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COMPATIBILIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS COM AGR OQUIMICOS
UTILIZADOS NO MANEJO INTEGRADO DA CULTURA DA CANA-D E-ACUCAR

RESUMO - No manejo integrado da cana-de-agucar sao utilizados fungos
entomopatogénicos para o controle de insetos e também diversos agroquimicos
visando aumento de produtividade. Porém, varios destes agroquimicos podem interferir
na sobrevivéncia de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a toxicidade dos agroquimicos mais utilizados no manejo da
cana-de-aclUcar para B. bassiana e M. anisopliae em experimentos feitos com a
utilizacdo em meio de cultura e de solo. Nos ensaios com meio de cultura, os fungos
foram inoculados em meio de batata, dextrose e agar (BDA) contendo diversos
inseticidas (4), herbicidas (7) e maturadores (3). Avaliou-se 0 crescimento, a
esporulacdo e a viabilidade, e com base nesses parametros fez-se a classificacdo
toxicologica dos agroquimicos. Para verificar se o efeito encontrado em meio de cultura
se mantém no ambiente do solo, foram usados os agroquimicos que apresentaram
maior toxicidade no ensaio com meio de cultura. Nesta etapa os fungos foram
inoculados nos solos argiloso e arenoso esterilizados, contendo os agroquimicos nas
doses recomendadas pelos fabricantes, observando-se as seguintes formas de
aplicacdo: T1 - inoculagdo do fungo no solo 1 hora antes da aplicagdo do agroquimico;
T2 - inoculacdo do fungo no solo 1 hora apds a aplicacdo do agroquimico; T3 -
inoculacdo do fungo no solo 48 horas apés a aplicacdo do agroquimico. Avaliou-se a
sobrevivéncia dos fungos por um periodo de sete dias através das unidades formadoras
de colbnias (UFC) em placas de Petri. Nos ensaios com meios de cultura, os inseticidas
a base de Fipronil (Regente®) e Thiametoxan (Actara®) foram compativeis com os
fungos, mas Aldicarbe (Temik®) foi considerado téxico. A maior parte dos herbicidas
avaliados foram classificados como tOxicos aos entomopatdégenos, mas aqueles
formulados com Imazapir (Contain®), Glifosato (Glifosato®) e Metribuzim (Sencor®)
foram considerados compativeis. Entre os maturadores apenas o Glifosato (Round up®)

se mostrou compativel com B. bassiana e M. anisopliae.. Os resultados revelaram que
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a acdo dos agroquimicos é afetada pelo tipo de solo. Aldicarbe (Temik®) afetou a
sobrevivéncia de ambos os fungos com maior efeito no solo arenoso. Para B. bassiana
a toxicidade foi menor em solo arenoso na presenca do herbicida Diuron (Karmex®) ao
contrério de M. anisopliae. Clomazone+Ametrina (Sinerge®) reduziu a sobrevivéncia de
ambos os fungos nos dois tipos de solo, com menor efeito toxico no solo argiloso. Os
maturadores  Etil-trinexapac  (Moddus®) e  Sulfometurom-metilico  (Curavial®)
promoveram a reducao das populacdes dos fungos em ambos os solos, observando-se
maior efeito toéxico no solo arenoso. Os resultados mostraram que a maior parte dos
agroquimicos usados no manejo da cana-de-acucar tém efeito toxico sobre B. bassiana
e M. anisopliae. No entanto, a acdo toxica € maior no meio de cultura, pois houve
grande inibicdo do desenvolvimento dos fungos, enquanto no solo verificou-se que 0s
agroquimicos reduziram a sobrevivéncia dos entomopatdogenos, mas com moderada

inibicdo da populacéo.

Palavras-chave : controle microbiano, controle biol6gico, entomopatégenos, Saccharum

spp., toxicidade.
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COMPATIBILITY OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI WITH AGROCHEMICALS
USED IN INTEGRATED MANGEMENT OF SUGARCANE CULTURE

ABSTRACT - In the management of sugarcane are used entomopathogenic fungi
to control insects; and various agrochemicals aimed at increasing productivity. However,
several of these agrochemicals may interfere with survival of Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae. Therefore, this research had the objective to evaluate the
toxicity of agrochemicals used in handling of sugarcane to B. bassiana and M.
anisopliae in experiments in culture medium and soil. In tests in culture medium, the
fungi were inoculated on potato dextrose agar (PDA) containing various insecticides (4),
herbicides (7) and ripeners (3). It were evaluated the growth, sporulation and viability,
and based on these parameters became the toxicological classification of
agrochemicals. To examine whether the effect found in the culture medium remains in
the soil environment, were used agrochemicals that showed higher toxicity in culture
medium assays. At this stage the fungi were inoculated in clay and sandy soils sterilized,
containing the chemicals in the recommended dosages, observing the following
application forms: T1 - inoculation of the fungi in soil 1 hour before to herbicide
application, T2 - inoculation fungi in the soil 1 hour after herbicide application, T3 -
inoculation of the fungi in the soil 48 hours after herbicide application. It was evaluated
the survival of the fungi for a period of seven days through the colony forming units
(CFU) in Petri dishes. Insecticides based on Fipronil (Regente®) and Thiamethoxan
(Actara®) are compatible with the fungi, but Aldicarbe (Temik®) proved to be toxic. Most
of the herbicides evaluated were classified as toxic to entomopathogenic fungi, but those
made with Imazapir (Contain®), Glyphosate (Glifosato®) and Metribuzin (Sencor®) were
considered compatible. Among the ripeners only Glyphosate (Round up®) showed
compatibility with B. bassiana and M. anisopliae. The results revealed that the action of
agrochemicals was affected by soil type. Aldicarbe (Temik®) affected the survival of both
fungi with greater effect in the sandy soil. For B. bassiana toxicity was lower in sandy

soil in the presence of the herbicide Diuron (Karmex®) unlike of M. anisopliae.
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Clomazone+Ametryne (Sinerge®) reduced the survival of both fungi in two soil types,
with less toxic effect on the clay soil. The ripeners Ethyl-trinexapac (Moddus®) and
Sulfometurom-methyl (Curavial®) promoted the reduction of populations of fungi in both
soils, with a higher toxic effect in the sandy soil. The results showed that most of the
agrochemicals used in the management of sugar cane have toxic effects on B. bassiana
and M. anisopliae. However, the toxicity is greater in the culture medium, because there
was a great inhibition of fungi, while in the soil it was found that the agrochemicals

reduced survival of entomopathogenic, but with moderate inhibition of the population.

Key words : microbial control, biological control, entomopathogenic, Saccharum sp,

toxicity.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A éarea canavieira plantada hoje no Brasil chega a 6,92 milhdes de hectares,
sendo 82% na regidao Centro-Sul e o restante no Norte e Nordeste. A colheita
ultrapassou 569 milhdes de toneladas de cana-de-acticar na safra 2008/2009 (UNICA,
2009). O setor sucroalcooleiro brasileiro atualmente conta com 379 unidades para
producédo de alcool combustivel e acucar, responsaveis pela moagem de 425 milhdes
de toneladas de cana-de-acucar na safra 2006/2007, com a producéo de 30,25 milhdes
de toneladas de acucar e 17,4 bilhdes de litros de alcool (NASTARI, 2006). Para a safra
2010/2011 estima-se a producao de 664,3 milhdes de toneladas de cana.

Segundo projecdes de varios 6rgdos, o crescimento do setor nos proximos
anos esta estimado em 53,9% se expandindo para a regido Centro Oeste e Meio Norte
(Tocantins, sul do Maranhdo e Piaui), mas grande parte de novos projetos se
concentram em S&o Paulo (25 dos 40 novos projetos propostos do pais). O nosso pais
€ 0 maior e mais eficiente produtor de acucar, alcool e subprodutos do mundo. Sao
Paulo é o estado que possui maior area plantada no Brasil € o principal produtor
seguido de Alagoas, Parana, Minas Gerais, Pernambuco, Mato Grosso, Goias e Mato
Grosso do Sul (CONAB, 2010). Segunda dados da UNICA estima-se que 10 novas
unidades iniciardo suas atividades na safra 2010/2011. E um nimero bem inferior ao
gue tem sido observado nos ultimos anos, reflexo da desaceleracdo no crescimento do
setor. Foram 25 novas unidades na safra 2007/2008, 30 em 2008/2009 e 19 em
2009/2010. As novas unidades esperadas para 2010/2011 estdo localizadas nos
Estados de Minas Gerais (3), Goias (2), Sado Paulo (2), Mato Grosso do Sul (1), Mato
Grosso (1) e Rio de Janeiro (1) (UNICA, 2010).

O mercado externo esta em franca expansdo, com a proposta da Comunidade
Européia de substituir parte de seu combustivel féssil por biocombustivel. O Brasil e os

Estados Unidos detém, juntos mais de 70% do mercado mundial de consumida,



tornando assim a producdo de etanol a partir de cana-de-agUcar economicamente
viavel (AGRIANUAL, 2007).

Além de ser a matéria-prima que proporciona mais rendimento para a produgao
de combustivel a cana-de-agclUcar também atua ajudando o meio ambiente, fazendo o
sequestro de carbono. O gas carbdnico € um dos principais gases causadores do efeito
estufa, pois promove um aumento de temperatura na atmosfera, o que, segundo as
previsdes de modelos meteoroldgicos atuais, poderd provocar alteracbes acentuadas
no clima de varias regides da Terra. Para que o sequestro de carbono seja significativo,
€ necessario que o carbono fique armazenado por um periodo longo o suficiente para
gue a emissdo de carbono para a atmosfera diminua, evitando o aumento da
temperatura e o aquecimento global. Com o aumento do plantio de cana-de-agucar para
producdo de combustivel a mesma seria capaz de mitigar os efeitos do aquecimento
global, ou seja, diminuir seu impacto futuro (BUCKERIDGE, 2008).

A poluicdo do solo, da agua, da vegetacdo nativa do entorno dos canaviais e sua
respectiva fauna € um fato muito importante e que deve ser considerado na expansao
da cultura. O uso intensivo de inseticidas, nematicidas, herbicidas no cultivo da cana e
de maturadores, para uniformizar a lavoura na colheita e a forma com que sao
aplicados séo fatores que podem agravar o risco de contaminacdo ambiental.

A necessidade de se utilizar produtos quimicos no controle de pragas nas
lavouras resultou em varios efeitos negativos ao ambiente, sendo um deles a alteracéo
das caracteristicas do solo e da microbiota, inclusive dos fungos entomopatogénicos. A
facilidade de aquisicdo e também dos efeitos quase imediatos obtidos colaboraram para
o uso indiscriminado e descontrolado de tais produtos (SANTOS, 1978).

O impacto ambiental que pode ser causado pelo uso excessivo de defensivos
agricolas é motivo de grande preocupacéo (OLIVEIRA, 1994). Apesar destes produtos
sofrerem biodegradacdo pela microbiota do solo, esse processo depende muito das
propriedades quimicas do agrotoxico, do solo e das condi¢gbes climaticas, podendo

muitas vezes permanecer por um periodo longo no solo (SCHEUNERT, 1994).



Dessa forma a substituicdo total ou parcial por defensivos agricolas naturais,
como o0s bioinseticidas, torna-se altamente desejaveis, seja do ponto de vista
econdmico como também ambiental (LANZA, 2004).

Como os defensivos quimicos apresentam acéo tdxica sobre os insetos parasitos
e predadores, também podem atuar negativamente inibindo fungos e outros
entomopatdgenos. Numerosos trabalhos foram realizados e vem demonstrando que da
mesma forma que existem produtos altamente tOxicos aos entomopatdégenos, ocorrem

outros que apresentam grande seletividade a eles (CARNEIRO, 1971).

