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Resumo

Atualmente existem no mercado indmeras substancias quimicas empregadas no controle de insetos-praga. Entre
eles, os inseticidas sdo um grupo numeroso e destacado. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
compatibilidade “in vitro” entre os inseticidas Permetrina (Pounce®) e Acefato (Orthene®) e os isolados UFMS
06 e UFMS 07 do fungo Metarhizium rileyi. Para tanto, o crescimento micelial, producdo e germinacdo dos
esporos foram avaliados. Ao solidificar o meio de cultura contendo os inseticidas, foram inoculados o fungo M.
rileyi e incubados por 7 dias, em cdmara climatizada a 25+1 °C, umidade relativa 70+10% e fotoperiodo de 12
horas. Para germinacdo dos esporos o periodo de incubagdo foi de 20 horas, nas mesmas condi¢des citados
anteriormente O indice biolégico foi utilizada para o estabelecimento da classificacdo toxicoldgica dos inseticidas
sobre o fungo. Os resultados mostraram que os produtos testados foram compativeis com o fungo, podendo ser,
portanto, utilizados no manejo integrado de pragas agricolas por ndo afetarem o desenvolvimento do agente de
controle biologico M. rileyi.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Controle associado; Fungo entomopatogénico; Agricultura sustentavel.
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Abstract

Currently, there are numerous chemical substances on the market used to control insect pests. Among them,
insecticides are a numerous and prominent group. The objective of this work was to evaluate "in vitro"
compatibility between insecticides Permethrin (Pounce®) and Acephate (Orthene®) and strains UFMS 06 and
UFMS 07 of the fungus Metarhizium rileyi. Mycelial growth, spore production, and spore germination were
evaluated. After solidifying the culture medium containing the insecticides, the fungus M. rileyi was inoculated
and incubated for 7 days in an acclimatized chamber at 25+1 °C, 70+£10% relative humidity, and 12-hour
photoperiod. For spores’ germination, the incubation period was 20 hours, under the same conditions mentioned
above. Biological index was used to establish the toxicological classification of insecticides on the fungus. The
results showed that the products tested were classified as compatible, being compatible with the entomopathogenic
fungus. Therefore, the products tested are recommended for use in the integrated management of agricultural pests
as they do not affect the development of the biological control agent M. rileyi.

Keywords: Biological control; Associated control; Entomopathogenic fungus; Sustainable agriculture.

Resumen

Actualmente, existen en el mercado numerosas sustancias quimicas utilizadas para el control de plagas de insectos,
entre las cuales los insecticidas son un grupo numeroso y destacado. El objetivo de este trabajo fue evaluar "in
vitro" la compatibilidad entre los insecticidas Permetrina (Pounce®) y Acefato (Orthene®), para aislar UFMS 06 y
UFMS 07 del hongo Metarhizium rileyi. Se evalu6 el crecimiento micelial, la produccion de esporas y la
germinacién de las esporas. Luego de solidificar el medio de cultivo que contenia los insecticidas, se inoculé el
hongo M. rileyi y se incubd durante 7 dias en camara climatizada a 25 + 1 °C, 70 + 10% de humedad relativa y
fotoperiodo de 12 horas. Para la germinacion de las esporas, el periodo de incubacién fue de 20 horas, en las
mismas condiciones mencionadas anteriormente. Se utilizd el indice biol6gico para establecer la clasificacion
toxicolé6gica de los insecticidas sobre el hongo. Los resultados mostraron que los productos probados fueron
clasificados como compatibles, siendo compatibles con el hongo entomopatégeno. Por lo tanto, los productos
probados se recomiendan para su uso en el manejo integrado de plagas agricolas ya que no afectan el desarrollo
del agente de control bioldgico M. rileyi.

Palabras clave: Control bioldgico; Control asociado; Hongo entomopatégeno; Agricultura sostenible.

