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Resumo

O fungo entomopatogénico Metarhizium rileyi é conhecido como agente de controle bioldgico de varios
lepiddpteros entre eles destaca-se a familia Noctuidae. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos fungicidas
sobre o desenvolvimento de dois isolados de M. rileyi em condi¢des de laboratorio. Foi estudado o efeito in vitro
de cinco fungicidas sobre os isolados UFMS 06 e UFMS 07 do fungo M. rileyi. Os produtos foram colocados em
placas de Petri contendo o meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), nas concentragcdes recomendadas para a
aplicacdo do produto em campo. Apds ter incubado o fungo no meio de cultura as placas foram vedadas com filme
de PVC e colocadas em camara climatizada (tipo B.O.D.) a 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 £+ 10 % e
fotoperiodo de 12 horas por um periodo de 7 dias, foram avaliados o crescimento micelial e concentra¢do de
esporos. Para quantificar a porcentagem de germinacéo foi utilizada uma suspenséo de 1,0 x 10® con.mL™, sendo
mantida em repouso por duas horas nos diferentes fungicidas. Logo apos este periodo foi plagueado 1,0 mL da
suspensdo com o auxilio de uma pipeta graduada (1mL) em placas de Petri e espalhada com alga de Drigalsky no
meio nutritivo, apés a inoculagdo as placas foram identificadas e vedadas com filme PVC, e incubadas por 20
horas em camara climatizadas tipo B.O.D. a 25 £ 1 °C, umidade relativa de 70 + 10 % e fotoperiodo de 12 horas.
Os fungicidas testados neste trabalho todos eles interferiram no crescimento vegetativo, na producédo de conidios e
na germinacdo dos dois isolados do fungo, no teste de indice biolégico todos os produtos foram classificados como
toxicos.

Palavras-chave: Manejo integrado de pragas; Controle bioldgico; Fungo entomopatogénico.

Abstract

The entomopathogenic fungus Metarhizium rileyi is known as a biological control agent for several lepidopterans,
among which the Noctuidae family stands out. The objective of this work was to evaluate the effect of fungicides
on the development of two isolates of M. rileyi under laboratory conditions. The in vitro effect of five fungicides
on the UFMS 06 and UFMS 07 isolates of the fungus M. rileyi was studied. The products were placed in Petri
dishes containing the Potato-Dextrose-Agar (BDA) culture medium, in the concentrations recommended for the
application of the product in the field. After incubating the fungus in the culture medium, the plates were sealed
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with PVC film and placed in an air-conditioned chamber (type BOD) at 25 + 1 °C, relative humidity of 70 = 10%
and a photoperiod of 12 hours for a period of 7 days, mycelial growth and spore concentration were evaluated. To
quantify the germination percentage, a suspension of 1.0 x 108 con.mL! was used, being kept at rest for two hours
in the different fungicides. Right after this period, 1.0 mL of the suspension was plated with the aid of a graduated
pipette (1mL) in Petri dishes and spread with a Drigalsky loop in the nutrient medium, after inoculation the plates
were identified and sealed with PVC film, and incubated for 20 hours in an air-conditioned BOD chamber at 25 +
1 °C, relative humidity of 70 + 10% and photoperiod of 12 hours. The fungicides tested in this work all interfered
in the vegetative growth, in the production of conidia and in the germination of the two isolates of the fungus, in
the biological index test all products were classified as toxic.

Keywords Integrated pest management; Biological control; Entomopathogenic fungus.

Resumen

El hongo entomopatdgeno Metarhizium rileyi es conocido como agente de control biolégico de varios
lepidopteros, entre los que destaca la familia Noctuidae. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los
fungicidas en el desarrollo de dos aislamientos de M. rileyi en condiciones de laboratorio. Se estudio el efecto in
vitro de cinco fungicidas sobre los aislados UFMS 06 y UFMS 07 del hongo M. rileyi. Los productos se colocaron
en placas Petri que contenian el medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (BDA), en las concentraciones
recomendadas para la aplicacion del producto en campo. Después de incubar el hongo en el medio de cultivo, las
placas se sellaron con film de PVC y se colocaron en una camara climatizada (tipo DBO) a 25 + 1 °C, humedad
relativa de 70 £ 10% y un fotoperiodo de 12 horas por periodo de 7 dias, se evalud el crecimiento micelial y la
concentracion de esporas. Para cuantificar el porcentaje de germinacion se utilizé una suspension de 1.0 x 108
con.mL™, manteniéndose en reposo durante dos horas en los diferentes fungicidas. Inmediatamente después de
este periodo, se sembrd 1.0 mL de la suspensién con la ayuda de una pipeta graduada (1mL) en placas de Petri y se
extendidé con un asa Drigalsky en el medio nutritivo, luego de la inoculacién las placas se identificaron y sellaron
con pelicula de PVC, y se incubaron. durante 20 horas en cdmara DBO climatizada a 25 + 1 °C, humedad relativa
de 70 + 10% y fotoperiodo de 12 horas. Los fungicidas probados en este trabajo interfirieron todos en el
crecimiento vegetativo, en la produccion de conidios y en la germinacion de los dos aislados del hongo, en la
prueba de indice bioldgico todos los productos fueron clasificados como toxicos.

