiros e habilidade de penetracdo. A espécie Beauveria bassiana é um dos fungos
mais empregados para controlar pragas na agricultura ja que é patogénico a varias
espeécies e também pela facilidade de producdo in vitro (SANTORO et al., 2005). Este
fungo pode ocasionar graves doencas em mais de 200 espécies de insetos (UHRY,
2007; DE MOURA et al., 2015).

O fungo tem sido altamente difundido no Brasil pela alta eficiéncia no controle
da broca-do-café (Hypothenemus hampei), além de outras pragas chaves de diversas
culturas como a mosca-branca (Bemisia tabaci raca B), acaro-rajado (Tetranychus
urticae), cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis), gorgulho-do-eucalipto (Gonipterus
scutellatus), moleque-da-bananeira (Cosmopolites sordidus), e cochonilha (Coccus
viridis) (DALZOTO; UHRY, 2009).

3.3 Processo de infeccdo dos entomopatdgenos

Os mecanismos de acdo das espécies B. bassiana e M. anisoplilag, sdo
geralmente 0s mesmos apresentados para outros fungos filamentosos. Durante o
processo de infeccdo (Figura 5), os fungos constituem uma série de eventos com
propriedades mecanicas e bioquimicas. Esse mecanismo inicia-se com a deposicdo de
conidios na cuticula do hospedeiro (adesdo), seguido pela germinacdo dos conidios
(germinacdo), penetrando na cuticula por acdo mecanica e processos enzimaticos
(formacédo de apressérios e grampo de penetracdo), invasdo, colonizacdo do corpo do
inseto, producdo de toxinas, externalizacdo das estruturas flingicas, producdo de
conidios sobre a carcaca do hospedeiro e disseminacdo (ST. LEGER et al., 1996). O
tempo de infeccdo e colonizacdo pode variar, dependendo do hospedeiro e das
condigdes ambientais (WANG et al., 2002).

Ao encontrar condi¢fes ambientais favoraveis, o fungo faz com que seus
esporos interajam hidrofobicamente com a cuticula do hospedeiro. Depois de penetrar
na cuticula através dos tubos germinativos, o fungo invade rapidamente os Orgaos

internos, resultando em paralisia e morte do hospedeiro (GARCIA et al, 2005). Quanto
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mais conidios penetram, mais toxinas ou enzimas sdo liberadas, aumentando a
mortalidade do inseto. Apos a morte, se as condi¢bes forem adequadas, o fungo cresce e
esporula servindo de fonte de indculo para outros 15 individuos adicionais (DRIVER et
al., 2000), A fonte natural de indculo mais importante para iniciar uma epizootia é o
solo (ALVES, 1998; FRANCESCHINI et al., 2001).

Alves (1998) relatou que os sintomas causados pela patogenia nos insetos
infectados séo inquietacdo, perda de sensibilidade, descoordenacdo motora e paralisia,
devido a producdo de metabdlitos secundarios que afetam os canais de resposta
muscular e a estrutura da membrana celular, assim, a liberacdo de toxinas causa a morte
do inseto, periodo que varia de 5 a 12 dias, dependendo das condi¢cdes ambientais
(temperatura, luz, umidade e radiacdo ultravioleta), condi¢des nutricionais e

susceptibilidade do inseto.
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Figura 5 — Esquema ilustrativo representando o processo de infeccdo de um

fungo entomopatogénico no seu hospedeiro. Fonte: Silva (2012).

De acordo com St. Leger et al. (1991), o processo de adesdo dos conidios é

fundamental para a formacdo de apressorios, pois representa o primeiro evento da
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relacdo fungo hospedeiro visando a penetracdo no inseto. A fixacdo dos conidios no
inseto hospedeiro representa o evento inicial na formacéo da micose, e ocorre através da
cuticula a qual ele adere e germina. Alves (1998) mencionou que os fungos
entomopatogénicos agem por contato e atuam de forma mais lenta que os inseticidas
quimicos. No entanto, eles apresentam melhor controle, pois sdo capazes de permanecer
sobre os insetos mortos na forma de conidios ou mesmo no solo, sendo este,
considerado o maior reservatorio. A velocidade de infecgdo destes fungos esta
relacionada a estrutura tegumentar dos hospedeiros. Eles produzem uma série de
enzimas proteoliticas e quitinoliticas que podem estar envolvidas na sua patogenicidade
(JOSHI et al., 1997), sendo responsaveis por regular e induzir a degradagdo da quitina
(ST. LERGER et al., 1996). Proteases, quitinases e lipases estdo envolvidas na
patogenicidade dos fungos entomopatogénicos aos seus hospedeiros (ST. LEGER 16 et
al., 1999), agindo sinergisticamente para degradar e penetrar na cuticula do hospedeiro