1. Introducéo

Atualmente existem no mercado indmeras substancias quimicas empregadas no controle de pragas e doengas.
Entre estes, os inseticidas sdo um grupo numeroso e destacado, o que requer a utilizacdo de produtos que sejam mais
seletivos, minimizando a interferéncia no equilibrio entre pragas e inimigos naturais. O controle biol6gico utilizando
fungos entomopatogénicos é uma técnica importante para diminuir o uso de produtos fitossanitarios quimicos, mantendo
assim essas pragas em niveis populacionais aceitaveis (Conte et al., 2019). A conservacdo e a utilizacdo de agentes de
controle bioldgico dentro dos cultivos agrarios € uma estratégia muito utilizada no manejo integrado de pragas, havendo
assim a necessidade de se conhecer a acdo dos produtos fitossanitarios de origem quimica sobre o0s bioinseticidas, inimigo
natural dos insetos-praga, e a partir dai determinar sua seletividade/compatibilidade (Batista Filho et al., 2003).

Os fungos entomopatogénicos sdo importantes agentes de controle de insetos-praga. O desenvolvimento da doenca
inicia-se quando os conidios germinam, dependendo das condi¢des de temperatura e umidade do ambiente, e penetram no
tegumento do inseto (Alves, 1998). Metarhizium (=Nomuraea) rileyi (Ascomycota: Clavicipitaceae) (Kepler et al., 2014)
destaca-se no controle de lepidépteros-praga com aproximadamente 30 espécies registradas como suscetiveis (Ignoffo et
al., 1975), sendo relatado na literatura sua ocorréncia natural, principalmente sobre lagartas da familia Noctuidae (V. H. D.
Costa et al., 2015; Sujii et al., 2002). Nos ltimos anos foi constatado epizootia em lagartas da espécie S. cosmioides no
Estado de Mato Grosso do Sul (Dias et al., 2019; Lima et al., 2015).

Crescimento vegetativo, viabilidade e a conidiogénese dos fungos patogénicos pode ser afetada por alguns
produtos fitossanitarios quimicos, inclusive com a possibilidade de alteracdo da composigdo genética, influenciando na sua
capacidade de infeccdo (Alves & Lopes, 2008). A inibicdo ou reducdo do crescimento vegetativo de bioinseticidas também

pode estar associada ao aumento na dose de produtos fitossanitarios (Pinto et al., 2012), reforcando que a alteracdo da dose
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recomendada dos produtos quimicos no preparo das misturas de caldas contendo bioinseticidas aumenta as chances de
incompatibilidade (Santos et al., 2021).

Segundo Sosa-Gomez (2005), o efeito inibitério ou ndo dos inseticidas depende da espécie de fungo, uma vez que
esse autor verificou que o produto Karate® em sua dose maxima se mostrou toxico para o fungo M. rileyi e compativel com
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. A forma de exposicdo do fungo aos inseticidas também pode proporcionar respostas
diferentes. Simulando diferentes formas de contato entre fungos entomopatogénicos e inseticidas, Carniel (2014) verificou que
a exposicdo do fungo antes ou depois da aplicacdo de inseticidas promoveu resultados melhores na compatibilidade em
comparacdo a mistura do fungo com o inseticida. Dessa forma, verifica-se que estratégias promovendo espaco temporal entre
aplicacdes de inseticidas e fungos entomopatogénicos podem favorecer estes microrganismos.

A simples utilizacdo de inseticidas compativeis com biosinseticidas representa uma estratégia pratica e econémica que
contribui para a protecdo dos entomopatdgenos e equilibrio do ambiente. A vista disso, este trabalho teve por objetivo testar a
compatibilidade de alguns inseticidas utilizados e registrados na cultura da soja com o fungo entomopatogénico Metarhizium
rileyi.

2. Metodologia

O presente estudo seguiu a metodologia de pesquisa laboratorial quantitativa proposta por Pereira et al. (2018). O
efeito “in vitro” de inseticidas sobre os isolados UFMS 06 e UFMS 07 do fungo M. rileyi foi analisado por meio da avaliagéo
do crescimento micelial, producdo de esporos e germinacao, na presenca e auséncia dos produtos fitossanitérios, adicionando

estes Ultimos ao meio de cultura BDA fundido, nas doses médias registradas pelos fabricantes (Tabela 1).

Tabela 1. Inseticidas utilizados no experimento de compatibilidade aos isolados UFMS 06 e UFMS 07 de Metarhizium rileyi,

com seus respectivos ingredientes ativos e dose e volume de aplicagéo.

Nome Comercial Ingrediente Ativo Dose Volume de Aplicacéo
Orthene® Acefato 0,35 Kg.ha' 200 L.hat
Pounce® Permetrina 52,5 mL.ha 200 L.hat

Fonte: Agrofit (2021).