Palabras clave: Manejo integrado de plagas; Control biol6gico; Hongo entomopatégeno.

1. Introducéo

O complexo de lagarta presentes na cultura da soja causa desfolha comprometendo o enchimento das vagens, devido a
diminuicdo da area foliar responsavel pela fotossintese, com consequente reducdo da producéo de gréos. Quando se alimentam,
removem 0s tecidos vegetais que contém nutrientes, sdo polifagas, ocorrendo em diversas culturas de importancia econdmica
(Bueno et al., 2017).

O fungo entomopatogénico Metarhizium rileyi (Ascomycota: Clavicipitaceae) é conhecido como agente de controle
bioldgico de lepiddpteros pragas em diversas culturas e é capaz de reduzir drasticamente populagdes destes insetos (Costa et
al., 2015). No Brasil, dentre os hospedeiros suscetiveis a esse agente de controle, destacam-se Spodoptera cosmioides
(Walker), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), Helicoverpa armigera (Hubner), Chrysodeixis includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Dias et al., 2019).

Essas pragas sdo atacadas pela doenca branca causada por M. rileyi, que é o mais importante agente de controle
natural deste inseto e que ocorre em temperaturas em torno de 25 °C e umidade relativa do ar acima de 75%. As lagartas sdo
contaminadas pelos esporos do fungo presentes sobre as folhas ou no solo. As lagartas ficam duras e recobertas por bolores
brancos, devido ao desenvolvimento externo do micélio, tornando-se verdes com a formacdo dos esporos (Sujii et al., 2002;
Loureiro et al., 2020).

Os produtos quimicos a serem utilizados durante 0 manejo de uma cultura devem ser escolhidos levando-se em
consideracdo a sua classificacdo toxicologica e seu efeito sobre os inimigos naturais. O impacto da aplicacdo dos pesticidas
sobre 0s entomopatdgenos pode variar em funcéo da espécie e da linhagem do patégeno, da natureza quimica dos produtos e
das concentracdes utilizadas (Boi¢a Junior et al., 2015). Podem atuar inibindo o crescimento vegetativo, a conidiogénese e a

esporulacdo dos microrganismos, e até causando mutacBes genéticas, as quais podem levar a diminui¢do da acdo a determinada
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praga (Lopes et al., 2018).

Com a aplicagdo constante de fungicidas para o controle de Phakopsora pachyrhizi tem sido verificado, nos Gltimos
anos, uma redugdo ou uma inibicdo da presenca do fungo M. rileyi. Ainda ndo ha relatos sobre a compatibilidade dos
fungicidas que estdo sendo usados no controle da doenca, com o fungo M. rileyi (Reddy et al., 2018; Barbosa Junior, 2020).

As interagdes entre os fungos entomopatogénicos e os produtos fitossanitarios podem ser positivas, quando ocorre
uma acdo sinérgica ou aditiva entre o patdégeno e o produto, ou negativas, quando ocorre a inibicdo de um dos componentes,
geralmente a do patégeno. Estes produtos, principalmente os fungicidas, inibem, na sua grande maioria, a germinacdo dos
esporos dos fungos diminuindo o potencial de inéculo. Assim, as interagdes, principalmente as negativas, devem ser
consideradas nos programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), pois, quanto mais seletivo e compativel for o produto
qguimico mais eficiente serd a conservagdo do entomopatégeno (Silva et al., 2005). Este aspecto € mais importante em
agroecossistemas onde o fungo entomopatogénico é um importante fator para a reducéo populacional de insetos pragas, sendo
considerado um inimigo natural-chave (Khun et al., 2021).

Sendo assim, tornam-se necessario a utilizacdo de produtos seletivos que ndo afetem o equilibrio entre as pragas e
entomopatogenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos fungicidas sobre o desenvolvimento de isolados de M.

rileyi em condices de laboratorio.