2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade dos agroquimicos mais
utilizados no manejo da cana-de-acUcar sobre os fungos entomopatogénicos B.

bassiana e M. anisopliae em experimentos feitos em meio de cultura e no solo.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pragas que causam grandes prejuizos na cultura  da cana-de-acUcar.

Até meados da década de 1990, a cigarrinha das raizes, era praga de pouca
importancia para a cana-de-aclcar no Estado de Séo Paulo, visto que a queima da
palha antes da colheita mantinha suas populagbes baixas, principalmente pela
destruicdo dos ovos em diapausa. No entanto, com 0 incremento da colheita sem
gueima prévia (cana crua), ocorre um rapido aumento da populacdo de cigarrinhas, pois
ndo houve a eliminagdo dos ovos causando danos significativos a cultura, reduzindo a
produtividade (DINARDO-MIRANDA et al.,, 2004). Para o controle da Mahanarva
fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae), também conhecida como cigarrinha-das-
raizes, utiliza-se o agente microbiano como o fungo entomopatogénico Metarhizium.

anisopliae, sendo essa uma das técnicas adotadas em programas de manejo integrado



com o intuito de reduzir o uso de defensivos quimicos e aumentar a prote¢cdo ambiental
(ALVES et al., 1998).

Os cupins tém se tornado uma importante praga na cultura da cana-de-agucar
(hibridos de Saccharum spp. L.), reflorestamentos e outras culturas anuais como arroz
(Oryza sativa L.) e milho (Zea mays L.). Na cana, a espécie Heterotermes tenuis
(Hagen) (Isoptera: Rhinotermitidae) € considerada a mais importante no Brasil, devido a
sua vasta distribuicdo e prejuizos que causa a planta (ARRIGONI et al., 1989 &
ALMEIDA et al., 1989).

Os prejuizos causados por cupins, no Brasil, chegam a 10t/ha/ano (NOVARETTI,
1985). Até 1985, os inseticidas clorados eram aplicados em éarea total para o controle
de cupins. Com a proibicdo do uso destes inseticidas, tornaram-se necessarios estudos
de outras estratégias para o controle de cupins subterrdneos em cana. Segundo
ALMEIDA et al. (1998), existe a possibilidade de controle de cupim com iscas Termitrap
impregnadas com o inseticida imidacloprid associados a Beauveria bassiana, pois, além
de melhorar a eficiéncia do produto mesmo em doses baixas também diminui a poluicdo
ambiental.

O Sphenophorus levis (Vaurie) (Coleoptera: Curculionidae) também conhecido
como gorgulho ou bicudo da cana-de-agucar pertence a familia Curculionidae, séo
besouros que atacam a cana sadia. Os danos s&o causados pela larva que se alimenta
dos tecidos internos da cana, mas o adulto também pode causar danos fazendo
orificios nos toletes. A fémea coloca 0s ovos no interior das brotacdes abaixo do nivel
do solo. O controle dos adultos é feito com iscas toxicas, onde ocorre a embebicdo do
tolete de cana no inseticida para a distribuicdo no campo (GALLO et al., 2002).

No Estado de Séo Paulo, a mais importante praga é a broca da cana-de-aclcar
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Pyralidae), cujo adulto € uma mariposa
de hébitos noturnos, que realiza a postura na parte dorsal das folhas. Nascidas, as
lagartas descem pela folha e penetram no colmo, perfurando-o na regido nodal
(GALLO, et al., 2002). Dentro do colmo fazem galerias, onde permanecem até o estadio
adulto. Os prejuizos decorrentes do ataque sédo a perda de peso devido ao mal

desenvolvimento das plantas atacadas, morte de algumas plantas, quebra do colmo na



regido da galeria por agentes mecanicos e reducdo da quantidade de caldo (PINTO,
2006). Segundo ARRIGONI et al. (1989) o seu controle é realizado, basicamente, pelo
parasitoide Cotesia flavipes (Cameron) (Himenoptera: Braconidae) em cana planta e
soqueiras. Atualmente, pesquisas estdo sendo desenvolvidas com Trichogramma galloi
(Zucchi) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e a Copersucar estd trabalhando com
espécies exoticas no controle da pupa.

GALLO et al., (2002) mostra que a cada 1% de intensidade de infestacdo da
praga, ocorrem prejuizos de 0,25% de acucar, 0,20% de alcool e 077% de peso, 0s
prejuizos sdo maiores a cana planta. Os fungos que ocorrem naturalmente sédo B.
bassiana, Cordyceps barbieri e M. anisopliae. A broca da cana-de-aclcar € muito
sensivel ao fungo M. anisopliae, que controla as fases de ovo e lagarta. Os ovos sdo
mais suceptiveis ao fungo até trés a quatro dias de idade (PINTO, 2006).

O Migdolus (Migdolus fryanus) (Westwood) (Coleoptera:Vesperidae) destréi o
sistema radicular mais profundo, provocando sintomas caracteristicos de secamento
das canas. Os danos causados as bases de colmos, abaixo do nivel do solo, sédo
responsaveis pelo comprometimento das brotagbes nas soqueiras seguintes,
verificando-se o enfraguecimento e morte das touceiras, presenca de falhas e reducéo
na produtividade, sendo uma praga de grande importancia na cultura da cana-de-
acucar devido ao seu dificil controle (PINTO, 2006).

O método de controle quimico é um processo que consiste na aplicacdo de
inseticidas no sulco de plantio, sendo a forma mais empregada de protecdo ao sistema
radicular da cultura e reducdo da populacdo da praga. Os produtos atualmente
utilizados séo: fipronil, endosulfan e imidaclopride, geralmente utilizados em doses
elevadas permanecendo por um longo periodo no campo devido ao elevado poder
residual (BENTO, 1995).

As formigas cortadeiras Atta spp. (Hymenoptera: Formicidae) e Acromyrmex spp.
(Hymenoptera: Formicidae) sdo pragas de grande importéancia e as perdas que
ocasionam sdo estimadas em 3 toneladas de cana/sauveiro adulto/ano. Assim, o

método quimico apresenta-se como o0 mais eficiente (ARRIGONI et al., 1989). Os



principais métodos de controle recomendados sao inseticidas registrados associados a
iscas toxicas apresentando indices crescentes de eficiéncia (PINTO, 2006).

Novas estratégias, tais como controle cultural (rotagdo de cultura, calagem e
adubacéo), controle biolégico e plantas resistentes ao ataque de cupins e insetos no
geral sdo medidas, que devem ser estudadas visando o controle dessas pragas
(ALMEIDA et al., 1989).

3.2 Principais plantas daninhas presentes na lavour  a de cana-de-agucar

Segundo LORENZI et al. (1994) a cana-de-acucar como qualquer outra cultura
tem sua produtividade reduzida pela presenca de plantas daninhas durante o seu
desenvolvimento. Tal reducéo deve-se a competicdo por nutrientes, agua luminosidade
e também por hospedar pragas e doencas.

O grupo de plantas daninhas predominantes e a sua abundancia variam em
funcdo das condicbes climaticas por ocasido do plantio. Na cana de ano, o periodo mais
guente e chuvoso favorece as gramineas. Por outro lado, para cana de ano e meio, as
condi¢bes sao inversas, favorecendo as latifoliadas pela menor temperatura e umidade
(BLANCO et al., 1979). Para o controle das mesmas os produtos quimicos tém sido os
mais utilizados, consistindo no uso de herbicidas seletivos para a cultura (VELINI et al.,
1992). No entanto, estes produtos podem interferir no desenvolvimento de agentes
microbianos usados na cultura.

Originaria da Asia, a Cyperus rotundus L. também conhecida como tiririca, é
uma das plantas daninhas mais comum na cultura da cana-de-agucar. Sua reproducao
se da principalmente por bulbos, tubérculos e rizomas. A tiririca apresenta efeito
alelopéatico sobre a brotacdo da cana, sendo que acima de 60 dias de interferéncia
podem ocorrer perdas significativas comprometendo a producdo (AREVALO, 1973).
Seu controle é realizado através da aplicacdo de herbicidas ou ainda pela aplicagéo de
bioherbicidas (MELLO et al., 2003).

A Digitaria horizontalis (Willd.) ou capim colch&o, é uma planta daninha anual,

sua reproducdo ocorre principalmente por sementes, € uma planta de clima tropical.



Sabe-se que é uma espécie de planta cujas sementes podem permanecer por muito
tempo no campo formando um verdadeiro banco de sementes, trazendo sérios
problemas para eventual controle. Segundo COSTA et al. (2004) para controle dessa
planta daninha tem-se utilizado o glifosato, e sabe-se que o mesmo ndo afeta a
producdo de esporos de M. anisopliae, sugerindo a compatibilidade entre o fungo e o
herbicida.

Dentre as plantas daninhas presentes no agroecossistema da cultura da cana-
de-acUcar, pode-se destacar Commelina benghalensis L. e as espécies pertencentes a
familia Convolvulaceae. A espécie C. benghalensis é uma planta perene,
semiprostrada, com caules suculentos de 0,30 a 0,70 m de altura, que se dissemina por
sementes na parte aérea e apresenta uma caracteristica peculiar: a reproducédo por
sementes formadas nos rizomas a partir de folhas modificadas (KISSMANN, 1997). As
convolvulaceas, principalmente as pertencentes aos géneros Ipomoea e Merremia,
além de competirem com a cana-de-acucar, principalmente em &reas de colheita sem
gueima prévia, podem interferir nas praticas culturais, especialmente na colheita
mecanizada, reduzindo sua eficiéncia (AZANIA et al., 2002).

Estudos realizados por diferentes autores demonstraram que algumas espécies
de plantas daninhas, predominantes na cultura de cana-de-agucar, apresentam
comportamento diferenciado em funcdo da quantidade de palha depositada sobre o
solo. Plantas daninhas normalmente consideradas importantes nessa cultura, como
Brachiaria decumbens (Stapf), Brachiaria plantaginea (Hitchc), Panicum maximum
(Jacq.) e D. horizontalis (Willd.), podem ser eficientemente controladas pela presenca
de 15 t ha’ de palha (VELINI et al., 2000). O mesmo n&o ocorre com Ipomoea
grandifolia (L.) e Euphorbia heterophylla (L.), cujo controle pela palha é deficiente
(MARTINS, 1999).

3.3 Maturadores

MUTTON (1993) define o processo de maturacdo, do ponto de vista

agroindustrial, como aquele estadio de desenvolvimento em que a cultura apresenta



melhor produtividade quali-quantitativa de agucares ou como aquele cuja produtividade
agroindustrial e o resultado econémico se encontram maximizados. Um dos métodos
adotados para acelerar e melhorar a maturacdo € o emprego dos maturadores
guimicos. Conceitualmente, maturadores sédo produtos quimicos que, em sua maioria,
pertencem ao grupo dos reguladores de crescimento, que inibindo a elongacéo dos
colmos sem afetar drasticamente a fotossintese, favorecem a acumulacao de aglcares
nos tecidos de reserva (CASTRO et al.,2002; LEITE & CRUSCIOL 2008).

O produto comercial Moddus, cujo ingrediente ativo é o etil-trinexapac, € um
fitorregulador que, se aplicado corretamente e em época adequada, provoca o acumulo
de sacarose nos colmos, ajudando, assim, o planejamento e a maximizagdo de melhor
aproveitamento agroindustrial da cultura de cana-de-aglcar. O etil-trinexapac atua no
metabolismo da cana, reduz a producéo do &cido giberélico, afeta e alarga as paredes
celulares, facilitando maior acumulacdo de acgucar (SILVA et al., 2007).

Diversos produtos quimicos, como o glifosato, etil-trimexapac, paraquat, fluzifop-
p-butil e ethefon, além do sulfometuron-metil, estdo registrados no Brasil para 0 uso
como maturadores ou reguladores de crescimento vegetal. Destes, o mais tradicional é
o ethephon, que reduz o florescimento, aumenta os teores de sacarose e nao propicia a
morte da regido apical e promove apenas uma reducao de crescimento no entrené em

formag&o no momento da aplicagdo (CASTRO, 2002).