antes de atingir a hemolinfa, rica em nutrientes (JOSHI et aL, 1997).

3.4 Fatores que afetam os patogenos de insetos

Como relatado por Alves & Lecuona (1998), somente a presenca de uma
estrutura do patdégeno sobre um inseto ou dentro dele ndo € condicdo suficiente para a
ocorréncia de uma doenca. Os entomopatdgenos, ao serem aplicados no campo, estdo
sujeitos a uma série de fatores bidticos e abidticos que podem ter influéncia na sua
sobrevivéncia, propagacao e infeccdo no hospedeiro, de acordo com Franco (2005). Os
fatores bidticos sdo aqueles que estdo relacionados aos patdgenos e aos hospedeiros,

sendo que abidticos relacionados ao ambiente.

3.4.1 Fatores Abidticos

Dos vérios fatores ambientais que afetam os patdgenos de insetos, a temperatura,
umidade e radiagéo solar sdo provavelmente os mais severos (INGLIS et al., 1996).

A temperatura afeta diretamente o crescimento, germinacdo e potencial de
infeccdo de fungos entomopatogénicos (DIMBI et al., 2004; Brooks et al., 2004).
Portanto, a temperatura ideal no ciclo de vida do fungo é importante para o crescimento

vegetativo e germinacdo dos esporos. Segundo Hallsworth & Magan (1999), o melhor
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crescimento de B. bassiana € obtido a 25°C, mas este fungo apresenta bom crescimento
na faixa de 20 a 30°C. Quando exposto a temperaturas mais altas (por exemplo, 37°C),
0 crescimento é quase zero. Portanto, qualquer estratégia de uso de B. bassiana como
micoinseticida precisa levar em consideracdo as condi¢des climaticas da area alvo (LUZ
e FARGUES, 1997).

Alexandre et al. (2008) mostraram o efeito da temperatura na viruléncia de M.
anisopliae e B. bassiana contra larvas e adultos do cascudinho, Alphitobius diaperinus
Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae). Todos os isolados foram patogénicos a 26°C, com
as maiores taxas de mortalidade de 93,3 e de 95,5% para M. anisopliae e B. bassiana,
respectivamente. Quando estes fungos foram incubados a 32°C, a mortalidade larval foi
de 68,9 e 28,9 %. Nessa temperatura apenas B. bassiana causou mortalidade de adultos
(26,6%).

Luz & Fargues (1997), observaram em seus experimentos o efeito da umidade
relativa (UR) no desenvolvimento de B. bassiana. Estes autores notaram que
aproximadamente 100% dos conidios de B. bassiana germinaram quando a UR foi
acima de 95,5%. Diferentemente, quando a UR foi abaixo de 90%, ndo houve
germinacao até 96 horas de observacao.

Em um estudo que investigou os efeitos da temperatura e da umidade no
desenvolvimento de M. anisopliae no carrapato Rhipicephalus annulatus Say, o
aparecimento de clamidosporos na superficie desse carrapato foi registrado pela
primeira vez. Nos testes a 25°C e 100% UR, a mortalidade foi de 100% e foram
observados conidios na superficie dos carrapatos infectados. No entanto, quando os
ovos foram incubados a 30°C e 100% UR ou 25°C e 55% UR, eles tiveram uma taxa de
mortalidade de quase 73% e tinham apenas clamidosporos na superficie. A presenca de
clamidosporos apenas em condicdes desfavoraveis sugere que eles podem ser uma
estrutura alternativa de sobrevivéncia para fungos entomopatogénicos e, assim,
reiniciam o ciclo de vida apenas em condi¢des favoraveis (MENT et al., 2010).