2. Metodologia

O trabalho realizado seguiu a metodologia de pesquisa laboratorial de natureza quantitativa, segundo proposto por
Pereira et al. (2018), utilizando os isolados UFMS 06 e 07 do fungo M. rileyi, multiplicados em placa de Petri contendo meio
nutritivo Batata-Dextrose-Agar (BDA).

O trabalho foi realizado “in vitro”, procurando-se avaliar o efeito dos fungicidas sobre os isolados, avaliando-se a
germinacdo dos esporos, crescimento micelial, e a concentragdo de esporos na presenca e auséncia dos fungicidas. (Tabela 1).
Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado com 12 tratamentos (testemunhas e com os fungicidas para

cada isolado).

Tabela 1. Tratamentos avaliados no teste de compatibilidade entre os fungicidas e o fungo Metarhizium rileyi.

Grupo Doses Volume de calda
Produto comercial Ingrediente ativo (i.a) guimico* (L hah (L hah
Aproach Prima SC® Picoxistrobina 20% + Ciproconazole 8% E+T 0,3
Domark 100 EC® Tetraconazole 10% T 0,5
Nativo SC® Trifloxystrobin 10% + Tebuconazole 20% E+T 0,5 200
Gauss® Epoxiconazole 12,5% T 0,3
Priori Xtra SC® Azoxystrobina 20% + Ciproconazole 8% E+T 0,3

Testemunha - - -

* E — Estrobilurinas T — Triazol
Fonte: Autores (2021).

2.1 Avaliacao do crescimento micelial e concentragédo de conidios de Metarhizium rileyi

Para avaliar o crescimento micelial e a concentracdo de esporos dos isolados, os fungicidas foram adicionados ao
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meio BDA, seguindo as concentragcdes de cada tratamento, quando o mesmo apresentava temperatura aproximada de 40 °C,
evitando assim a degrada¢&o dos produtos.

Com o meio ainda nao solidificado, a mistura foi vertida em placa de Petri de 9 cm de diametro. Ap6s a solidificacéo
do BDA efetuou-se a inoculagdo dos isolados por meio de algca de platina em trés pontos equidistantes. Apo6s esse
procedimento, as placas foram identificadas e vedadas com filme PVC e acondicionadas em camara de incubacéo tipo B.O.D.
a temperatura de 25 £ 1 °C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12 h, por um periodo de sete dias.

Para se avaliar o crescimento micelial do fungo, foi feita medicdo das col6nias, previamente marcadas na parte
externa do fundo da placa, em sentidos ortogonais para determinar o diametro médio em centimetros logo apds os sete dias de
incubacéo.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado para fazer a analise de conidios. Foram utilizadas
trés placas e duas coldnias de cada tratamento, e de cada isolado, totalizando 12 tratamentos (testemunhas e com os fungicidas
para cada isolado) cada um com 3 placas e contendo 3 coldnias por placa totalizando 9 colbnias. Dessas, apenas 6 foram
aleatoriamente apontadas resultando assim em 6 repeticdes por tratamento (Pessoa et al., 2020).

Para quantificacdo da concentragdo de esporos, as colnias foram recortadas das placas com auxilio de um bisturi
cirtrgico estéril e transferidas para tubos de ensaio esterilizados, contendo 10 mL de agua destilada esterilizada + espalhante
adesivo (Tween 80®). O mesmo foi agitado manualmente, para a separacdo dos agregados. Apds, realizou-se a contagem de
esporos em microscopio com auxilio de uma cadmara de Neubauer.

Os dados de crescimento vegetativo e reprodutivo foram transformados para (x+1)°° e submetidos ao teste de

agrupamento de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2.2 Porcentagem de germinacéo dos esporos

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado com 12 tratamento sendo uma testemunha UFMS
06 e uma testemunha UFMS 07 e 5 tratamentos composto pelos fungicidas para cada isolado, e quatro repeticGes, e parcelas
compostas por 4 placas de Petri.

Para avaliar a porcentagem de germinagédo dos conidios foi utilizada uma suspensdo de 1,0 x 108 con.mL™ (Silva et
al., 2005), a qual foi feita a raspagem da massa micelial e esporos das colénias de cada isolado cultivado em meio de cultura
BDA sem a presenca dos fungicidas. Apds essa raspagem esses conidios foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10
mL 4gua esterilizada + espalhante adesivo (Tween 80®) e agitado para homogeneizacdo da suspensdo, na qual 1 mL dessa
suspensdo foi transferido para outro tubo de ensaio contendo 9 mL de &gua esterilizada +espalhante adesivo (Tween 80®)
juntamente com os fungicidas na dosagem equivalente ao volume de agua utilizado, a qual foi mantida em repouso por duas
horas. Apos este periodo foi plaqueado 1 mL da suspensdo com auxilio de uma pipeta graduada (1mL), em placa de Petri e
espalhada com alca de Drigalsky no meio nutritivo. Ap6s a inoculacdo, as placas foram identificadas e vedadas com filme
PVC, e incubadas por 24 horas em cAmara climatizada (tipo BOD) a 25 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de
12 horas.