3.4 Agentes microbianos usados na cultura da cana-d  e-agucar

Os canaviais apresentam muitas espécies de insetos, doencgas causadas por
fungos e bactérias, assim como a presenca de algumas plantas daninhas causando
sérios prejuizos econdbmicos. Por isso deve-se buscar solu¢cdes que conciliem alta
produtividade, baixa relagdo custo/beneficio e preservacdo do ambiente, pois estudos
de impacto ou efeito de inseticidas sobre inimigos naturais de pragas sao
economicamente importantes, pois permitem utilizar defensivos agricolas seletivos a
fungos entomopatogénicos (MOURAO et al., 2003).



As populacdes de insetos de importancia econdmica tem sido controladas
basicamente por meio de produtos fitossanitarios sintéticos, mas essa pratica
representa grandes problemas quando utilizada indiscriminadamente, pois causa efeitos
prejudiciais a0 meio ambiente, ao homem e também aos inimigos naturais das pragas
agricolas (CAVALCANTI et al., 2002).

Para o controle da broca-da-cana e da cigarrinha-das-raizes, pragas que atacam
a cultura da cana-de-acucar tem-se utilizado microrganismos entomopatogénicos como
o fungos M. anisopliae e B. bassiana (MENDONCA & MENDONGCA, 2005, ALMEIDA,
2003). Porém, € muito comum ainda a aplicacdo de inseticidas quimicos visando o
controle de alguns insetos na lavoura (OHASHI et al., 1983).

Os fungos entomopatogénicos podem ser inibidos por agroquimicos o que
compromete 0 manejo integrado (FERNANDES e BENDA, 1985). O controle integrado,
com a utilizacdo de produtos fitossanitarios seletivos desde inseticidas, herbicidas e
fungicidas em conjunto com os fungos entomopatogénicos ou outros agentes de
controle biolégico, pode ser uma estratégia segura e eficiente (LOUREIRO et. al.,
2002).

A busca por defensivos mais seletivos para a utilizagdo em lavouras € necessaria
para que eles ndo eliminem ou diminuam a a¢&do dos inimigos naturais, ou até mesmo
provoquem uma interacdo sinérgica quando utilizados em associagdo com 0s
microrganismos entomopatogénicos, contribuindo assim, para maior controle da praga
(CAVALCANTI et al., 2002).
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CAPITULO 2 - SUSCETIBILIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGE NICOS A
AGROQUIMICOS USADOS NO MANEJO INTEGRADO DA CANA-DE- ACUCAR

RESUMO - Os agroquimicos empregados no manejo da cana-de-agUcar podem
afetar a acdo de fungos entomopatogénicos usados no controle biolégico de pragas da
cultura. Este trabalho teve por objetivo investigar se os inseticidas, herbicidas e
maturadores utilizados no manejo da cana-de-acucar tém efeito toxico sobre os fungos
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Foram utilizados o0s inseticidas
thiametoxan (Actara®) aldicarbe (Temik®) e fipronil (Regent®), os herbicidas imazapir
(Arsenal®), diuron (Karmex®), Metribuzin (Sencor®), hexazinone+diruon (Velpar-K®),
clomazone+ametrina (Sinerge®), 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 DMA®) e glifosato
(Glifosato®), e os maturadores etil-trinexapac (Moddus®), sulfometurom-metilico
(Curavial®) e glifosato (Round up®). Os fungos foram cultivados em meio de cultura
(BDA) contendo os agroquimicos. Avaliou-se o crescimento, a producdo e viabilidade
dos conidios, e com os dados obtidos fez-se a avaliacdo da toxicidade dos
agroquimicos. O inseticida a base de thiametoxan foi considerado compativel, pois ndo
afetou o crescimento, a producédo e a viabilidade dos conidios de ambos os fungos. O
inseticida formulado com fipronil se mostrou parcialmente téxico para os fungos, sendo
considerado moderadamente compativel, enquanto o aldicarbe foi considerado toxico.
Os herbicidas avaliados afetaram o crescimento, a producédo e a viabilidade dos
conidios dos entomopatogenos e foram classificados como toxicos, mas aqueles
formulados com imazapir, glifosato e metribuzim foram considerados compativeis. Entre
0s agroquimicos usados como maturadores apenas o glifosato foi classificado como
compativel. Os resultados mostraram que a maior parte dos agroguimicos usados no
manejo da cana-de-agucar tem efeito toxico sobre B. bassiana e M. anisopliae, podendo

comprometer sua agdo como bioagentes de controle de pragas da cultura.

Palavras-chave : controle biolégico, fungo entomopatogénico, Beauveria bassiana,

Metarhizium anisopliae, entomopatégenos, compatibilidade.
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SUSCEPTIBILITY OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI TO AGROCHE MICALS USED
IN INTEGRATED MANAGEMENT OFF SUGAR CANE.

ABSTRACT - The agrochemicals used in handling of sugar cane can affect the
action of entomopathogenic fungi used for biological control of pests. The objective of
this work was to investigate if the insecticides, herbicides and ripeners used in handling
of sugar cane have toxic effect on the fungi Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae. The insecticides used were thiametoxan (Actara®) aldicarbe (Temik®) and
fipronil (Regent®), herbicides imazapir (Arsenal®), diuron (Karmex®), metribuzin
(Sencor®), hexazinone+diuron (Velpar-K®), clomazone+ametrina (Sinerge®), 2,4
diclorofenoxiacético (DMA®) and glifosato (Glifosato®), the ripeners etil-trinexapac
(Moddus®),  sulfometurom-metilico (Curavial®) and glifosato (Round up®). The fungi
were grown in potato dextrose agar medium containing chemical pesticide. Growth,
production and viability of conidia had been evaluated, and it was made the evaluation
of the toxicity of the chemical pesticides according to the data collected. The
thiametoxan insecticide was considered compatible, because it did not affect the growth,
production and conidial viability of both fungi. The fipronil insecticide was partially toxic
to the fungi, being considered moderately compatible, whereas aldicarbe was
considered toxic. Most of the evaluated herbicides affected the growth, production and
conidial viability of both entomophatogenic fungi and were classified as toxic, but those
formulated with imazapir, glyphosate and metribuzim were considered compatible.
Among the ripeners analyzed only glyphosate was classified as compatible. The results
demonstrate that most of agrochemicals used in handling of sugar cane, has toxic effect
on the fungi B. bassiana and M. anisopliae, which can compromise its action as

bioagents of pest control.

Key words : biocontrol, entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana, Metarhizium

anisopliae, entomopathogenic, compatibility.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar tem especial significado econémico para o Brasil, que lidera a
lista dos 80 paises produtores garantindo 25% da producdo mundial. No pais sao
cultivados aproximadamente 6 milhdes de hectares que produzem mais de 569 milhdes
de toneladas de cana-de-acucar (UNICA, 2010). A cultura tem sua produtividade
reduzida pela presenca de plantas daninhas durante o seu desenvolvimento. Tal
reducdo deve-se a competicdo por nutrientes, agua, luminosidade e também por
hospedar insetos-praga e agentes fitopatogénicos (LORENZI et al., 1994). Quando
atingem a fase adulta as mesmas entrelacam aos colmos e folhas interferindo nas
praticas culturais e na colheita (AZANIA et al., 2002).

Para o controle das plantas daninhas tém sido utilizados produtos quimicos,
consistindo no uso de herbicidas seletivos para a cultura (VELINI et al., 1993). No
entanto, esses produtos podem interferir no desenvolvimento de agentes microbianos
usados na cultura para o controle de insetos-praga. A acdo de plantas daninhas e
insetos diminuem a produtividade dos canaviais. Uma forma de reduzir os impactos
causados por estes agentes € a utilizacdo de maturadores, que inibindo a elongacao
dos colmos sem afetar drasticamente a fotossintese, favorecem a acumulacdo de
acucares nos tecidos de reserva (CASTRO et al.,1996).

Com a expansao do sistema de colheita mecanizada (cana-crua) no estado de
S&o Paulo a cigarrinha-da-raiz Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae)
tornou-se a principal praga de solo da cultura da cana-de-agucar (BATISTA FILHO et
al., 1997). As ninfas atacam as raizes e sao de dificil controle por inseticidas quimicos.
Devido a sua frequente ocorréncia e ampla distribuicdo nos canaviais paulistas, essa
praga pode reduzir a produgcdo em até 40% (LEITE et al., 2003). O controle biologico
tem sido um método bastante explorado no controle da cigarrinha da raiz,
principalmente com o fungo Metarhizium anisopliae, patdégeno de ocorréncia natural que
vem sendo aplicado para o controle da praga (ALVES et. al, 1998).

A broca da cana-de-acucar, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:

Pyralidae) € uma das principais pragas desta cultura e causa prejuizos diretos como a
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abertura de galerias que vao ocasionar perda de peso na cana e provocar a morte das
gemas, causando falhas na germinacdo. Quando a infestagdo ndo é grande tem se
utilizado o fungo Beauveria bassiana para seu controle (GALLO et al., 2002).

O emprego de microrganismos entomopatogénicos e de pesticidas em geral
exige conhecimento da acdo desses produtos sobre os fungos para determinar sua
compatibilidade e viabilidade das estruturas reprodutivas. Essa interacdo deve ser
avaliada antes da recomendacdo de determinado agente quimico, desempenhando
papel importante no manejo integrado de pragas (BATISTA FILHO et al., 2001). O
controle integrado com a utilizagdo de agroquimicos seletivos como inseticidas e
herbicidas, em conjunto com os fungos entomopatogénicos ou outros agentes de
controle biolégico, pode ser uma estratégia segura e eficiente (LOUREIRO et al., 2002).
No entanto, alguns agroquimicos podem ter efeito toxico sobre os fungos
entomopatogénicos comprometendo sua acao no controle de pragas e também 0 uso
em uma estratégia de manejo integrado.

Portanto, este trabalho teve por objetivo investigar se os inseticidas, herbicidas e
maturadores utilizados no manejo da cana-de-acgucar tém efeito toxico sobre os fungos

B. bassiana e M. anisopliae usados no controle de pragas da cultura.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Fungos e agroquimicos utilizados

Foram utilizados os isolados E9 de Metarhizium anisopliae e IBCB66 de
Beauveria bassiana mantidos na colecdo do Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Producdo Vegetal da FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.
Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura de batata,
dextrose e agar (BDA), acondicionadas em estufa a 27 + 0,5°C, em auséncia de luz,
durante 12 dias. Os agroquimicos utilizados, com diferentes ingredientes ativos, foram
empregados em volume adequados aos ensaios e preparados proporcionalmente as

recomendacdes de seus fabricantes (Tabela 1).
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Tabela 1. Inseticidas, herbicidas e maturadores usados na cultura da cana-de-aglcar e
avaliados quanto a compatibilidade com os fungos entomopatogénicos Beauveria

bassiana e Metarhizium anisopliae.

Nome comercial Ingrediente ativo Grupo quimico Dose
Inseticidas
Regent WG 800 Fipronil Pirazol 200g ha™
Actara Thiamethoxan Neonicotinéide 1000 g ha ™
Temik 150 Aldicarbe Metilcarbamato oxima 1,5kg ha™
Herbicidas DRPE DRPO
Velpar-K Hexazinone+Diuron Triazinas+uréias 1,8kgha™ 3,0kgha™
Karmex Diuron Uréia substituidas 32Lhat 64Lha™
Sinerge Clomazone+
Ametrina Isoxazolidionas 50Lha? 6,0Lha™
DMA Sal de Dimetilamina Organoarsenicais 15Lhat 35Lha™
Sencor Metribuzin Triazinonas 1,5Lha® 20Lha™
Arsenal Imazapir Imidazolinonas 40Lha™ 10Lha™
Glifosato Glifosato Derivado da glicina  3,0Lha® 6,0Lha™
Maturadores
Round up Glifosato Derivado da glicina 0,7Lha™
Curavial Sulfometurom- Sulfoniluréia 20gha™
Metilico
Moddus Etil-trinexapac Dioxociclohexano- 1,0Lha™

carboxilato de etila

Fonte: Compéndio de defensivos agricolas, 1999. DRPE: dose recomendada em pré-
emergéncia; DRPO: dose recomendada em pés-emergéncia.