Vérios autores tém demonstrado os efeitos adversos causados pela radiagdo
ultravioleta, sendo muito importante na selecdo de linhagens para formulagbes de
bioinseticidas para aplicagdo no campo (BRAGA et al., 2002; RANGEL et al., 2005;
FERNANDES et al.,, 2007). Segundo Nicholson et al., (2000), a radiacdo solar
ultravioleta (UV) pode inativar os conidios e provocar mutacoes e danos letais ao DNA.

De acordo com Braga et al. (2001), a radiacdo UV reduz a eficiéncia do fungo no
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campo, principalmente a radiacdo UV-B, que tem efeito prejudicial aos propagulos de
fangicos.

Braga et al. (2001) mostraram que a exposicdo a radiacdo UV-B atrasou a
germinacdo de M. anisopliae, que € diretamente proporcional ao tempo de exposicéo.
Fernandes et al. (2007) mostraram que entre 53 isolados de B. bassiana expostos a luz
UV-B por 2 horas, apenas cinco puderam ser consideradas como bons tolerantes (50 a
80% de germinacéo). Ottati-de-lima et al., (2010) analisando o efeito da radiagdo UV
sobre B. bassiana e M. anisopliae, observaram que 25 segundos foram suficientes para
diminuir o indice de germinacdo dos conidios de B. bassiana produzidos em arroz de
97,08% para 32,67%. Eles também observaram que os conidios deste fungo quando
expostos a radiacdo por 50 segundos foram mais resistentes do que os de M. anisopliae.
Assim, a sobrevivéncia dos conidios deve ser significantemente maior se os fungos

forem aplicados em periodos do ano e/ou do dia, quando a irradiacdo é menor.

3.4.2 Fatores Biéticos

Em relacdo aos fatores bidticos que afetam diretamente os patdgenos, Alves &
Lecuona (1998) listaram a reproducéo, disseminacéo, vias de inoculagdo, transmissao,
capacidade de sobrevivéncia, potencial do indculo, infectividade, patogenicidade e
viruléncia como 0s mais importantes.

A transmissdao de um agente patogénico, ou seja, sua passagem de uma fonte de
indculo ou de um hospedeiro infectado para outro hospedeiro sadio, pode ser do tipo
horizontal ou vertical, ocorrendo direta ou indiretamente com a ajuda de agentes de
disseminacdo do ambiente. Na horizontal, o patdgeno é transmitido de inseto para
inseto, enquanto que na vertical o patégeno é disseminado pelos ovos de maneira
hereditaria (ALVES & LECUONA, 1998). A viabilidade da transmissdo horizontal
representa uma nova oportunidade para programas de manejo integrado de pragas
(TOLEDO et al., 2007) e oferece algumas vantagens como a reducdo da quantidade do
indculo e da area tratada com o fungo, minimizando assim, efeitos adversos em
organismos ndo-alvo (QUESADA-MORAGA, et al., 2008).

Em experimentos de transmissdo de B. bassiana entre adultos e larvas da traga
das cruciferas, Furlong & Pell (2001) testaram varias estratégias de disseminacdo do

patdégeno e evidenciaram que adultos da traca podem transportar o fungo de um
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substrato para outros individuos de forma eficiente ou ainda adquirir doenca através do
contato com insetos infectados.

Foi avaliado o efeito da esporulacgéo, viruléncia e temperatura na transmissao de
M. anisopliae e B. bassiana nas coldnias do cupim, Coptotermes formosanus Shiraki.
Para os isolados de M. anisopliae, a esporulacédo foi mais importante do que a viruléncia
na producdo de epizootias, fato que ndo ocorreu com os isolados de B. bassiana. Isto
indica que nesta espécie, outras caracteristicas podem desempenhar um papel decisivo
nas epizootias e mais estudos sdo necessarios (SUN et al., 2003).