Apos a incubacdo, foi realizada a contagem de conidios, e contando-se aleatoriamente 100 conidios por placa entre
aqueles germinados e ndo germinados, estabelecendo posteriormente a porcentagem de germinagdo. Para andlise dos dados, foi
adotado o padrdo do laboratdrio de controle biolégico de instituto Biologico de Campinas: germinacdo alta 80-100%,
germinagdo média/alta 60-79%, germinagdo média 50-59%, germinacdo média/baixa 30-49% e germinagdo baixa 0-29%
(Zappelini et al., 2005).

Os dados da germinagdo dos conidios foram transformados para arcsen (x/100)°° e submetidos ao teste de

agrupamento de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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2.3 Compatibilidade dos diferentes fungicidas com Metarhizium rileyi
Os dados obtidos também foram submetidos ao célculo do fator de compatibilidade (IB = indice bioldgico), proposto
por Rossi-Zalaf et al. (2008), que permite a classificagdo dos produtos em classes de seletividade/compatibilidade, de acordo
com o efeito observado em relacdo aos parametros avaliados, sendo calculado pela formula:
IB=[47(CV) + 43 (ESP) + 10 (GER)] / 100, na qual:
IB = valor corrigido do crescimento vegetativo e reprodutivo para classificacdo do produto;
CV= porcentagem de crescimento vegetativo com relacdo a testemunha;
ESP= porcentagem de esporulacao (conidiogénese) com relagdo a testemunha;
GER= porcentagem de germinagao dos conidios ap0s 24 horas.
Os valores calculados de IB foram comparados com os seguintes limites pre-estabelecidos: 0 a 41= tdxico; 42 a 66 =
moderadamente téxico; > 66 = compativel.

3. Resultados e Discussao

3.1 Crescimento micelial, concentracgéo e germinacéo de conidios

Os fungicidas Gauss®, Priori Xtra® e Nativo® interferiram no crescimento vegetativo do isolado UFMS 06 sendo
nulos em comparacdo com a testemunha, 0 mesmo teve um crescimento vegetativo menor comparando com a testemunha,
sendo diferente estatisticamente, na presenca dos produtos Domark® e Aproach Prima®, e todos os fungicidas testados
afetaram a concentracéo de conidios (Tabela 2).

Tabela 2. Crescimento micelial (cm), concentracdo de esporos e germinacdo (%) dos isolados UFMS 06 e UFMS 07 de M.

rileyi com diferentes fungicidas.

Tratamentos Cresmm(irr:;)*mlcellal Cc:g:]]IC gigtsr?ffgﬁ;jf Germinagdo (%0)**
Testemunha (UFMS 06) 2,92 a 2,88 a 84,50 a
Aproach Prima® 0,39b 0,00 b 0,00 ¢
Domark® 0,34 b 0,00 b 64,42 b
Nativo® 0,00 ¢ 0,00 b 0,00c
Gauss® 0,00c 0,00 b 0,00c
Priori Xtra® 0,00¢c 0,00b 0,00c
Testemunha (UFMS 07) 3,05a 4,22 a 81,53a
Aproach Prima® 0,48Db 0,00b 0,17¢
Domark® 0,00 ¢ 0,00 b 72,17b
Nativo® 0,00 ¢ 0,00b 0,00c
Gauss® 0,00 ¢ 0,00b 0,00c
Priori Xtra® 0,00 ¢ 0,00b 0,00¢c

CV (%) 9,80 20,61 8,79

Médias seguidas 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 (x+1)%5

** Para analise de dados transformados em arsen (x/100)%°

Fonte: Autores (2021).

O isolado UFMS 06 na presenca do fungicida Aproach Prima® teve um pequeno crescimento vegetativo, sendo
estatisticamente diferente da testemunha, os demais fungicidas afetaram o crescimento vegetativo e a producdo de conidios
(Tabela 2).
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Todos os fungicidas interferiram na germinagéo dos conidios do isolado UFMS 06, exceto Domark® (Tabela 2). Para
o isolado UFMS 07 o fungicida Domark® nao teve interferéncia na germinacéo dos conidios, sendo estatisticamente diferente.
Os demais fungicidas inibiram a germinagdo dos conidios (Tabela 2). Loureiro et al. (2002) testaram nove fungicidas sobre os
fungos entomopatogénicos B. bassiana, M. anisopliae, Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) e Lecanicillium
lecanii e verificaram maior interferéncia sobre o crescimento vegetativo e conidiogénese Tebuconazole (Folicur 200 CE®) e
Tetraconazole (Domark 100 CE®).