Foram usadas doses recomendadas (DR) pelos fabricantes dos inseticidas e
subdosagens destas (90, 80, 70, 60 e 50% da DR) visando um possivel uso associado.
Para herbicidas foram usadas as doses recomendadas em pré-emergéncia (DRPE), em
pos-emergéncia (DRPO) e mais 50% e 100% destas doses respectivamente. As duas
primeiras sao as doses habituais aplicadas no campo e as demais foram utilizadas para
expor os fungos a grandes concentracdes dos agroquimicos, considerando a
possibilidade de sobreposicdo de aplicagdes. Para maturadores foi utilizada somente a
dose recomendada (DR).
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2.2 Cultivo dos fungos em meio contendo os agroquim icos

ApOs a obtencédo das coldnias dos fungos, 0s mesmos foram inoculados em meio
BDA contendo as devidas concentracdes dos agroquimicos. As doses foram
adicionadas ao meio de cultura na temperatura entre 45 e 50°C, evitando alteracdes
das propriedades quimicas dos produtos avaliados. A inoculacdo foi realizada por
picada em ponto central da placa de Petri. Em seguida os fungos foram incubados em

estufa a 27 + 0,5°C por 15 dias, em auséncia de luz.
2.3 Avaliacao do crescimento, esporulacao e da viab  ilidade dos fungos

A avaliacdo do crescimento foi realizada no 15° dia ap6s a inoculacdo do fungo,
medindo-se, em milimetros, dois diametros perpendiculares da col6nia previamente
marcados na parte externa do fundo da placa de Petri. Cada placa correspondeu a uma
repeticéao.

A producéo de conidios foi avaliada coletando-se de cada placa (repeticdo) uma
amostra do centro, uma da parte mediana e outra da periferia da colénia com auxilio de
um anel metalico esterilizado de 8 mm de didmetro, no 15° dia de incubacédo. Estas
amostras foram transferidas individualmente para tubos de ensaio contendo 10 mL de
uma mistura (1:1) de solucdo de NaCl (0,88% pv') e Tween 80° (0,1% w™)
esterilizada. Ap6s a remocgdo dos conidios por vigorosa agitacdo em um agitador
elétrico de tubos foi realizada a contagem ao microscopio Optico em camara de
Neubauer, utilizando diluicdes da suspensdo quando necessario.

A viabilidade dos conidios foi avaliada através de microcultivo e exame direto em
lamina ao microscopio. Laminas de microscopia esterilizadas foram recobertas com fina
camada de BDA contendo os diferentes agroquimicos nas concentra¢des ja descritas.
Na parte inferior de cada lamina foram marcados trés campos e sobre 0 meio de cultura
foi inoculado em cada ponto 0,05 mL de suspens&o fangica contendo 10° conidios mL™.
As laminas foram mantidas a 27 + 0,5°C, em auséncia de luz, durante 15 horas. Foram

observados 150 conidios em cada campo, contando-se os germinados (aqueles que
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apresentaram tubo germinativo com tamanho igual ou maior que o do conidio) e os ndo
germinados, estabelecendo-se uma porcentagem. Utilizou-se um microscépio com 250
aumentos para M. anisopliae e 400 aumentos para B. bassiana e cada lamina

correspondeu a uma repeticao.

2.4 Avaliacao da toxicidade dos agroquimicos.

Para a determinacdo do efeito toxico dos produtos foi utilizada a formula
proposta por ALVES et al. (2007), utilizando os parametros crescimento vegetativo,
esporulacao e viabilidade. Utilizou-se a seguinte expressdo matematica:

IB = 47(CV) + 43(ESP) + 10(GER)/ 100,

onde: IB = indice bioldgico;

CV = Porcentagem de crescimento vegetativo da colonia apds 15 dias, em
relacdo a testemunha;

ESP = Porcentagem de esporulacdo apos 15 dias, em relacdo a testemunha;

GER = Porcentagem de germinacdo dos conidios ap0s 15 horas, em relagdo a
testemunha.

Nao foram utilizadas casas decimais para o calculo do IB. De acordo com os
valores obtidos, foi realizada uma comparacéo com os limites estabelecidos por ALVES
et al. (2007) para determinagéo da toxicidade dos produtos estudados, como segue: 0 a

41 — toxico; 42 a 66 — moderadamente compativel;, >66 — compativel.

2.5 Anélise estatistica

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para crescimento foram utilizadas 5 repeticdes e para
producédo de conidios e viabilidade foram utilizadas 3 repeticbes. Para a execucgéo das

analises usou-se o programa ESTAT (1994).



23

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito dos inseticidas sobre o crescimento, pro ducédo e viabilidade dos

conidios dos fungos.

O inseticida a base de aldicarbe (Temik®) afetou substancialmente o
desenvolvimento de ambos os fungos, pois ndo houve crescimento, producéo e
germinacdo dos conidios de B. bassiana e de M. anisopliae em todas as doses
avaliadas do inseticida. Este resultado é semelhante ao obtido por TAMAI et al. (2002)
gue, utilizando inseticidas pertencentes ao mesmo grupo quimico de aldicarbe,
verificaram serem 0os mesmos muito toxicos ao fungo B. bassiana.

O crescimento de B. bassiana foi afetado pelo inseticida formulado com fipronil
(Regent®), sendo que no 15° dia de cultivo se observou uma reducéo significativa em
relacdo a testemunha, a partir da dose de 80% da DR.Tanto a producgédo de conidios
como a viabilidade dos fungos foram afetados pelo inseticida, sendo que o efeito foi
maior em funcédo do aumento da dose (Tabela 2). Tal resultado esta congruente com o
encontrado por MOINO JR. e ALVES (1998) que verificaram redugcdes no crescimento e
producéo de conidios de B. bassiana e M. anisopliae submetidos a ac&o de fipronil. No
entanto, B. bassiana foi pouco afetado pelo inseticida & base de thiametoxan (Actara®),
pois ndo houve reducdo do crescimento e da viabilidade em todas as doses avaliadas
do inseticida, mas observou-se um pequeno efeito sobre a produ¢do de conidios que
diminuiu ligeiramente em funcdo do aumento da dose (Tabela 2).

Efeito semelhante dos inseticidas ocorreu em relacdo ao fungo M. anisopliae. O
inseticida formulado com fipronil (Regent®) afetou o crescimento, a producdo de

conidios e a viabilidade onde ndo se observou o efeito da dose (Tabela 2).
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Tabela 2. Crescimento, esporulacéo e viabilidade de Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae em meio de cultura contendo diversas doses dos inseticidas quimicos fipronil

e thiametoxan.

Inseticida Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae
e dose Crescimento’  Esporulacéo® Viab. Crescimento®  Esporulacdo’ Viab.
(mm?  (n°de con.10 % (%) (Mm% (n°de con. 10%) (%)
Fipronil
Testemunha 54,20 a 6,44 a 98,33 a 60,60 a 8,11 a 99,662
50% da DR 50,20 ab 2,39b 63,33 b 58,40 b 552 b 97,33ab
60% da DR 52,80 ab 2,40 b 53,33 ¢ 58,00 bc 4,62 ¢ 96,66b
70% da DR 52,20 ab 1,62c 53,66 ¢ 56,80 cd 4,48 cd 96,33b
80% da DR 47,40 b 1,84 bc 53,66 ¢ 55,60 d 3,85 de 96,00b
90% da DR 41,00 c 0,71d 49,33 ¢ 53,20 e 4,92 bc 95,33b
100% da DR 39,00 ¢ 0,61d 42,00 d 50,40 f 3,67 e 95,00b
Teste F 24,46 228,01** 254,66** 158,79** 107,23** 7,63**
CV (%) 5,62 9,85 3,38 1,09 4,98 1,01
Thiametoxan
Testemunha 50,40 a 342a 100,00 a 55,60 a 4,63 a 99,33 a
50% da DR 50,30 a 3,32a 99,00 a 55,50 a 4,61 a 99,31 a
60% da DR 50,25 a 3,28 ab 98,66 a 55,43 a 4,62 a 98,66 a
70% da DR 50,17 a 3,13 bc 99,33 a 55,30 a 4,63 a 99,00 a
80% da DR 50,10 a 3,10 bc 93,66 a 55,15a 4,60 a 93,66 a
90% da DR 50,10 a 3,05¢c 92,33 a 55,10 a 4,61 a 93,66 a
100% da DR 50,00 a 3,02¢c 97,00 a 55,00 a 4,60 a 95,33 a
Teste F 1,42 ns 15,46** 1,94 ns 2,43 ns 2,35 ns 2,07 ns
CV (%) 0,68 2,09 2,69 1,67 1,54 3,31

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05);
'Apé6s 15 dias de cultivo a 27 + 0,5C em auséncia de luz; Viab.: viabilidade ap6s 15 horas de
cultivo 27 + 0,5C em auséncia de luz; DR: dose rec omendada; CV: coeficiente de variagdo; ns:
nao significativo; ** significativo a 1% de probabilidade;

Contudo, M. anisopliae néo foi afetado pelo inseticida a base de thiametoxan
(Actara®), pois ndo houve reducdo significativa do crescimento, producéo e viabilidade
dos conidios em nenhuma dose avaliada do inseticida (Tabela 2). Varios autores
avaliaram a compatibilidade de M. anisopliae e também de B. bassiana com o
thiamethoxan (BATISTA FILHO et al., 2001; LOUREIRO, et al., 2002, NEVES, et al.,
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2001) e ndo encontram efeito toxico do inseticida sobre os fungos, resultado também
obtido neste trabalho.

O fipronil € um inseticida que age nas células do sistema nervoso do inseto como
inibidor do complexo receptor do 4cido aminobutirico, que inibe a entrada de ions CI" o
qual hiperpolariza a célula levando-a a morte (OMOTO, 2000). Tal mecanismo pode
também ter atuado sobre as células flngicas afetando os entomopatgenos.

Nos insetos o thiametoxan impede a acdo da enzima acetilcolinesterase nas
células do sistema nervoso, causando hiperexcitabilidade deste sistema e provocando a
morte do inseto (OMOTO, 2000). Essa acdo metabdlica ndo ocorre nas células de B.
bassiana e M. anisopliae, e consequentemente os fungos nao foram inibidos na

presenca do inseticida.

3.2 Avaliacao da toxicidade dos inseticidas e sua ¢ =~ ompatibilidade com Beauveria

bassiana e Metarhizium anisopliae

O inseticida & base de thiametoxan (Actara®) apresentou os maiores valores do
indice bioldgico e foi considerado compativel com os fungos B. bassiana e M. anisopliae
guando utilizado nas doses avaliadas (Tabela 3).

Este resultado esta de acordo com os obtidos por ALVES et al. (1998), BATISTA
FILHO et al. (2001) e NEVES et al. (2001) que avaliaram a compatibilidade de B.
bassiana e M. anisopliae sob acdo do inseticida thiametoxan (Actara®) classificando
este inseticida como compativel com os entomopatdgenos. O inseticida a base de
fipronil (Regent®) foi considerado moderadamente compativel com B. bassiana e
compativel com M. anisopliae, porém o inseticida a base de aldicarbe (Temik®) nao foi
compativel com ambos os fungos em nenhuma das doses avaliadas sendo toxico aos
microrganismos estudados (Tabela 3).