A eficiéncia de transmissdo horizontal de M. anisopliae entre adultos de C.
capitata, utilizando uma armadilha impregnada com o fungo foi avaliada por Quesada-
Moraga et al. (2008). A mortalidade de machos e fémeas da mosca que entraram em
contato com o dispositivo foi de 100%; fémeas infectadas que acasalaram com machos
saudaveis, transmitiram o fungo e causaram mortalidade de 90%. Os autores enfatizam
a importancia da capacidade de transmissdo a partir de armadilhas, pois isto também
estaria minimizando o efeito do fungo em organismos ndo-alvo, além de ter a vantagem
dos adultos infectados atingirem outros individuos em locais onde € dificil utilizar
aplicacdes convencionais de inseticida.

A transmissdo de B. bassiana entre machos e fémeas de Aedes aegypti L. por
meio da copulacéo foi estudada pela primeira vez por Garcia-Munguia et al. (2011). Os
autores revelaram que o fungo foi eficaz causando 90% de mortalidade em 15 dias. Os
efeitos da contaminacdo também foram observados na fecundidade, que diminui 95%

em relagédo ao grupo controle.

4 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
4.1 Local de trabalho

Desde 2002, o Grupo Rehagro, visa fornecer ao produtor melhores condicdes e
planejamentos para o sucesso de suas lavouras. Atuando ha mais de 20 anos no mercado
do agronegocio, a empresa se consolida por meio de profissionais capacitados e
engajados, que buscam sempre levar o que ha de mais novo para seus clientes.
Atualmente, possui trés sedes em Minas Gerais, nas cidades de Belo Horizonte,

Nazareno e Lavras.
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O Rehagro vem atuando nas culturas de maiores potenciais de producdo no
Brasil, como mercado de grdos, cafeicultura, pecuéria de corte e pecuéria de leite. Além
da consultoria técnica (Rehagro Consultoria), a empresa é atuante nas areas de ensino
(Faculdade Rehagro), possuindo diversos cursos de capacitacdo e pos-graduacao;
tecnologia, como o desenvolvimento do software Ideagri® para gestdes econdmicas e
financeiras; laboratorio préprio (3R Lab) para analises bromatoldgicas, de folhas e de
solos; geracdo de conhecimentos cientificos por meio de pesquisa (Rehagro Pesquisa); e
desenvolvimento de agentes bioldgicos para o controle de pragas (Biomip).

A Biomip Agentes Biologicos € a sexta empresa do Grupo Rehagro, fundada em
2018 na cidade de Lavras-MG. A empresa realiza producdo massal de agentes
bioldgicos para controle de pragas de grande importancia na agricultura. Até o
momento, possui trés produtos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), sdo eles: BioMeta® (Figura 6), a base de Metarhizium
anisopliae; Biobassi® (Figura 7), a base de Beauveria bassiana; e T-Bio® (Figura 8), a

base de Metarhizium anisopliae + Beauveria bassiana.

Figura 6 — Imagem ilustrativa da embalagem de BioMeta®. Fonte: Biomip (2022).
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Biobassi#  wime

Figura 7 — Imagem ilustrativa da embalagem de Biobassi®. Fonte: Biomip (2022).

Figura 8 — Imagem ilustrativa da embalagem de T-Bio®. Fonte: Biomip (2022).

A biofébrica conta com varios equipamentos especificos para producdo desses
entomopatogenos. Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar o processo
desde o inicio, passando pelas etapas de inoculacdo, crescimento, secagem, extracdo e

processamento, até chegar ao produto final.
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4.2 Producao industrial de fungos entomopatogénicos

Para serem utilizados como inseticidas bioldgicos, os fungos entomopatogénicos
devem ser produzidos em quantidades suficientes para as chamadas introducdes
inundativas (aplicacGes em grandes quantidades), a fim de atuar independentemente da
densidade populacional da praga.

A producdo industrial de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana é
comumente realizada utilizando-se arroz como substrato, com incubagdo em salas
climatizadas em temperatura entre 24 e 26°C. Essa pratica exige a repeticdo de
procedimentos delicados, como esterilizacdo do substrato, inoculacdo e incubacdo do
fungo em sacos pléasticos (Figura 9) (LOPES, 2016).