2.1 Avaliacdo do crescimento micelial e concentracéo de esporos de Metarhizium rileyi

Para avaliar o crescimento micelial e a producdo de esporos do fungo, os inseticidas foram adicionados, em dosagem
equivalente, ao meio de cultura (Tabela 1). Para evitar a degradacdo do inseticida, este foi adicionado ao meio de cultura
apresentando 40 a 50°C de temperatura (Tanzini et al., 2002).

Posteriormente, a mistura foi vertida em placas de Petri de 9 cm de didmetro, com o0 meio ainda ndo solidificado.
Apos a solidificagdo, a massa micelial do fungo foi inoculada em trés pontos equidistantes na placa com auxilio de uma alga de
platina. As placas foram entdo identificadas e lacradas com filme PVC e colocadas em cdmara de incubacéo a 25 + 1 °C,
fotoperiodo de 12h e umidade relativa de 70 + 10%, por um periodo de sete dias.

Passados sete dias de incubacdo, o crescimento micelial do fungo foi avaliado por meio da medicdo de colbnias
previamente marcadas na parte externa da placa, A mediagdo foi feita em sentidos ortogonais para determinar o didmetro

médio, em centimetros, das col6nias. Para analise da producdo de esporos, as coldnias marcadas foram recortadas das placas
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com auxilio de um bisturi cirargico esterilizado e transferidas para tubos de ensaio esterilizado, contendo uma mistura de 10
mL de 4gua destilada esterilizada e espalhante adesivo (Tween 80®). Este foi agitado em agitador automatico para a separar 0s
agregados. Logo depois, os esporos foram contados em microscopio dptico com auxilio da cAmara de Neubauer.

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, composto por 3 tratamentos (testemunha, inseticida
Orthene® e inseticida Pounce®) para cada isolado de M. rileyi (UFMS 06 e UFMS 07). Cada bioensaio consistiu de trés placas
contendo trés coldnias por placa. Do total de nove coldnias por bioensaio, seis foram aleatoriamente selecionadas, que resultou
em seis repeticBes por tratamento (Pessoa et al., 2020). Os dados de crescimento micelial e da producdo de conidios foram

transformados para (x+1)%°e submetidos ao teste de agrupamento de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2.2 Porcentagem de germinacao

A viabilidade dos esporos foi avaliada mediante a porcentagem de conidios germinados, utilizando uma suspenséo de
1,0 x 108 con.mL"* (Silva et al., 2005). Inicialmente, foi realizada raspagem da massa micelial e esporos de col6nias de cada
isolado de M. rileyi, anteriormente cultivado em BDA, sem inseticidas. Apo6s a raspagem, 0s esporos foram colocados em
tubos de ensaio contendo 10 mL &gua esterilizada + espalhante adesivo (Tween 80%®) e agitados para homogeneizar a
suspensdo. Um mL dessa suspensdo original foi transferida para outro tubo de ensaio contendo 9 mL de &gua esterilizada +
espalhante adesivo (Tween 80%®) juntamente com os inseticidas nas dosagens equivalentes ao volume de agua utilizado. Esta
suspensdo foi mantida em repouso por duas horas. Seguidamente um mL desta suspenséo foi plaqueada em placa de Petri e
espalhada com alca de Drigalsky no meio de cultura. Logo depois, as placas foram vedadas com filme PVC e colocadas em
uma camara de incubagdo a 25 + 1 °C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 70 + 10% por 24 horas.

Apbs o periodo de incubagdo, foi realizada a avaliagdo da germinacdo. As placas foram divididas em quatro
guadrantes, nos quais foram contados aleatoriamente 100 conidios, entre germinados e ndo germinados, por quadrante. Em
seguida foi estimada a média por placa, por meio da qual calculou-se a porcentagem de germinagao. Para avaliar a germinagé&o,
foi utilizado o padrdo do laboratdrio do controle bioldgico do Instituto Biolégico de Campinas, no qual: germinagdo alta 80—
100 %, germinagdo média/alta 60-79 %, germinagdo media 50-59 %, germinacdo média/baixa 30-49 % e germinacdo Baixa O-
29 % (Zappelini et al., 2005).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, consistiu em trés tratamentos (testemunha, inseticida
Orthene® e inseticida Pounce®) para cada isolado de M. rileyi (UFMS 06 e UFMS 07), composto por trés repeticdes por
tratamento. Os dados de germinagdo foram transformados para arcsen (x/100)%° e submetido a andlise da variancia, sendo as

médias posteriormente comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2.3 Compatibilidade de inseticidas com o fungo entomopatogénico Metarhizium rileyi