Numa possivel estratégia de introdugcdo conjunta desses fungos com inseticidas
guimicos (controle associado), deve-se dar prioridade ao uso de produtos que
mostraram ser menos prejudiciais e, portanto, mais seletivos. Os estudos in vitro tém a

vantagem de expor ao maximo o microrganismo a acado do produto quimico, fato que
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provavelmente ndo ocorre em condicbes de campo, onde varios fatores servem de
obstaculo a essa exposic¢éao.

Tabela 3. indice bioldgico e classificagdo dos inseticidas quanto a toxicidade aos
fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae de acordo com as doses

utilizadas.

Dose Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae
] Fipronil Thiametoxan Aldicarbe Fipronil Thiametoxan Aldicarbe
Indice bioldgico (%)
Testemunha 100 100 100 100 100 100
50% da DR 66 98 0 82 96 0
60% da DR 65 98 0 80 93 0
70% da DR 63 96 0 79 92 0
80% da DR 57 94 0 79 90 0
90% da DR 45 94 0 75 87 0
100% da DR 42 85 0 74 87 0
Classificagéo toxicoldgica
Testemunha
50% da DR MC C T C C T
60% da DR MC C T C C T
70% da DR MC C T C C T
80% da DR MC C T C C T
90% da DR MC C T C C T
100%daDR MC C T C C T

DR: dose recomendada; C: compativel; MC: moderadamente compativel; T: toxico

Assim, constatada a inocuidade de um produto em laboratorio, espera-se que o
mesmo seja seletivo no campo. Por outro lado, a alta toxicidade de um produto in vitro
nem sempre indica a sua grande toxicidade em campo, mas sim a possibilidade de
ocorréncia deste efeito toxico (MOINO JR. e ALVES, 1998).

3.3 Efeito dos herbicidas sobre o crescimento, prod ucdo e viabilidade dos

conidios dos fungos.
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Os herbicidas formulados com clomazone+ametrina (Sinerge®) e com 2,4
diclorofenoxiacético (DMA®), inibiram o crescimento, a producéo e a viabilidade dos
conidios de B. bassiana e M. anisopliae em todas as doses avaliadas. Tal resultado
esta de acordo com os obtidos por COSTA et al. (2004) e ANDALO et al. (2004) que
verificaram redugdes significativas no crescimento, esporulacdo e na viabilidade dos
conidios de M. anisopliae e B. bassiana, respectivamente, submetidos a acdo de 2,4
diclorofenoxiacético. Contudo, esses autores nao avaliaram a acao de
clomazone+ametrina sobre os fungos.

O crescimento e a viabilidade dos conidios de B. bassiana foram pouco afetados
pela presenca do herbicida a base de imazapir (Arsenal®), porém se observou um
pequeno efeito nas maiores doses onde houve diferenca significativa em relacdo a
testemunha. A producédo de conidios foi afetada, sendo que o efeito foi maior em funcéo
do aumento da dose, quando comparado com a testemunha (Tabela 4). A viabilidade
dos conidios de M. anisopliae ndo foi afetada pelo herbicida a base de imazapir. O
crescimento foi pouco afetado, porém a esporulacéo foi significativamente afetada em
relacdo a testemunha em funcdo do aumento da dose (Tabela 4).

O herbicida imazapir pertence ao grupo quimico das imidazolinonas que agem
inibindo a enzima acetolactato sintase (ALS), que atua na rota de sintese dos
aminoacidos e em poucas horas bloqueia a divisao celular e sintese de DNA levando a
planta a morte (HESS, 1994). Tal mecanismo pode influenciar no metabolismo de
ambos os fungos, principalmente em funcédo do aumento das doses.

Os herbicidas diuron (Karmex®), glifosato (Glifosato®) e hexazinone+diuron
(Velpar-K®) afetaram o crescimento, a producdo e a viabilidade dos conidios
apresentando efeito semelhante para ambos os fungos (Tabela 4). Estes resultados se
semelham aos obtidos por ANDALO et al. (2004) que observaram diminui¢io
significativa no crescimento e produgédo de conidios de B. bassiana quando realizaram
experimento in vitro com os herbicidas a base de diuron e glifosato.

O crescimento e a viabilidade dos conidios de B. bassiana ndo foram afetados pelo
herbicida a base de metribuzin (Sencor®), porém se observou reducéo significativa da

esporulacdo em relacdo a testemunha (Tabela 4). Efeito semelhante do herbicida



Tabela 4. Crescimento, esporulagéo e viabilidade de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em
meio de cultura contendo diversas doses dos herbicidas quimicos.

Herbicida e Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae
dose Crescimento™  Esporulacdo®  Viab.  Crescimento® Esporulagéo® Viab.
(mm?) (n°de con.10%) (%) (mm?) (n°de con. 10 ) (%)
Imazapir
Testemunha 50,20 a 3,74 a 99,66 ab 52,40 a 4,18 a 99,66 a
DRPE 50,60 a 2,00 b 100,00 a 50,00 b 2,62 b 98,66 a
DRPE+50% 51,00 a 1,64b 99,00 bc 50,40 b 2,23 ¢ 97,66 a
DRPO 47,40 b 1,22c 100,00 a 50,40 b 1,69d 98,33 a
DRPO+100% 47,00 b 1,23 ¢ 98,33 ¢ 50,20 b 1,29e 98,66 a
Teste F 31,86** 735,18** 11,75%* 14,88** 235,60** 1,68 ns
CV (%) 1,51 3,8 0,36 1,11 5,22 0,97
Diuron
Testemunha 49,60 a 3,64 a 98,66 a 57,80 a 4,97 a 98,66 a
DRPE 14,20 b 0,16 b 85,00 b 12,40 b 0,192 b 84,66 b
DRPE+50% 11,80 ¢ 0,09b 77,33 ¢ 10,60 ¢ 0,118 b 79,33 ¢
DRPO 8,00d 0,02 b 71,66d 8,0d 0,040 b 76,66 cd
DRPO+100% 8,00d 0,02b 70,33 d 8,0d 0,032 b 73,66 d
Teste F 4599,0**  1303,02**  276,98** 3699,26** 2516,69** 124,74
CV (%) 3,18 9,64 1,15 4,09 7,03 1,84
Glifosato
Testemunha 48,20 a 3,55a 100,00 a 62,40 a 6,15 a 99,33 a
DRPE 43,20 b 1,51 bc 97,33 b 53,40 b 3,99 b 97,33 b
DRPE+50% 35,20 ¢ 1,65b 94,66 c 46,20 c 1,95cd 98,00 b
DRPO 33,80 ¢ 1,62b 90,66 d 42,40d 1,52d 98,00 b
DRPO+100% 30,60d 1,37 ¢ 93,00 cd 39,70d 2,04 c 96,33 ¢
Teste F 137,45**  549,58** 49,92** 118,18** 353,23** 18,00**
CV (%) 3,62 3,44 0,94 3,87 57 0,45
Metribuzim
Testemunha 49,40 a 3,66 a 100,00 a 53,20 a 4,00 a 99,33 a
DRPE 50,00 a 3,43 ab 99,66 a 50,00 ¢ 3,69 ab 100,00 a
DRPE+50% 50,20 a 3,36 abc 98,66 a 49,80 c 3,13 ¢ 98,66 a
DRPO 49,60 a 3,29 bc 99,00 a 50,20 ¢ 3,34 bc 98,00 a
DRPO+100% 49,40 a 3,09c 98,66 a 51,40 b 3,23 ¢ 98,00 a
Teste F 1,31 ns 10,05** 1,10 ns 35,93** 21,96** 1,70 ns
CV (%) 0,94 3,35 1,008 1,039 3,84 1,16
Hexazinone+Diuron
Testemunha 55,40 a 4,13 a 100,00 a 51,40 a 3,73 a 99,66 a
DRPE 27,60 b 0,46 b 64,33 b 26,00 b 0,90 b 76,66 b
DRPE+50% 25,20 c 0,31b 59,00 c 23,40 c 0,73 b 72,00 c
DRPO 20,60d 0,11 ¢c 53,66 d 13,60 d 0,25¢ 68,66 d
DRPO+100% 15,00 e 0,07 c 52,66 d 9,60 e 0,12 ¢ 49,33 e
Teste F 2915,5**  1687,95*  823,74** 1282,98** 632,95** 772,16%*
CV (%) 2,25 7,23 1,79 4,11 8,87 1,53

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05); *Apés 15 dias de cultivo
a 27 + 0,5 em auséncia de luz ; Viab.: viabilidade ap6s 15 horas de cultivo 27 + 0,5C em auséncia de luz ; DRPE:

dose recomendada em pré-emergéncia; DRPO: dose recomendada em pds-emergéncia; CV: coeficiente de variacéo;
**significativo a 1% de probabilidade; ns: néo significativo;
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metribuzin ocorreu em relacdo ao fungo M. anisopliae, pois a viabilidade dos conidios
nao foi afetada. No entanto, o crescimento e a producdo de conidios do fungo foram
significativamente afetados pelo herbicida em fungdo do aumento da dose (Tabela 4).
Este resultado esta de acordo com o obtido por COSTA et al. (2004), que
verificaram reducédo significativa da esporulacdo de M. anisopliae na presenca deste
herbicida. De modo geral os herbicidas tém a capacidade de agir em pontos especificos
da fisiologia das plantas, mas isto ndo determina que sejam seletivos para B. bassiana

e M. anisopliae.

3.4 Avaliacao da toxicidade dos herbicidas e sua co  mpatibilidade com Beauveria

bassiana e Metarhizium anisopliae

Os herbicidas imazapir (Arsenal®) e metribuzim (Sencor®) apresentaram o0s
maiores valores de indices biolégicos e foram considerados compativeis com ambos 0s
fungos em todas as doses avaliadas (Tabela 5).

O herbicida glifosato (Glifosato®) foi classificado como compativel com M.
anisopliae apenas na dose recomendada em pré-emergéncia e moderadamente toxico
nas demais doses. Beauveria bassiana demonstrou ser compativel somente nas doses
DRPE e DRPE + 50 % devido apresentar os maiores indices bioldgicos e as demais
doses foram consideradas como moderadamente téxicas ao fungo (Tabela 5). Este
resultado é semelhante ao encontrado por ANDALO et al. (2004), que avaliaram a
compatibilidade deste herbicida com B. bassiana.

Os herbicidas & base de diuron (Karmex®) e de hexazinone+diuron (Velpar-K®)
foram considerados toxicos para B. bassiana. Metarhizium anisopliae apresentou
pequenos valores de indice biolégico para ambos os herbicidas, porém na DRPE este
fungo demonstrou ser moderadamente compativel com o herbicida a base de
hexazinone+diuron (Tabela 5).

De acordo com a classificagdo proposta por ALVES et al. (2007), os herbicidas a
base de clomazone+ametrina (Sinerge®) e 2,4 diclorofenoxiacético (DMA®) foram

classificados como toxicos, em todas as doses utilizadas e para ambos os fungos por
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apresentarem valores de indice bioldgico muito pequenos (Tabela 5). Este resultado é
semelhante ao obtido por COSTA et al. (2004) que avaliaram a compatibilidade de M.
anisopliae com o herbicida 2,4 diclorofenoxiacético (DMA®) classificando o como téxico

a este entomopatogeno.

Tabela 5. indice biolégico e classificacdo dos herbicidas quanto a toxicidade aos fungos
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae de acordo com as doses utilizadas.

