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Resumo

GONCALVES, Vanessa Pinto. Compatibilidade de agrotéxicos e 6leos
essenciais a Beauveria bassiana (Bals.) Vuill e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin. 2017. 62f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-
Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

O Brasil esta entre os paises que mais utilizam agrotéxicos no mundo, embora ainda
nao seja o maior em producdo agricola esta entre os maiores consumidores.
Podendo trazer grandes prejuizos a saude, ao meio ambiente causando aumento de
pragas, gragas ao desequilibrio resultante da destruicdo de inimigos naturais como
os fungos entomopatogénicos, importantes no controle natural de diversas pragas
agricolas em inumeras culturas. No ambiente edafico tem-se uma riqueza de
microrganismos, dentre eles podemos destacar os fungos entomopatogénicos
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin. O
presente estudo foi realizado em duas partes. A primeira referiu-se a avaliacdo do
efeito dos agrotoxicos utilizados na cultura da soja e do arroz irrigado sobre estes
fungos entomopatogénicos. Para isso, os isolados foram inoculados em meio de
batata-dextrose-agar (BDA) contendo os agrotdxicos e também foram expostos a
pulverizacdes com os produtos, onde foram avaliados através da porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial, esporulacéo e germinacédo dos esporos. Observou-
se que o inseticida a base de clorantraniliprole foi o que obteve os melhores
resultados, sendo compativel nos dois métodos de contato do produto aos fungos
respectivamente. Com relacéo a toxicidade, do inseticida flubendiamida foi o mais
toxico aos fungos no método por incorporagcdo. Na segunda parte, foram avaliados in
vitro 7 Oleos essenciais (OEs) sobre os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.
anisopliae, verificando suas atividades antifingicas e de compatibilidade através das
avaliacbes do indice biolégico (IB). O oOleo essencial de alho foi o que obteve
melhores resultados sendo compativel com os fungos, os Oleos essenciais de
manjerona e artemisia demonstraram certa compatibilidade com os fungos. Os
resultados obtidos contribuem para o conhecimento da compatibilidade destes
agrotoxicos e Oleos essenciais sobre os fungos entomopatogénicos importantes
agentes de controle natural de insetos-pragas.

Palavras-Chave: compatibilidade; agrotoxicos; 6leos essenciais; controle natural



Abstract

GONCALVES, Vanessa Pinto. Compatibility of agrochemicals and essential oils
with Beauveria bassiana (Bals.) Vuill and Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin. 2017. 62f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacao em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

Brazil is among the countries that use pesticides the most in the world, although it is
not yet the largest in agricultural production among the largest consumers.It can
cause great damages to the environment, causing an increase of pests, thanks to the
imbalance resulting from the destruction of natural enemies like entomopathogenic
fungi, important in the natural control of several agricultural pests in numerous
cultures.In the edaphic environment there is a wealth of microorganisms, among
them we can highlight the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana (Bals.) Vuill
and Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin.The present study was carried out in
two parts. The first one was related to the evaluation of the effect of the
agrochemicals used in soybean and irrigated rice cultivation on these
entomopathogenic fungi.For this, the isolates were inoculated in potato-dextrose-
agar (BDA) medium containing the pesticides and also exposed to spraying with the
products, where they were evaluated through the percentage of inhibition of mycelial
growth, sporulation and spore germination.It was observed that the insecticide based
on chlorantraniliprole was the one that obtained the best results, being compatible in
the two methods of contact of the product with the fungi respectively.With respect to
toxicity, flubendiamide insecticide was the most toxic to fungi in the method by
incorporation.In the second part, 7 essential oils (OEs) were evaluated in vitro on the
entomopathogenic fungi B. bassiana and M. anisopliae, checking their antifungal and
compatibility activities through of the biological index (BIl).The essential oil of garlic
was the one that obtained better results being compatible with the fungi, the essential
oils of marjoram and artemisia demonstrated some compatibility with the fungi.The
results obtained contribute to the knowledge of the compatibility of these pesticides
and essential oils on important entomopathogenic fungi, natural insect control
agents.