SUBSTRATO

s6LDO (ARROZ) [ | UMIDIFICAGAC  |—>| EMPACOTAMENTO

\4
ESTERILIZACAO }—> INOCULAGCAO —> INCUBACAO
v |
SECAGEM —> EXTRACAO —> EMBALAGEM

Figura 9 — Diagrama esquematico da producdo industrial de fungos entomopatogénicos.
Fonte: Lopes (2016).

Primeiramente, o arroz é umidificado e acondicionado em embalagens de
polipropileno resistentes a alta temperatura e pressdo. De modo geral, sdo empregados
de 300 a 500 g de substrato em cada embalagem plastica. Posteriormente, sdo levados a
autoclave (Figura 10) ja aquecida e divididos nos cestos de forma que ndo fiquem muito
proximos, a fim de permitir a circulacdo de ar. A temperatura é elevada até 121°C, e
permanecem nesta temperatura por 30min. Além do substrato de crescimento, todos os
implementos e equipamentos utilizados dentro do laboratorio sdo esterilizados na

autoclave e em estufa, para maior eficiéncia no controle de contaminages indesejaveis.
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Figura 10 — Autoclaves de esterilizacdo na sala de pré-preparo.
Fonte: Da autora (2022).

Ap0s a saida do substrato de crescimento (arroz) da autoclave, este é enviado a
sala de inoculacdo para que o indculo do fungo de interesse seja multiplicado. No
entanto, deve-se realizar algumas agdes para evitar sua contaminacao. Portanto, dentro
da empresa h&a uma éarea isolada para inoculagdo e crescimento dos fungos, chamada de
area limpa. Antes de adentra-la, é necessario retirar todo material que possa vir a trazer
contaminantes, sendo indispensavel a utilizagdo de equipamento de protecdo individual,
como vestimentas adequadas e toucas, além de higienizar as méaos e unhas.

A empresa adquire as cepas IBCB 66 de Beauveria bassiana e IBCB 425 de
Metarhizium anisopliae, sendo ambos isolados no Instituto Bioldgico de Campinas. As
placas obtidas sdo replicadas no laboratorio da biofabrica e ddo origem a varias fontes
de in6culos para a produgdo.

Para multiplicar os fungos séo utilizadas placas de vidro contendo meio de
cultura nutritivo para possibilitar o crescimento dos fungos. Para isto, primeiramente se
esteriliza as placas de vidro em estufa. Também é necessario esterilizar o meio de
cultura; para preparo deste pesa-se 0 meio BDA (batata, dextrose, agar) em pé e
adiciona-o em &gua deionizada em frascos de reagentes; realiza-se a homogeneizacao
deste. Posteriormente é necessario a esterilizacdo do meio de cultura; esta é feita em
autoclave, a temperatura de 120°C e pressdo de 1 kgf/cm2 por cerca de 30 minutos.
Apbs a retirada dos frascos da autoclave pode-se verter 0 meio de cultura nas placas de
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Petri, dentro da camara defluxo laminar. Apos a solidificacdo do meio de cultura pode
ser realizada a replicagem dos fungos.

A replicagem dos fungos deve ser feita em cAmara de fluxo laminar, com auxilio
da alca de replicagem flambada em bico de Bunsen. Para que seja esterilizada, retira-se
0s esporos da placa matriz onde se tem a cultura pura do fungo e adiciona-se nas placas
contendo meio de cultura solidificado. Apos este processo, as placas sdo vedadas com
plastico filme e s&o incubadas em camara BOD. Ao final do periodo de crescimento, as
placas sdo retiradas da BOD e podem ser armazenadas em geladeira até que sejam
utilizadas para preparo do inoculo para multiplicacdo no substrato sélido.

Os saquinhos de arroz sdo levados para a sala de inoculagdo. A inoculacdo é
realizada manualmente por um técnico capacitado, utilizando-se as placas de Petri
contendo os esporos dos fungos, o qual sdo adicionados agua deionizada autoclavada e
assim esta pronto o inoculo para adiciona-lo ao substrato. Coloca-se a quantidade de
inéculo indicada pelo protocolo estabalecido da empresa em cada saquinho com arroz.
Para homogeneizacdo do liquido no substrato, os sacos plasticos sdo agitados antes de
seguirem para as salas de crescimento.