Herbicida indice biol6gico (%) Classificacao toxicoldgica

Test. DRPE DRPE DRPO DRPO Test. DRPE DRPE DRPO DRPO

+ 50% +100% +50% +100%

Beauveria bassiana
Imazapir 100 84 80 71 67 C C C C C
Diuron 100 28 20 15 14 C T T T T
Glifosato 100 70 63 62 56 C C C MC MC
Metribuzin 100 97 95 95 92 C C C C C
H+D 100 35 30 24 18 C T T T T
C+A 100 0 0 0 0 C T T T T
Diclorof. 100 0 0 0 0 C T T T T
Metarhizium anisopliae
Imazapir 100 82 78 72 68 C C C C C
Diuron 100 20 17 14 13 C T T T T
Glifosato 100 77 58 52 53 C C MC MC MC
Metribuzin 100 93 90 87 90 C C C C C
H+D 100 42 37 22 15 C MC T T T
C+A 100 0 0 0 0 C T T T T
Diclorof. 100 0 0 0 0 C T T T T

Test.: testemunha; DRPE: dose recomendada em pré-emergéncia; DRPO: dose recomendada em pés
emergéncia; H+D: hexazinone+diuron; C+A: clomazone mais ametrina; Diclorof.: diclorofenoxiacético; T:
téxico; MC: moderadamente compativel; C: compativel.

Os resultados obtidos mostraram que a acdo dos agroquimicos variou em funcao
de sua natureza quimica e aumentou de intensidade com o incremento da dose. O
modo de acdo do ingrediente ativo € possivelmente um dos principais fatores
envolvidos no grau de toxicidade dos agroquimicos, e consequentemente afeta o

desenvolvimento dos fungos entomopatogénicos.
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3.5 Efeito dos maturadores sobre o crescimento, pro ducdo e viabilidade dos

conidios dos fungos.

O desenvolvimento de B. bassiana e M. anisopliae foi substancialmente afetado
pelo maturador etil-trinexapac (Moddus®), que inibiu totalmente o crescimento a
producdo de conidios e a viabilidade de ambos os fungos, em todas as doses
avaliadas. Na planta esse maturador atua seletivamente através da reducao do nivel de
giberilina ativa induzindo uma inibicdo temporéaria ou reducéo no ritmo de crescimento,
sem afetar o processo de fotossintese (CASTRO, 1992). Porém, a acdo metabdlica que
provocou a inibicdo do desenvolvimento fungico € provavelmente distinta desta.

O maturador a base de sulfometurom-metilico afetou o crescimento, a
esporulacdo e a viabilidade dos conidios de ambos os fungos, mas n&o os inibiu
completamente como o etil-trinexapac (Tabela 6). O herbicida & base de glifosato
(Round up®), usado como maturador, ndo afetou o desenvolvimento de ambos os

fungos (Tabela 6). Tal resultado pode ser justificado pela pequena dose utilizada.

Tabela 6. Crescimento, esporulacdo e viabilidade de Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae em meio de cultura contendo a dose recomendada dos

maturadores.
Maturador Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae
Crescimento® Esporulagdo®  Viab. Crescimento’  Esporulacdo® Viab.
(mm?) n°de con. 10° (%) (mm?) (n°de con. 10%) (%)

Sulfometurom-metilico

Testemunha 52,40 a 4,80 a 99,20 a 56,40 a 452 a 98,60 a

DR 11,80 b 2,61b 77,40 b 17,40 b 3,75b 88,40 b

Teste F 2747,27** 5031,21** 950,48** 2112,50** 95,81** 472,91**

CV (%) 3,82 0,97 1,27 3,64 3,01 0,79

Glifosato

Testemunha 51,00 a 5,38 a 98,50 a 55,60 a 4,61 a 97,80 a

DR 50,60 a 530a 98,20 a 55,20 a 4,57 a 97,60 a

Teste F 1,0 ns 0,16 ns 0,64 ns 1,60 ns 1,38 ns 0,13 ns

CV (%) 1,24 5,95 0,6 0,9 1,41 0,89

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05); 'Ap6s 15 dias de
cultivo a 27 £ 0,5C em auséncia de luz; Viab.: via bilidade ap6s 15 horas de cultivo 27 + 0,5C em aus éncia de luz ;
DR: dose recomendada; CV: coeficiente de varia¢do; ns: ndo significativo; ** significativo a 1% de probabilidade
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3.6 Avaliagdo da toxicidade dos maturadores e sua ¢ ompatibilidade com

Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae

Os resultados revelaram que os maturadores sulfometurom-metilico (Curavial) e
etil-trinexapac (Moddus) ndo foram compativeis com B. bassiana e M. anisopliae
enguanto o glifosato se mostrou compativel, quando usado como maturador (Tabela 7).

Nao foram encontrados na literatura trabalhos sobre a compatibilidade de ambos
os fungos com maturadores. No entanto, dois dos maturadores avaliados neste trabalho
se mostraram toxicos aos fungos, sugerindo que sejam feitas novas investigacdes para

melhor conhecer a acdo destes produtos sobre os entomopatégenos.

Tabela 7. indice bioldgico e classificacdo dos maturadores quanto a toxicidade aos

fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae de acordo com a dose

recomendada.
Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae
Dose Etil- Sulfometurom Glifosato Etil- Sulfometurom Glifosato
trinexapac Metilico trinexapac Metilico
indice biolégico (%)
Testemunha 100 100 100 100 100 100
DR 0 19 95 0 25 90
Classificagéo toxicoldgica
DR T T C T T C

DR: dose recomendada; T: toxico; MC: moderadamente compativel; C: compativel.

4. CONCLUSOES

A maior parte dos agroquimicos utilizados no manejo da cana-de-agucar tem
efeito toxico sobre os fungos B. bassiana e M. anisopliae, podendo comprometer sua
acao dos mesmo agentes de controle de pragas da cultura. No entanto, os inseticidas
formulados a base de thiametoxan e fipronil se mostraram compativeis ou
moderadamente compativeis com os fungos, sugerindo que possam ser empregados

em uma possivel estratégia de uso associado para o controle de pragas.
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Os herbicidas avaliados neste trabalho tém, em sua maioria, efeito toxico sobre
0s entomopatdgenos, pois apenas aqueles formulados a base de imazapir e metribuzim
se mostraram compativeis com ambos os fungos. Entre os maturadores analisados

somente o glifosato se mostrou compativel com os entomopatdgenos.
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CAPITULO 3 - TOXICIDADE DE AGROQUIMICOS USADOS NA C ULTURA DA
CANA-DE-ACUCAR AOS FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS METARHIZIUM
ANISOPLIAE E BEAUVERIA BASSIANA NO AMBIENTE DO SOLO.

RESUMO - A toxicidade dos agroquimicos sobre os fungos entomopatogénicos
usados no controle de pragas da cana-de-acucar, pode ser influenciada pelo solo em
gue a cultura é implantada. Este trabalho teve por objetivo investigar se inseticidas,
herbicidas e maturadores utilizados no manejo da cana-de-acucar tém efeito téxico
sobre os fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae no ambiente do solo.
Foram utilizados os inseticidas Aldicarbe (Temik®) e Fipronil (Regent®), os herbicidas
Diuron (Karmex®) e Clomazone+Ametrina (Sinerge®) e os maturadores Etil-trinexapac
(Moddus®), Sulfometurom-metilico (Curavial®). Os fungos foram inoculados em solo
argiloso e solo arenoso esterilizados, contendo o0s agroquimicos nas doses
recomendadas, de acordo com as seguintes formas de aplicacdo: T1 — inoculacdo do
fungo no solo 1 hora antes da aplicagdo do agroquimico; T2 — inoculagcdo do fungo no
solo 1 hora ap0s a aplicacdo do agroquimico; T3 — inoculagdo do fungo no solo 48
horas antes da aplicagdo do agroquimico. Avaliou-se a sobrevivéncia dos fungos apos
zero, um, quatro e sete dias de incubacéo a 27 + 0,5°C através do nimero de unidades
formadores de colénias (UFC) em placa de Petri. O inseticida a base de Aldicarbe
(Temik®) reduziu a sobrevivéncia B. bassiana e M. anisopliae em ambos os tipos de
solo, com menor efeito téxico no solo argiloso, enquanto Fipronil (Regent®) pouco
afetou a sobrevivéncia de B. bassiana nos dois tipos de solo. A sobrevivéncia de ambos
os fungos foi afetada pela presenca no solo de Diuron (Karmex®). Para B. bassiana a
toxicidade foi menor no solo arenoso, sendo que para M. anisopliae a acéo téxica do
agroquimico foi maior neste mesmo tipo de solo. Clomazone+Ametrina (Sinerge®)
reduziu a sobrevivéncia de ambos os fungos nos dois tipos de solo, com menor efeito
téxico no solo argiloso. Os maturadores Etil-trinexapac (Moddus®) e Sulfometurom-
metilico (Curavial®) promoveram a reducdo das populacées dos fungos em ambos 0s

solos, observando-se maior efeito toxico no solo arenoso. Os resultados mostraram que
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0s agroquimicos utilizados no manejo da cultura da cana-de-agucar tém acgdo toéxica
para M. anisopliae e B. bassiana, em ambos os tipos de solo, mas a toxicidade &€ menor
no solo argiloso. Os fungos diferiram quanto a sensibilidade aos agroquimicos, cujo
efeito toxico foi maior quando a adicdo no solo ocorreu em momentos proximos a

inoculagéo dos fungos.

Palavras-chave : entomopatégenos, controle microbiano, herbicida, inseticida,

maturador, solos argiloso e arenoso.
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CHAPTER 3 - TOXICITY OF AGROCHEMICALS USED IN THE C ULTURE
OF SUGARCANE TO Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana
IN SOIL ENVIRONMENT

ABSTRACT - The toxicity of agrochemicals for the entomopathogenic fungi used
in biological control of sugarcane pests can be affect by the soil where the culture is
implant. This research had the objective to investigate whether insecticides, herbicides
and ripeners used in the handling of sugar cane have toxic effects on the fungus
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae in the soil environment. Were used the
insecticides Aldicarbe (Temik®) and Fipronil (Regent®), the herbicides Diuron (Karmex®)
and Clomazone+Ametryne (Sinerge®), and the ripeners Ethyl trinexapac (Moddus®) and
Sulfometurom-methyl (Curavial®). The fungi were inoculated in clay soil and sandy soil
sterile, containing the chemical agrochemicals in the recommended dosages, observing
the forms of application: T1 - inoculation of the fungus in soil 1 hour prior to
agrochemical application, T2 - inoculation of the fungus in soil 1 hour after agrochemical
application, T3 - inoculation of the fungus in the soil 48 hours prior agrochemical
application. We evaluated the survival of fungi after zero, one, four and seven days of
incubation at 27 £ 0.5 T by the number of colonies forming units (CFU) in Petri dishes.
The insecticide Aldicarbe (Temik ®) reduced the survival of B. bassiana and M.
anisopliae in both soil types, with less toxic effect on the clay soil. The survival of both
species was affected by the presence of Diuron (Karmex ®) in soil. For B. bassiana
toxicity was lower in the sandy soil, and for M. anisopliae toxic action of the
agrochemical was higher in the same soil. Clomazone+Ametryne (Sinerge ®) reduced
the survival of both fungi in two soil types, with less toxic effect on the clay soil. The
ripeners Ethyl trinexapac (Moddus ®) and Sulfometurom-methyl (Curavial ®) promoted
the reduction of populations of fungi in both soils, with a higher toxic effect in the sandy
soil. The results showed that the agrochemicals used in handling of sugar cane have

toxic action in M. anisopliae and B. bassiana in both soil types, but the toxicity is lower in
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clay soil. The fungi differed in sensitivity to agricultural chemicals whose toxic effect was

greater when the addition in the soil occurred at times near the inoculation of fungi.