Key-words: compatibility; pesticides; essencial oils; natural control
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1Introducéao

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é uma cultura de grande importancia no
cenario agricola brasileiro, sendo o produto mais exportado do pais atualmente,
ocupando cerca de 33 milhdes de hectares, com producdo de 103 milhdes de
toneladas em 2015/2016 (CONAB, 2016).Entretanto, alguns fatores limitam o
rendimento e o sucesso da producdo de soja, a qual esta sujeita ao ataque de
diferentes insetos pragas durante todo seu ciclo, e também as doencas que podem
ocasionar perdas anuais que variam de 10% a 70% de danos, variando de acordo
com o patdgeno causador da doenca (EMBRAPA, 2014).

Com o surgimento da ferrugem asiatica causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi Sydow (Uredinales: Phakopsoraceae) o uso de fungicidas na cultura
aumentou de forma significativa e alguns estudos mostram efeitos negativos desses
fungicidas no desenvolvimento de insetos (SOSA-GOMEZ et al.,
2008a).Considerando que a ferrugem asiatica se trata de uma doenca altamente
destrutiva, umas das alternativas de manejo ainda € o uso de fungicidas,em virtude
da disponibilidade de cultivares resistentes ainda serem limitadas, e da alta
variabilidade deste agente causal, que podem diferenciar-se quanto a sua
agressividade em decorréncia de populacfes separadas geograficamente (KATO;
YORINORI, 2008; YAMANAKA et al.,, 2010; SIQUERE et al.,, 2011; EMBRAPA,
2016).

Em relacdo aos insetos-pragas nessa cultura, a Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma das espécies mais importante e recente no
Brasil, possui grande potencial destrutivo em varias culturas de importancia
econdmica, ainda com poucas informacdes sobre a eficiéncia de controle de
inseticidas quimicos nas condicGes brasileiras, porém alguns estudos realizados
sobre o desempenho de inseticidas flubendiamida, clorantraniliprole, espinosade
mostram-se eficazes no combate a este inseto-praga, aumentando a demanda por
estes produtos (KUSS et al., 2016).
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Outra cultura de grande importancia no Brasil € o arroz (Oryza sativa L.), um
cereal difundido largamente no mundo sendo considerado de grande importancia
dentro da cadeia agricola. Porém €& uma cultura com varios problemas
fitossanitarios, a ocorréncia de doencas ocasionadas pelos fungos sao
consideradascomo fatores limitantes de producédo (MICHEREFF, 2001; AGRIOS,
2005). Nas ultimas décadas, Bipolaris oryzae € mencionado como um dos principais
patdgenos associados & cultura do arroz, devido a suscetibilidade da maioria das
cultivares e pela associacao as sementes (AMARAL et al., 1985; FARIAS, 2011).

Outros fatores limitantes na cultura do arroz sdo as pragas, cComo 0 percevejo-
do-colmo-do-arroz, o qual tem sua distribuicdo em todo territorio nacional, em virtude
de seu habito migratério em busca de alimentos e pelas mudancas climaticas que
favorecem sua dispersdo, sua ocorréncia tem aumentado expressivamente nas
lavouras de arroz irrigado, onde a alta densidade de plantas, o clima e o
posicionamento das lavouras favorecem o aparecimento e o aumento populacional
do insetoapresentando-se como importante praga na cultura do arroz irrigado
(PRANDO et al., 1993; MARTINSet al., 2004; BOTTA et al., 2014).

Considerando que no manejo fitossanitario das lavouras de arroz,
atualmente, preconiza-se a utilizacdo de agrotoxicos, a avaliacdo da seletividade a
agentes de controle biolégico precisa ser considerada, mesmo porgue o0 uso abusivo
do controle quimico pode acarretar na perda da eficiéncia sobre o alvo de controle,
afetando agentes de controle bioldgico presentes no ambiente (LOUREIRO et al.,
2002).

Isso ocorre, porque a acdo destes ingredientes ativos, derivados de grupos
guimicos como tiametoxam, clorantraniliprole, flubendiamida, etofenproxi,
espinosade, benzotiazol, estrobirulina, triazol e triazolinthione em certas vias
metabdlicas de insetos, microrganismos, animais e plantas que se deseja controlar,
sendo algumas dessas vias comuns a todos eles, podem atingir organismos nao
alvos causando um desequilibrio na natureza (SPADOTTO, 2006).