A classificacdo dos produtos em classes de seletividade/compatibilidade foi feita utilizando o fator de compatibilidade
(IB = indice bioldgico), proposto por Rossi-Zalaf et al. (2008), conforme o efeito observado nos pardmetros avaliados
anteriormente. Os valores obtidos para o IB foram comparados com os seguintes limites pré-estabelecidos: 0 a 41 = tdxico; 42

a 66 = moderadamente toxico; > 66 = compativel.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Crescimento micelial e producéo de conidios
O inseticida Orthene® ndo influenciou o crescimento micelial e a producdo de esporos do isolado UFMS 06, bem

como o crescimento micelial do isolado UFMS 07 de M. rileyi (Tabelas 1 e 2). No entanto, influenciou negativamente a
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producdo de esporos do isolado UFMS 07 de M. rileyi (Tabela 2). Por outro lado, o inseticida Pounce® influenciou
negativamente o crescimento micelial e producdo de esporos do isolado UFMS 06 de M. rileyi, assim como a producéo de
esporos do isolado UFMS 07 (Tabelas 1 e 2).

Costa et al. (2018) relataram que o inseticida/acaricida Orthene® 75 BR proporcionou menor crescimento do isolado
UFMS 03 de M. rileyi, no entanto os inseticidas Mospilan®, Imidacloprid® Nortox e Evidence® 700 WG proporcionaram
crescimento vegetativo semelhante a testemunha. Além do crescimento vegetativo, o inseticida Orthene®, bem como o
Mospilan®, diminuiram significativamente a producdo de conidios, enquanto que os inseticidas Imidacloprid®Nortox e
Evidence®700WG ndo afetaram a conidiogénese. Tem sido demonstrado em varios estudos que o acefato, ingrediente ativo do
inseticida Orthene®, diminui significativamente a producéo de conidios de fungos do género Metarhizium (M. A. D. Costa et
al., 2018; Duarte et al., 2016; Loureiro et al., 2002). Estes resultados mostram que a a¢do dos inseticidas sobre o crescimento
micelial e a producdo de esporos, varia em fungdo da natureza do ingrediente ativo. De acordo com Morris (1975), produtos
com a presenca de emulsificantes e outros aditivos contribuem com a incompatibilidade de inseticidas aos entomopatdgenos,
representando um fator importante a ser controlado na elaboracéo de novas formulagGes comerciais de produtos.

As respostas ao efeito de inseticidas variam entre os microrganismos, e como pudemos observar no presente estudo,
também podem variar de acordo com o isolado do fungo, no qual o inseticida Orthene® afetou a produgdo de esporos do
isolado UFMS 07, mas ndo afetou o isolado UFMS 06 (Tabelas 2 e 3). E possivel que o microorganismo, como resisténcia
fisioldgica, metabolize principios toxicos do ingrediente ativo como nutrientes secundarios, permitindo deste modo um
crescimento micelial e producéo de esporos nos meios de culturas inoculados (Moino-Jr. & Alves, 1998). Outra hip6tese é que
o fungo aumente seu esfor¢o reprodutivo na presenca de um evento negativo, como a presenca de uma substancia toxica,
levando a um crescimento micelial e producdo de esporos ampliada (Loureiro et al., 2002). De acordo com Roberts &
Campbell (1977) a suscetibilidade de fungos entomopatogénicos a produtos quimicos varia bastante entre os inseticidas e 0s

diferentes isolados, o que pode explicar as diferencas de resultados obtidos por diferentes autores, assim como neste estudo.

Tabela 2. Crescimento micelial, producdo de esporos, germinacdo do isolado UFMS06 do fungo entomopatogénicos
Metarhizium rileyi na auséncia (Testemunha) e presenca dos inseticidas Orthene® e Pounce®, e 0s valores obtidos para o

indice bioldgico determinando a classificagdo de seletividade/compatibilidade dos inseticidas analisados.