Key words : entomopathogenic, microbial control, herbicide, inseticide, ripener, sand

and clay soils.
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1. INTRODUCAO

O solo é um sistema vivo onde ocorrem varios processos biolégicos, sendo
gue os microrganismos desempenham um papel importante na manutencdo desse e de
outros ecossistemas, como componentes fundamentais das cadeias alimentares e dos
ciclos biogeoquimicos. Dentre estes, incluem-se a formacao e estruturacdo de solos, a
decomposicdo da matéria organica, a ciclagem de nutrientes e a formacéo dos gases
componentes da atmosfera terrestre (ZILLI et al., 2003).

A utilizacdo de grandes areas e quantidades expressivas de insumos
agricolas pode afetar a qualidade do solo, sendo as préticas utilizadas questionadas
pela comunidade cientifica quanto a sustentabilidade dos agroecossistemas. O termo
gualidade do solo relaciona-se as propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas do solo,
essenciais para manter a produtividade agricola a longo prazo e com o minimo possivel
de impacto negativo (TOTOLA & CHAER, 2002).

O estado de S&o Paulo € o maior produtor brasileiro de cana-de-agucar com
uma éarea cultivada de aproximadamente 3 milhdes de hectares. As aplicacbes de
herbicidas na cultura visam facilitar as operacdes de controle de plantas daninhas,
diminuindo as competicbes por &gua, luminosidade e nutrientes, melhorando a
producdo agricola. Entretanto, suas moléculas podem diminuir as populacdes de
microorganismos benéficos, pois alguns destes agroquimicos podem influenciar
diretamente na microbiota do solo (ANDREA, 2006).

Devido a competicdo da cultura com as plantas daninhas uma das
alternativas utilizadas para aumento de sacarose € a aplicacdo de maturadores
vegetais, pratica que tem se tornado cada vez mais comum no setor sucroalcooleiro
(GHELLER, 2001).

Para o controle de pragas usam-se inseticidas quimicos. Contudo, a maioria
dos insetos de importancia para a cultura sdo pragas de solo como a cigarrinha da raiz
[Mahanarva fimbriolata, Stal (Hemiptera: Cercopidae)] o cerambicideo da raiz [Migdolus

fryanus, Westwood (Coleoptera:Vesperidae)], o bicudo da cana-de-acUcar
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[Sphenophorus levis, Vaurie (Coleoptera: Curculionidae)] e larvas de escarabeideos.
Esses insetos sdo de dificil controle por meio de inseticidas quimicos o que abre
oportunidade para a introducdo de novos métodos como o controle microbiano (LEITE
et al., 2003).

Os fungos entomopatogénicos estdo presentes no solo integrando um
ecossistema complexo, com grande variedade de microrganismos importantes para a
producéo agricola e tém sido aplicados para o controle de algumas pragas, destacando-
se 0 M. anisopliae capaz de promover o controle biolégico de forma natural ou quando
aplicado nos cultivos agricolas (MOCHI et al.,2005).

Vérios trabalhos conduzidos com a finalidade de analisar a agdo dos
agroquimicos sobre os fungos entomopatogénicos, encontraram efeito toxico (ALVES,
et al., 1992; POPRAWSHI & MAJCHOWICZ, 1995; NEVES et al., 2001; BATISTA
FILHO et al., 2001 e LOUREIRO et al., 2002). No entanto, a maioria desses estudos foi
realizada adicionando os agroquimicos ao meio de cultura sintético usado para o
crescimento dos fungos. O solo € um ambiente heterogéneo que dificulta a distribuicdo
dos agroquimicos, podendo reté-los parcialmente adsorvidos a alguns de seus
componentes, restringindo assim sua acéo toxica (MOCHI et al, 2005). Desse modo, é
possivel que o efeito tdxico verificado nos ensaios com meio de cultura sintético ndo se
repita quando o agroquimico se encontra no solo.

Portanto, este trabalho teve por objetivo verificar se os inseticidas, herbicidas
e maturadores usados na cultura da cana-de-agUcar tem efeito toxico sobre os fungos

entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana nas condigdes do ambiente do solo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Fungos e agroquimicos utilizados

Foram utilizados os isolados E9 de Metarhizium anisopliae e IBCB66 de
Beauveria bassiana mantidos na colecdo do Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Producédo Vegetal da FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal/SP.
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Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo o meio de cultura de batata,
dextrose e agar (BDA), acondicionados em estufa a 27°+ 0,5C, em auséncia de luz,
durante doze dias.

Obtidas as coldnias fungicas, foram preparadas suspensodes de conidios em uma
mistura (1:1) de solucdo de NaCl a 0,89% (p v'!) e solucdo de Tween 80 & 0,1% (v v'1).
Apés vigorosa agitacdo em agitador elétrico de tubos, as suspensfes foram
padronizadas na concentracéo de 2,7 x 10’ conidios mL™ (LANZA et al., 2009), com
auxilio da camara de Neubauer.

Os inseticidas, herbicidas e maturadores, com diferentes ingredientes ativos,
foram utilizados segundo as respectivas doses recomendadas (DR) pelos fabricantes, e

preparados em volumes adequados aos ensaios (Tabela 1).

Tabela 1. Inseticidas, herbicidas e maturadores usados na cultura da cana-de-agucar
e avaliados quanto a toxicidade aos fungos entomopatogénicos Metarhizium

anisopliae e Beauveria bassiana no ambiente do solo.

Nome comercial Ingrediente ativo Grupo quimico Dose recomendada

Inseticidas

Regent 800 WG* Fipronil Pirazol 200g ha™
Temik 150 Aldicarbe Metilcarbamato oxima 1,5kg ha™
Herbicidas

Karmex Diuron Uréia substituidas 32Lhat
Sinerge Clomazone+Ametrina Isoxazolidionas 50Lha
Maturadores

Curavial Squomg'Furom— Sulfoniluréia 20gha™

metilico
Moddus Etil-trinexapac Dioxociclohexano- 10Lhat

Carboxilato de etila

Fonte: Compéndio de defensivos agricolas, 1999. *N&o foi usado no ensaio experimental com
M. anisopliae.

Esses agroquimicos foram escolhidos por terem sido classificados como toxico

aos fungos em experimentos conduzidos em meio de cultura no laboratério (Capitulo 2).
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2.2 Solo

Foram utilizados dois tipos de solos coletados nas profundidades de 0 a 20 cm,
em matas de preservacdo ambiental existentes em propriedades agricolas, como
segue: A) Latossolo Vermelho textura argilosa [53% de argila, 18% de silte e 29% de
areia], coletado em propriedade agricola no Distrito de Lusitania, Municipio de
Jaboticabal, SP (21° 07 04" S; 48° 16' 44" W), com as seguintes caracteristicas
quimicas: pH (CacCl,) 6,0; matéria organica = 27 g.dm™; P (resina) = 24 mg dm; K =
4,4 mmol, dm™; Ca = 116 mmol, dm; Mg = 48 mmol, dm™®; H+Al = 18 mmol. dm™; SB =
168,5 mmol, dm™; T = 186,4 mmol, dm™; V = 90%; B) Argissolo Vermelho Amarelo
textura arenosa média (15% de argila, 7% de silte e 78% de areia), coletado em
propriedade agricola do Municipio de Monte Alto, SP (21°21' 02" S; 48°31' 17" W)
apresentando as seguintes caracteristicas quimicas: pH (CaCl,) 5,0; matéria organica =
27 mmol. dm’3; P (resina) = 10 mg dm™; K = 3,2 mmol, dm™; Ca = 35 mmol, dm™; Mg =
12 mmole dm™; H+Al = 47 mmol. dm™; SB = 50,2 mmol. dm™; T = 97,2 mmol. dm™3; v =
52%. Os solos foram secos em temperatura ambiente, destorroados e peneirados em
peneira com malha de 1mm. Em seguida, foram armazenados em sacos de plastico até
a utilizacdo. A capacidade de saturacdo de agua de cada tipo de solo foi determinada

antes da execuc¢ao dos experimentos.

2.3 Montagem dos ensaios experimentais e avaliagdo da sobrevivéncia dos
fungos

Para cada tratamento foram utilizadas quatro placas de Petri de 90 mm de
didametro contendo 80 gramas de solo. Em toda a extensé&o da face interna da tampa de
cada placa foram fixados, com fita adesiva, dois palitos de madeira para facilitar as
trocas gasosas. Em seguida, as placas foram envolvidas por dupla camada de papel de
embrulho e autoclavadas a 121C e 1 Kgf cm 2 por 1 hora.

Sob camara de fluxo laminar os solos receberam agua destilada esterilizada até
atingir 65% da capacidade de campo. Em seguida, permaneceram em repouso durante

1 hora para estabilizacdo. Decorrido esse tempo, aplicou-se os fungos e agroquimicos
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nas seguintes formas: Tratamento 1) adicionou-se 2 mL de suspensao de M. anisopliae
ou de B. bassiana na superficie do solo e apdés 1 hora adicionou-se um dos
agroquimicos na superficie do solo; Tratamento 2) adicionou-se um dos agroquimicos
na superficie do solo e apos 1 hora foi adicionada a suspenséo M. anisopliae ou de B.
bassiana na superficie do solo; Tratamento 3) adicionou-se 2 mL de suspenséo de M.
anisopliae ou de B. bassiana na superficie do solo e apos 48 horas foi adicionado um
dos agroquimicos na superficie do solo. Para cada tratamento fez-se um controle, que
consistiu da adicdo de 2 mL da suspensédo fungica e &agua destilada esterilizada na
guantidade correspondente a cada agroquimico. As placas assim preparadas foram
pesadas e permaneceram em estufa a 27 £ 0,5°C no escuro, até o final do ensaio.

A avaliacao da sobrevivéncia dos fungos foi realizada por meio da determinacéo
do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC grama de solo Gmido™) nos
periodos de 0, 1, 4 e 7 dias de incubagcdo. Antes de cada avaliacdo as placas foram
pesadas e se constatada perda de agua este conteudo foi reposto usando-se agua
destilada esterilizada. Em seguida, uma amostra de 1,0g de solo (composta de 15 sub
amostras de solo umido), foi colhida na superficie de cada placa e suspendida em 9mL
de solugéo (1:1) de NaCl a 0,89% (p v') e Tween 80® a 0,1% (v v). A partir da
suspensdo obtida foram feitas diluicdes seriadas e das diluicdes adequadas foram
semeados 0,1mL em placas de Petri contendo o meio de JOUSSIER & CATROUX
(1976), modificado pela supresséo do suco de legumes e oxgall, e incubadas em estufa

a 27 £ 1°C no escuro por um periodo de 5 dias.

2.4 Andlise estatistica

Para cada tratamento foram feitas quatro repeticdbes. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Para a execucéo das analises foi usado o programa ESTAT (1997).



46

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O inseticida a base de Aldicarbe (Temik®) afetou a sobrevivéncia de B. bassiana
em ambos os solos. Porém, observou-se que no solo arenoso a sobrevivéncia do fungo
foi menor que no solo argiloso, principalmente nos tratamentos onde a inoculagdo foi
feita uma hora antes (T1) ou uma hora apos (T2) a adicao do inseticida, sendo estes os
tratamentos que mais afetaram a sobrevivéncia de B. bassiana nos dois tipos de solo
(Figura 1)

Tal resultado esta congruente com os obtidos por SANTOS e MONTEIRO (1994)
gue obtiveram drastica reducdo da populagédo total de fungos do solo logo apos a
aplicagao de Aldicarbe. Em estudo conduzido em meio de cultura TAMAI et al. (2002)
verificaram que inseticidas pertencentes ao mesmo grupo quimico mostraram-se muito
toxicos para B. bassiana.

No entanto, a presenca de Fipronil (Regent®) muito pouco afetou a sobrevivéncia
do fungo em ambos os tipos de solo, pois apenas quando a inoculagédo no solo arenoso
foi realizada uma hora apos a adi¢cdo do inseticida (tratamento T2), observou-se uma
pequena reducéo da populacao de B. bassiana (Figura 1).