Devido a estes desequilibrios, fenbmenos como de ressurgéncia, que ocorre
guando, apoOs aplicacdo de um agroquimico a populacdo da praga aumenta sua
densidade populacional nas areas que néo receberam tratamento, outro fenémeno é
0 surgimento de praga, ou surto de praga secundaria, transformando esta praga de
menor importancia na principal devido & eliminagdo de seus inimigos naturais
(MARTINS et al y 2004; SOSA-GOMEZ, 2004).
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Em decorréncia desses fatores a demanda por produtos naturais, com baixo
impacto ambiental vem sendo cada vez mais estudado. O uso de Oleos essenciais,
extratos vegetais e metabolitos secundarios de plantas, € uma ferramenta a ser
agregada nos sistemas alternativos de producg&o, e nos convencionais como forma
de aumentar a sustentabilidade da producao (SILVA et al., 2010).

Anterior & era cristd, os povos ja possuiam conhecimento sobre os oleos
essenciais. As referéncias historicas de obtencéo e utilizacdo desses 6leos estao
ligadas originalmente aos paises orientais, com destaque para o Egito, Pérsia,
Japdo, China e india. O aperfeicoamento sobre os Oleos essenciais deu-se em
meados do século XVIII, onde comecou os estudos para suas caracterizacfes
guimicas (VITTI & BRITO, 2003).

Os compostos provenientes destes Oleos essenciais sdo considerados
biologicamente ativos, quando exercem acao especifica sobre um determinado ser
vivo, seja ele animal, vegetal ou microrganismo (SILVA et al., 2005). Existe uma
imensa gama de compostos organicos de origem vegetal que € biologicamente
ativa, isto é, tem acdo tranquilizante, analgésica, anti-inflamatodria, citotoxica,
anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida, inseticida entre outras
(BAKKALI et al., 2008).

Os oOleos essenciais encontram maior aplicacdo biolégica como agentes
antimicrobianos, quando falamos de fitocompostos, o que representa uma extensao
do proprio papel que exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos
fitopatogénicos. Estes 6leos podem ser obtidos de diferentes 6rgdos de uma mesma
planta, podendo apresentar composicées quimicas, caracteres fisico-quimicos e
odores distintos (VITTI & BRITO, 2003; SILVA et al., 2005; BIZI, 2006).

As pesquisas sobre o controle de doencas por meio do emprego de 6leos
essenciais tém crescido nos ultimos anos. O emprego de 6leos essenciais de
espécies aromaticas, isolados ou em combinacdo com outros métodos, podera vir a
contribuir com a reducdo do uso de agrotoxicos e um controle eficiente de
fitopatdgenos. No entanto, os trabalhos vém focando somente o uso sobre
organismos patogénicos, ndo considerando os organismos nao alvos (MAIA et al.,
2015)

Entre os microrganismos ndo alvos, de extrema relevancia para o controle
biolégico, estdo os fungos entomopatogénicos: Beauveriabassiana (Bals.) Vuill

(Ascomycota: Hypocreales) e Metarhizium anisopleae (Metsch.) Sorokin
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(Hypocreales: Clavicipitaceae) cuja elevada capacidade de utilizacdo baseia-se,
principalmente, na sua grande variabilidade genética, largo espectro de hospedeiros
e a nao necessidade de ingestdo por parte dos insetos-praga que se deseja
controlar, pois sua infecgdo €, geralmente, via tegumento, diferente de bactérias e
virus, que a infecgcéo é exclusivamente por ingestdo (ALVES, 1998).

Metarhizium mostra-se como um importante agente para o controle de
pragas, ocorrendo naturalmente em mais de 300 espécies de insetos, podendo ser
encontrado em solos de habitats variados pelo mundo (ZIMMERMANN, 2007). Este
fungo tem alcancado niveis eficientes no controle de cigarrinhas como Mahanarva
fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: cercopidae), estimando-se que sua aplicacéao
tenha ultrapassado os 2 milhdes de hectares na cultura da cana de agucar em 2011
(BETTIOL, 2011).

Diante disso, M. anisopliae € a espécie com maior numero de registros de
produtos no MAPA, é também o fungo entomopatogénico mais comercializado pelas
empresas brasileiras, e produzidos em grande escala por usinas de cana-de-acucar
utilizando arroz parboilizado para o controle do complexo de cigarrinhas entre outras
(ALVES, 1998).