Segundo Sosa-Gomez (2005) avaliando o crescimento e germinacdo do fungo M. rileyi na presenca dos fungicidas
Tebuconazole (Folicur 200 CE®), Epoxiconazole + Pyraclostrobin (Opera®) Tetraconazole (Domark 100 CE®), Azoxytrobin
(Priori®), Difenoconazole (Score®) Propiconazole (Tilt®), Trifloxystroin + Ciproconazole (Sphere®), Flutriafol (Impact®) e
Ciproconazole + Propiconazole (Artea®) concluiu que todos os fungicidas afetaram o desenvolvimento do fungo. Wenzel et al.
(2008) avaliando os fungicidas Tebuconazole (Folicur 200 CE®), e Propiconazole + trifloxistrobina (Stratego 250 EC®)
afetaram o crescimento vegetativo e a esporulacdo do fungo L. lecanii.

Segundo Juliatti (2005) os triaz6is atuam na formacdo do ergosterol, que é um importante lipidio fangico para a
formacgdo da membrana das células. A auséncia desta camada leva ao colapso a célula fangica (micélio) e a interrupcdo do
crescimento micelial (corpo flngico).

As estrobilurinas atuam na forma inespecifica nas membranas dos fungos, inibindo a acdo proteica e enzimatica
(Ghini; Kimati, 2000). Fato esse que pode ter ocorrido neste trabalho por ndo apresentarem crescimento vegetativo e nem a
producéo de conidios dos dois isolados do fungo M. rileyi.

Segundo Alves; Lopes (2008) esta elevada viabilidade dos conidios produzidos na presenca de alguns produtos pode

ter ocorrido devido a degradacdo e metabolizacdo dos principios toxicos das moléculas quimicas pelo fungo.

3.2 Classificacdo dos fungicidas utilizados quanto ao indice bioldgico

Todos os produtos testados aos isolados UFMS 06 e 07 de M. rileyi foram classificados como toxicos (Tabela 3). Os
fungicidas Domark® e Aproach Prima® apresentaram valores de indice bioldgico de 0 a 41 sendo considerados toxicos ao
fungo M. rileyi. Estudos realizados por Pessoa; Loureiro (2013) avaliando-se o efeito dos fungicidas Aprouch Prima®, Nativo®,
Priori®, Priori Xtra®, Fox® e Opera® (Estrobilurinas + Triazol e/ou carboxamida), recomendados para o controle da ferrugem
da soja, nas doses minima e méaxima, sobre o fungo M. rileyi (isolado UFMS 02), verificaram que todos os fungicidas e doses
testados reduziram significativamente o crescimento vegetativo, a viabilidade dos conidios e 0o nimero de unidades formadoras
de coldnia do fungo, sendo todos considerados toxicos e incompativeis.

Essa incompatibilidade possivelmente estd relacionada a composi¢do destes fungicidas, pois os produtos
fitossanitérios contém ingrediente ativo (ia) e um percentual de inertes, substancias nas quais potencializam a agdo destes

produtos e muitos destes, podem ser tdxicos aos microrganismos (Conceschi, 2017).
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Tabela 3. Valores de indice Bioldgico e Classificacdo para os isolados UFMS 06 e 07 de M. rileyi.

indice bioldgico Classificacao

Tratamento UEMS 06  UFMS 07 UEMS06  UFMS 07

Testemunha — —
Aproach Prima® 6,32 7,46 TOXICO TOXICO
Domark® 8,22 8,85 TOXICO TOXICO
Nativo® 0,00 0,00 TOXICO TOXICO
Gauss® 0,00 0,00 TOXICO TOXICO
Priori Xtra® 0,00 0,00 TOXICO TOXICO

Fonte: Autores (2021).

4. Concluséo

Todos os fungicidas utilizados inibiram o crescimento micelial, concentracdo e germinacdo dos conidios nas doses
utilizadas para os isolados do fungo M. rileyi.

No teste de indice biol6gico todos os fungicidas testados foram classificados como téxicos para os isolados do fungo
M. rileyi.

Sugere-se que seja realizado novos estudos utilizando diferentes fungicidas, concentragdes e isolados sdo necessarios
para elucidar o potencial deste agente, aumentando a eficiéncia de controle em menor tempo, para se propor um programa de

controle microbiano desta espécie-praga.
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