ALMEIDA et al. (2000) aplicaram Fipronil+B. bassiana no sulco de plantio da
cana-de-acucar e verificaram que houve aumento da eficiéncia do controle de M.
fimbriolata. Os autores afirmaram que esta pode ser uma estratégia eficiente no
controle de pragas na cana-de-agucar, ndo influenciando a sobrevivéncia do
entomopatoégeno.

A sobrevivéncia de M. anisopliae foi negativamente afetada pelo inseticida a
base de Aldicarbe (Temik®) em ambos os solos. No solo argiloso o efeito téxico foi
menor e ndo houve influéncia da forma de aplicacdo, pois ndo se verificou diferenca
significativa entre os tratamentos T1, T2 e T3, mas sim destes quando comparados com
a testemunha. No solo arenoso, o efeito toxico do inseticida foi maior, reduzindo
significativamente a sobrevivéncia do fungo, notadamente nos tratamentos onde a
inoculacéo foi feita uma hora antes (T1) ou uma hora apos (T2) a adi¢do do inseticida
(Figura 2).
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Figura 1. Sobrevivéncia de Beauveria bassiana inoculado em solo argiloso e solo arenoso
adicionados dos inseticidas quimicos Aldicarbe (Temik®) (A e B, respectivamente) e Fipronil
(Regent®) (C e D, respectivamente), nas seguintes formas de aplicacdo: T1 - inoculagdo do fungo
no solo 1 hora antes da aplicagdo do inseticida T2 - inoculagdo do fungo no solo 1 hora apoés a
aplicacdo do inseticida T3 - aplicacdo do fungo no solo 48 horas apds a aplicacdo do inseticida.
Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de incubacgéo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% (p<0,05).
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Figura 2. Sobrevivéncia de Metarhizium anisopliae inoculado em solo argiloso (A) e solo arenoso

(B) adicionados do inseticida quimico Aldicarbe (Temik®), nas seguintes formas de aplicacdo: T1 -
inoculacdo do fungo no solo 1 hora antes da aplicagdo do inseticida T2 - inoculacdo do fungo no
solo 1 hora apds a aplicacdo do inseticida T3 - aplicagdo do fungo no solo 48 horas apo6s a
aplicacdo do inseticida. Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de incubacado, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).

A presenca do herbicida formulado & base de Diuron (Karmex® no solo
influenciou a sobrevivéncia de B. bassiana, com menor efeito negativo no solo arenoso
onde se verificou pequena reducdo da populacdo, apenas quando o fungo foi inoculado
no solo uma hora apés a adicdo do herbicida (T2). No solo argiloso a acgéo toxica foi
maior, pois houve reducgéo significativa da sobrevivéncia em todos os tratamentos, com
destaque para o tratamento T2 onde ocorreu a menor populagcédo do fungo ao longo do
periodo de avaliacdo (Figura 3). ANDALO et al. (2004) observaram diminui¢&o
significativa do crescimento e producao de conidios de B. bassiana quando realizaram
experimentos in vitro com os herbicidas Diuron e Glifosato.

ROQUE (2000) afirmou que o principal fator responsavel pela reducdo da
fitotoxicidade de Diuron é a adsorcdo. PAL et al. (1985) verificaram que em solos com
grande teor de argila, matéria organica e capacidade de troca catidnica, o herbicida fica

mais adsorvido nos coloides do solo, ja em solos arenosos o efeito € contrario.
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Figura 3. Sobrevivéncia de Beauveria bassiana inoculado em solo argiloso e solo arenoso
adicionados dos herbicidas quimicos Diuron (Karmex®) (A e B, respectivamente) e

Clomazone+Ametrina (Sinerge®) (Ce D, respectivamente), nas seguintes formas de aplicagao: T1 -
inoculacdo do fungo no solo 1 hora antes da aplicagdo do herbicida quimico T2 - inoculacdo do
fungo no solo 1 hora apo6s a aplicagdo do herbicida quimico T3 - aplicacdo do fungo no solo 48
horas apds a aplicacdo do herbicida quimico. Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de
incubacéo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p< 0,05).
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No entanto, neste trabalho a maior sobrevivéncia de B. bassiana foi obtida no
solo arenoso. TIXIER et al. (2000) observaram que os fungos B. bassiana,
Cunninghamella elegans e Mortierella isabellina séo eficientes degradadores de Diuron,
embora, segundo os autores, as transformacdes do herbicida realizada pelos fungos
sejam, na maioria das vezes, incompletas.

O efeito de Clomazone+Ametrina (Sinerge®) foi praticamente inverso ao do
herbicida anterior. No solo argiloso observou-se pequena diminuicdo da sobrevivéncia,
enquanto no solo arenoso houve acentuada reducdo da populacdo do fungo. Tal
resultado deveu-se possivelmente ao pouco contato do agroquimico com o
entomopatdgeno no solo argiloso, pois segundo CUMMING et al. (2002), fica adsorvido
na superficie dos coloides deste solo.

Em ambos os solos os tratamentos com a inoculagdo do fungo uma hora antes
(T1) ou uma hora apés (T2) a adicdo do herbicida foram os que mais afetaram a
sobrevivéncia de B. bassiana (Figura 4).

Ao avaliarem a influencia de Ametrina sobre M. anisopliae em solo areno-
argiloso, MOCHI et al. (2005) verificaram que a atividade respiratoria do fungo néo foi
afetada pelo herbicida.

M. ansopliae se mostrou bastante susceptivel a acdo toxica dos herbicidas no
solo. Diuron (Karmex®) e Clomazone+Ametrina (Sinerge®) afetaram a sobrevivéncia do
fungo nos dois tipos de solo, mas principalmente no solo arenoso onde ocorreram as
maiores reducdes da populagédo de M. anisopliae.

No solo argiloso o efeito toxico foi menor, e em ambos os solos 0os maiores
efeitos foram verificados quando o fungo foi inoculado uma hora antes (T1) ou uma hora
apos (T2) a adicao dos herbicidas (Figura 4).

Os maturadores quimicos adicionados ao solo tiveram efeito negativo na
sobrevivéncia de B. bassiana. Sulfometurom metilico (Curavial®) reduziu
acentuadamente a populagéo do fungo no solo arenoso, quando a inoculacao foi feita

uma hora antes (T1) ou uma hora apés (T2) a adicdo do maturador.
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Figura 4. Sobrevivéncia de Metarhizium anisopliae inoculado em solo argiloso e solo arenoso

adicionados dos herbicidas quimicos Diuron

(Karmex®) (A e B,

respectivamente)

e

Clomazone+Ametrina (Sinerge®) (C e D, respectivamente), nas seguintes formas de aplicacéo: T1 -
inoculacédo do fungo no solo 1 hora antes da aplicacdo do herbicida, T2 - inoculagéo do fungo no
solo 1 hora apés a aplicacdo do herbicida, T3 - aplicagdo do fungo no solo 48 horas apés a
aplicagcdo do herbicida. Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de incubagdo, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).

No solo argiloso houve menor efeito tdéxico sobre o fungo quando aplicado o

maturador Sulfometurom-metilico (Curavial®), e apés sete dias de incubacéo apenas no

tratamento T2 ocorreu uma reducdo acentuada da sobrevivéncia (Figura 5).
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Figura 5. Sobrevivéncia de Beauveria bassiana inoculado em solo argiloso e solo arenoso
adicionados dos maturadores quimicos Sulfometurom metilico (Curavial®) (A e B, respectivamente)

e Etil-trinexapac (Moddus®) (C e D, respectivamente), nas seguintes formas de aplicagdo: T1 -
inoculacédo do fungo no solo 1 hora antes da aplicacdo do maturador; T2 - inoculagéo do fungo no
solo 1 hora apés a aplicacdo do maturador; T3 - aplicacdo do fungo no solo 48 horas apés a
aplicacdo do maturador. Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de incubacdo, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
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Efeito semelhante foi observado com a adicdo ao solo de Etil-trinexapac
(Moddus®) que reduziu substancialmente a sobrevivéncia de B. bassiana nos
tratamentos T1 e T2 no solo arenoso, e também afetou negativamente a populacédo no
solo argiloso, nas trés formas de aplicagdo, mas ocasionando menor reducdo da

populagao do fungo (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivéncia de Metarhizium anisopliae inoculado em solo argiloso e solo arenoso
adicionados dos maturadores quimicos Sulfometurom metilico (Curavial) (A e B, respectivamente) e
Etil-trinexapac (Moddus) (C e D, respectivamente), nas seguintes formas de aplicacdo: T1 -
inoculacao do fungo no solo 1 hora antes da aplicagdo do maturador; T2 - inoculagdo do fungo no
solo 1 hora apods a aplicacdo do maturador; T3 - aplicacdo do fungo no solo 48 horas apés a
aplicacdo do maturador. Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de incubacdo, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
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Para M. anisopliae, a acdo dos maturadores no solo foi bastante similar aquela
verificada para B. bassiana. O efeito causado por Sulfometurom metilico (Curavial®) nos
solos arenoso e argiloso e por Etil-trinexapac (Moddus®) no solo argiloso, é
praticamente 0 mesmo observado para B. bassiana nos respectivos solos. Apenas no
solo arenoso a adicdo de Etil-trinexapac (Moddus®) ndo causou reducdo da populacéo
de M. anisopliae em nenhum dos tratamentos, apds sete dias de incubagéo (Figura 6).

Ha pouquissimos trabalhos na literatura investigando a ac¢do de inseticidas e
herbicidas para fungos entomopatogénicos no solo, e ndo foram encontrados trabalhos
envolvendo maturadores. Pelos resultados desta investigacao foi possivel verificar que,
a excecdo do efeito do inseticida Fipronil (Regent®) sobre B. bassiana nos dois tipos de
solo, a acdo toxica dos agroquimicos reduziu a sobrevivéncia de M. anisopliae e B.
bassiana, tanto no solo argiloso como no arenoso. A susceptibilidade dos
entomopatdgenos aos agroguimicos variou bastante em ambos os solos, sugerindo que
o0 ambiente edafico possa interferir na acdo téxica. Em experimentos conduzidos em
meio de cultura no laboratorio os agroquimicos utilizados neste trabalho foram
classificados como toxicos aos fungos (Capitulo 2), mas no solo esta toxicidade foi
bastante atenuada.

De acordo com LANZA et al. (2009) o tipo de solo influencia a sobrevivéncia de
fungos entomopatogénicos. Este estudo mostrou que também teve influéncia na agéo
toxica para os fungos. Na maioria das vezes, a sobrevivéncia foi maior no solo argiloso.
O contetdo de argila e a maior quantidade de matéria organica deste solo, que tém
capacidade de adsorver substancias quimicas, provavelmente causou a retencao de
moléculas dos agroquimicos reduzindo o efeito toxico sobre os fungos. Por outro lado, a
porosidade do solo arenoso certamente facilita a migracdo e distribuicdo dos
agroquimicos, favorecendo a acao toxica.

O efeito toxico foi maior quando os fungos foram aplicados no solo uma hora
antes ou depois da adi¢do dos agroquimicos, situacdo em que ficaram expostos a acao
dos agroquimicos por maior tempo. Este fato revela que a exposicdo dos
entomopatdgenos aos agroquimicos deve ser a menor possivel, para ndo comprometer

sua acao no controle de pragas da cana-de-agucar.
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4. CONCLUSOES

Os inseticidas, herbicidas e maturadores utilizados no manejo da cultura da
cana-de-acucar, avaliados neste trabalho, tém acéo toxica para M. anisopliae e B.
bassiana, tanto no solo argiloso como no arenoso, mas os fungos diferiram quanto a
sensibilidade aos agroquimicos. A acdo toxica foi menor no solo argiloso em
comparagdo ao arenoso, e em ambos o0s solos o efeito toxico foi maior quando os

fungos foram aplicados no solo em momentos proximos a adicdo dos agroquimicos.
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