Outro entomopatdgeno ndo menos importante € o fungo do género Beauveria
a espécie B. bassiana (Bals.) Vuill. foi descrita em 1835, pela primeira vez, por
Agostino Bassi como Botrytis bassiana, que encontrou este fungo causando a
doenca muscardine branca que atacava Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) o
bicho da seda (BENHAM & MIRANDA, 1953), se trata de um género de ampla
distribuicdo geogréfica, utilizado para controle biolégico de insetos-praga (REHNER;
BUCKLEY, 2005).

No Brasil, Beauveria bassiana € um fungo utilizado no controle de pragas da
agricultura, como “broca do café” Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae),
“‘moleque da bananeira” Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae), “acaro
da falsa ferrugem” Phylocoptruta oleivora (Acarida: Eriophyidae), “brocado-olho”
Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae), “broca da cana-de-acucar”
Diatraea saccharalis (Lepdoptera: Crambidae), entre outros (ALVES et al., 2005;
NEVES & HIROSE, 2005; ALMEIDA et al., 2010; ZAPPELINI et al., 2010; SOARES
et al., 2012).

Os fungos B. bassiana e M. anisopliae sdo objetos de continuos estudos no

Brasil, constituindo uma alternativa ao uso de defensivos quimicos, mesmo que
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estes Ultimos ndo possam ser completamente dispensados (DALZOTO; UHRY,
2009). A avaliacdo da toxicidade dos agrotoxicos e também dos Oleos essenciais,
sdo de muita importancia, para orientar os usuarios na escolha de produtos seletivos
mais adequados para a conducdo de um controle sustentavel de pragas, sem que
agrida estes organismos nao alvos.

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo verificar a
compatibilidade de agrotéxicos e Oleos essenciais sobre o0s fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae.



Artigo 1 - NEOTROPICAL ENTOMOLOGY
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Beauveria bassiana (Bals.) Vuill e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok.

Vanessa Pinto Goncalves,Renata Moccelin, VictoriaNunes Moreira, Candida Renata

Jacobsen de Farias, Ana Paula Afonso da Rosa



2 Artigo | — Efeito de agrotoxicos utilizados na cultura da soja e arroz irrigado
sobre Beauveria bassiana (Bals.) Vuill e Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok.

Effect of pesticides used in soybean and rice cultivation on Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill and Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok.
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Abstract

The present work aimed to evaluate, through the percentage of inhibition of mycelial
growth, sporulation and germination of spores, the fungitoxic effects of fungicides
and insecticides used in soybean and irrigated rice cultivation on entomopathogenic
fungi Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. The
isolates were inoculated in potato-dextrose-agar (PDA) medium containing the
pesticides and were also exposed to spraying with the products through Potter's
tower. It was observed that the insecticide based on chlorantraniliprole was the one
that obtained the best results to the entomopatdgenos, being compatible in the two
methods of contact of the product with the fungi. However, flubendiamide showed to
be toxic to very toxic to fungi, obtaining 100% inhibition by incorporation, but by
spraying M. anisolpiae obtained mycelial growth accompanied by sporulation, being
compatible. Tiamethoxam, etofenproxi and spinosad changed their classification
according to the toxicity tests applied and method of contact of the product with the
fungus. Espinosade showed to be more compatible with M. anisopliae than B.
bassiana, which obtained a very toxic classification. On the other hand, the
fungicides based on tricyclazole, trifloxystrobin + proticonazole, trifloxystrobin +
tebuconazole and azoxystrobin + cyproconazole proved to be very toxic by the
incorporation method. Only tricyclazole obtained compatibility by the fungus spray
method. The germination of conidia altered the classification of some of the
pesticides in relation to their selectivity to entomopathogens. However, the results
show that in vitro agrochemicals such as tricyclazole, thiamethoxam, flubendiamide
and etofenproxi are harmful to B. bassiana and M. anisopliae rather than by spraying,
showing that environmental interference minimizes effects on organisms.