Crescimento Producéo de esporos

Tratamento micelial (cm)** (x10°con mL-1y** Germinacgéo (%)* bii;(;;ciio Classificacao

Testemunha 292a 2,88a 84,49 a — —
Orthene® 291a 2,854 78,08 b 98,67 COMPATIVEL
Pounce® 2,27h 1,83b 89,16 a 74,39 COMPATIVEL
CV (%) 4,90 13,87 6,60 — —

Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. *Para analise dados transformados em arcsen (x/100)%® ** Para analise dados transformados em (x+1)%%
Fonte: Autores (2021).
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Tabela 3. Crescimento micelial, producdo de esporos, germinacdo do isolado UFMS07 do fungo entomopatogénicos
Metarhizium rileyi na auséncia (Testemunha) e presenca dos inseticidas Orthene® e Pounce®, e os valores obtidos para o

indice biologico determinando a classificacdo de seletividade/compatibilidade dos inseticidas analisados.

Tratamento m?;;?;”;:ﬂ:;i* Przg;ffgsde Germinacao (%)* indice Classificacao
(x10°%on. mL"1)* bioldgico
Testemunha 3,05a 421a 81,52 a — —
Orthene® 2,83a 3,06 b 40,08 b 79,75 COMPATIVEL
Pounce® 2,75a 2,05¢c 89,83 a 74,37 COMPATIVEL
CV (%) 9,50 19,04 9,98 — —

Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. *Para andlise dados transformados em arsen (x/100)%° ** Para analise dados transformados em (x+1)%°
Fonte: Autores (2021).

3.2 Germinacgéo

Quanto a germinacdo dos isolados UFMS 06 e UFMS 07, o inseticida Pounce® ndo diferiu da testemunha, ao
contrario do inseticida Orthene®, que diminuiu a germinagdo dos fungos (Tabelas 2 e 3). Apesar do inseticida Pounce® ter
diminuido o crescimento do isolado UFMS 06, e a producgdo de conidios de ambos os isolados, a germinagdo dos conidios ndo
foi afetada, o que indica que ndo houve reducdo na viabilidade dos conidios. Entretanto o inseticida Orthene®, que ndo afetou o
crescimento micelial de ambos isolados, e nem a produgdo de conidios do isolado UFMS 06, diminuiu a germinacgéo de ambos
os isolados, o que indica que ele afeta a viabilidade dos conidios de M. rileyi, demonstrando também a importancia de analisar

todas as fases importantes do ciclo de vida dos fungos estudados.

3.3 Compatibilidade de inseticidas ao fungo entomopatogénico Metarhizium rileyi

O fator de compatibilidade (IB) ficou entre 98,67 e 74,37 para os dois inseticidas estudados, sendo, portanto,
classificados como compativeis por ndo inibirem o desenvolvimento do fungo entomopatogénico. Podemos considerar que
estes inseticidas também sejam compativeis com o fungo em campo, visto que estudos “in vitro” expdem o microrganismo ao
maximo & acdo do quimico estudado, diferente do campo onde diversos fatores podem servir para alterar as condicdes de
exposicao, atestando a inocuidade do produto em campo caso a mesma seja encontrada no experimento em laboratério. Outro
fator a ser considerado é que mesmo uma alta toxicidade de um produto “in vitro” ndo significa uma alta toxicidade em campo,
pelo mesmo motivo da interferéncia de fatores na exposi¢cdo do microorganismo ao principio ativo. Porém, esta toxicidade
deve ser interpretada como uma possibilidade de danos ao microorganismo em campo (Alves, 1998; Moino-Jr. & Alves,
1998).

4. Concluséo

Os inseticidas testados foram compativeis com os isolados UFMS 06 e UFMS 07 de M. rileyi, podendo ser, portanto,
utilizados no manejo integrado de pragas agricolas por ndo afetarem o desenvolvimento do agente de controle biolégico M.
rileyi. Entretanto, estudos realizando avaliagdes em campo sdo necessarios para melhor elucidar o potencial de compatibilidade

ao fungo M. rileyi, uma vez que, como ja mencionado, diversos fatores em campo ndo presentes nos experimentos “in vitro”,
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bem como a natureza do ingrediente ativo do inseticida, podem afetar as condi¢des de exposicdo e a resposta dos fungos aos

inseticidas.
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