Apbs realizada a inoculagdo, as embalagens com arroz seguem para as salas de
crescimento, onde sdo dispostas em prateleiras de ferro (Figura 11). Nas salas de
crescimento é necessario o controle do fotoperiodo, sendo necesséarias 12 horas de
escuro e 12 horas de luz. A temperatura também deve ser controlada visando
permanecer entre 24°C aproximadamente. Apds sete a dez dias, dependendo da
umidade e temperatura, os fungos estdo em seu pico de esporulacdo e tomam conta do
substrato (Figura 12).
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Figura 11 — Imagem ilustrando embalagens de arroz inoculado com o fungo Beauveria
bassiana (esquerda) e Metarhizium anisopliae (direita) na sala de
crescimento. Fonte: Da autora (2021).




28

Figura 12 — Embalagens de arroz inoculado com o fungo Beauveria bassiana (esquerda)
e Metarhizium anisopliae (direita). Fonte: Da autora (2021).

As embalagens, entdo, sdo transferidas para as salas de secagem. Isso permite
que o processo de secagem ocorra naturalmente. A duracdo desta etapa depende da
estacdo do ano e umidade do ambiente, sendo sempre superior a 24 horas.

Ap0s a secagem, o material é conduzido a sala de extracdo final, para separacdo
do substrato de crescimento e os esporos dos fungos. Posteriormente, 0s esporos sdo
armazenados em camara fria garantindo a viabilidade destes, até chegar o momento do
preparo da embalagem. Quando ndo sdo mantidos a baixas temperaturas oferecem
condigdes para proliferacdo de grande nimero de contaminantes. Esse fato conduz a
resultados insatisfatérios no campo.

Antes do produto ser enviado ao cliente, € feito uma analise de controle de
qualidade. S&o feitos dois processos, um para verificar o nimero de conidios por grama
e outro para verificar a viabilidade. Para verificar o niUmero de esporos por grama €
utilizado uma diluicdo e camara de Neubauer, que por meio dos 4 quadrantes presentes
nela, conta-se 0 numero dos conidios, apos a contagem se faz uma média. Para a
viabilidade é feito uma diluicdo e aplicado uma gota em placa de petri com meio BDA.
Apos 16 a 18 horas, conta a quantidade de conidios geminados e ndo geminados. De
acordo com o0 MAPA, os produtos comerciais a base de esporos puros, como € o caso da
empresa, devem conter no minimo 2 x 10° conidios viaveis por grama de produto e 80%
de germinacdo ou mais para que cumpra os requisitos estabelecidos pelo Ministério.

Por fim, é feito o envase dos produtos microbiolégicos em embalagens contendo
o rétulo e a bula do produto. E apds o envase, 0s produtos sdo armazenados novamente
em camara fria até chegar o momento do envio do produto ao cliente.

A formulacdo desses produtos é em pé molhavel e assim podem ser misturados
em &gua e 6leo vegetal para se ter a calda que serd pulverizada na area para que 0s

fungos entrem em contato com as pragas-alvo realizando o controle eficiente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Durante o periodo de estagio, diversas competéncias pessoais e profissionais
foram desenvolvidas, aprimorando 0s conhecimentos técnico-praticos vivenciados
durante a graduacdo. Além de possibilitar o desenvolvimento de habilidades para
tomada de decisdes e relacéo interpessoal no trabalho em equipe.

Um dos obstaculos visiveis é que a empresa é iniciante no mercado e, apesar de
fazer parte de um grupo ja consolidado como o Rehagro, a falta de profissionais e
equipamentos especificos fez com que algumas atividades ndo evoluissem como
deveriam. Além disso, a falta de treinamentos e cursos para agregar no conhecimento
sobre a area também foi um ponto negativo, visto que a época de pandemia nédo
colaborou para que isso fosse possivel.

Porém as dificuldades foram poucas, visto que o estagio foi na cidade de Lavras,
ndo sendo necessario o deslocamento. Houve boa adaptacdo as normas da empresa,
assim como o ambiente de trabalho e todos os colaboradores, que sempre foram muito

solicitos e receptivos.
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