Keywords: Entomopathogens, Phytosanitary Products, Compatibility, Selectivity
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Resumo

O presente trabalho teve por objetivo avaliar, através da porcentagem de inibi¢cdo do
crescimento micelial, esporulacdo e germinagdo dos esporos, o efeito fungitéxico de
fungicidas e inseticidas utilizados na cultura da soja e arroz irrigado sobre os fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. Os isolados foram inoculados em meio de batata-dextrose-agar
(BDA) contendo os agrotdxicos e também foram expostos a pulverizagdes com 0s
produtos. Observou-se que o inseticida & base de clorantraniliprole foi o que obteve
os melhores resultados aos entomopatégenos, sendo compativel nos dois métodos
de contato do produto aos fungos. Entretanto, flubendiamida mostrou-se de téxica a
muito téxica aos fungos, obtendo 100% de inibi¢cdo por incorporagcdo ao meio, porém
por aspersdo M. anisolpiae obteve crescimento micelial acompanhado por
esporulacdo, mostrando-se compativel. Tiametoxam, etofenproxi e espinosade
alteraram sua classificacdo de acordo com os testes de toxicidade aplicados e
método de contato do produto com o fungo. Espinosade mostrou-se mais compativel
com M. anisopliae do que B.bassiana que obteve classificagdo muito toxica. Ja os
fungicidas a base de triciclazol, trifloxistrobina + proticonazol, trifloxistrobina +
tebuconazol e azoxistrobina + ciproconazol, revelaram-se muito toxicos pelo método
de incorporagédo. Apenas triciclazol obteve compatibilidade pelo método de asperséo
aos fungos. A germinacdo dos conidios alterou a classificacdo de alguns dos
agrotoxicos com relacdo a sua seletividade aos entomopatégenos. No entanto, 0s
resultados mostram que in vitro os agrotdéxicos como triciclazol, thiametoxam,
flubendiamida e etofenproxi séo prejudiciais a B. bassiana e M. anisopliae, do que
por aspersdo, mostrando que as interferéncias do meio ambiente minimizam os
efeitos sobre os organismos.

Palavras-chaves: Entomopatdégenos, Produtos fitossanitarios, Compatibilidade,
Seletividade
2.1 Introducéo

As vendas de fungicidas e inseticidas para uso fitossanitario aumentaram, de
2014 a 2015 em média, 12,3%, sendo que os fungicidas tiveram uma participacao
consideravel, saindo dos 10,0% em 2014 para 17,0% em 2015, em contra partida,
os inseticidas decairam de 21,0% em 2014 para 17,0% em 2015 (Sindieveg 2016).
Como consequéncia do uso intensivo de agrotéxicos tem-se verificado uma reducao
na presenca dos inimigos naturais, como 0s entomopatdégenos Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill.,, 1912 e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok, 1883 devido a muitos
produtos ndo apresentarem seletividade, prejudicando o controle natural exercido no

ambiente (Loureiro et al 2002). Mesmos 0s produtos considerados de baixo risco,
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tém demonstrado efeitos prejudiciais aos organismos nao alvo, o que vem
fortalecendo estudos a cerca dos efeitos nocivos dos agrotdxicos aos organismos
benéficos(Costa et al 2014, Moscardini et al 2015, Fonseca et al 2015).

Fungos entomopatogénicos apresentam grande importancia para a cultura da
soja e o do arroz irrigado. A exemplo, temos M. anisopliae que é parasita facultativo
de Tibraca limbativetris Stal, 1860 (Hemiptera: Pentatomidae), praga da cultura do
arroz. Na cultura da soja, esse fungo, tem sido observado como parasita facultativo
de Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) e Piezodorus
guildinii (Westwood, 1837) (Hemiptera: Pentatomidae) (Rampelotti et al 2007). Em
virtude do potencial de controle a estes insetos pragas, M. anisopliaeé a espécie
com maior niamero de registro de produtos no MAPA (Agrofit 2017) e o mais
comercializado pelas empresas brasileiras (Bettiol 2011).

O fungo B. bassiana, também esta dentro do grupo dos biocontroladores
naturais de pragas, sendo utilizado para o controle de diversos insetos-praga, como
0 acaro rajadoTetranychus urticae Koch, 1836 (Acari: Tetranychidae) as cochonilhas
Dactylopius coccus (Costa, 1835) (Hemiptera: Dactylopiidae) os cupins Coptotermes
sp. (Blattodea: Rhinotermitidae), mosca branca Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae) e a broca da cana-de-aclucar Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) (Faria & Magalhdes 2001, Sun et al
2003; Dalzoto & Uhry 2009, Moro et al 2011, Svedese et al 2013).

A utilizacdo dos fungos B. bassiana e M. anisopleae, fundamenta-se
especialmente, na alta variabilidade genética, no seu largo espectro de hospedeiros
e na nao necessidade de ingestao por parte dos insetos-praga, a infeccdo causada
por eles se da, geralmente, via tegumento, o que os diferencia de bactérias e virus,

cuja infeccdo se da& apenas por ingestdo (Alves et al 1998).
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Devido a importancia desses organismos na agricultura, muitos estudos vém
sendo realizados para avaliar a compatibilidade entre produtos fitossanitarios e
inimigos naturais, por meio da seletividade (Degrande et al 2002, Barbosa et al
2009, ElI Wakeil et al 2013). A seletividade consiste na propriedade em que o
produto apresenta por controlar a praga alvo, com o menor impacto possivel aos
componentes do agroecossistema (Fonseca et al 2015).

Nesse contexto, 0 presente estudo teve por objetivo verificar a
compatibilidadede fungicidas e inseticidas recomendados para o0 uso cultura da soja
e arroz irrigado sobre os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae.

2.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de Sementes
e Fungos Fitopatogénicos do Departamento de Fitossanidade, pertencente a
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS e no Nucleo de Manejo Integrado de
Pragas da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS.

O isolado de B. bassiana foi obtido da cole¢édo do laboratério de Patologia de
Sementes FAEM/UFPel, e o isolado de M. anisopliae (MaCG168) foi obtido junto da
colecdo de fungos entomopatogénicos da Embrapa Arroz e Feijao. Os isolados
foram identificados a partir de caracteristicas morfologicas (Barnett 1960) e
molecular a partir das regides (ITS) e (EF1-a), (White et al 1990; Carbone & Kohn
1999).

As sequéncias foram analisadas e comparadas com o banco de dados do
GenBank, onde ambas as sequéncias ITS e EF1-a apresentaram 95% e 99% de
identidade com B. bassiana com o0s acessos GenBank KX228572.1 e GenBank

JQ434752.1, respectivamente. Para M. anisopliae as sequéncias ITS e EFl-a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043489464?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=C0MEPZR901N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380743568?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=C0N9KZMA016
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apresentaram95% e 99% de identidade com o0s acessosGenBank LC200443.1 e
GenBank KT360950.1, respectivamente.

Os inseticidas e fungicidas utilizados sdorecomendados para a cultura da soja
e do arroz irrigado (Agrofit, 2017) (Tabela 1).

Para verificar o efeito dos agrotéxicos sobre os fungos entomopatogénicos
foram realizados dois bioensaios: Bioensaio 1: agrotdxicos incorporadosao meio de
cultura BDA (batata, dextrose e agar) e; Bioensaio 2: pulverizacdo sobre a coldnia
estabelecida em meio BDA.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema bifatorial 10 x 2, onde o fator A foi composto pelos 9 produtos +
testemunha (tabela 1) e o fator B pelos 2 métodos de contato (incorporagcdo e
pulverizacao).

As variaveis respostas avaliadas, nos dois bioensaios, foram crescimento
micelial, esporulacdo e germinacdo de esporos, sendo utilizado 10 repeticbes para
as duas primeiras varidveis e quatro repeticbes para a terceira variavel,
selecionadas ao acaso.

A testemunha consistiu do crescimento dos fungos em meio BDA sem
agrotoxico (incorporado) e pulverizadas com agua (pulverizacao).

Bioensaio 1: No contato por incorporacdo ao meio de cultura, as doses dos
agrotoxicos foram adicionadas a 400 mL de meio de cultura BDA a temperatura de +
45 °C, ainda nao solidificado. Ap6s homogeneizacéo foi vertido 10 mL do meio em
placas de Petri de 8,5 cm de diametro, sendo em seguida inoculado o fungo no
centro de cada placa, através de agulha de platina a partir de colénias com sete dias
de crescimento micelial. Posteriormente foram mantidos em sala de incubacdo a

temperatura de 25 + 1°C, com fotoperiodo de 12h.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1113818817?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=C0NP86B4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/940420857?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=C0NY08P9016
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Biensaio 2: No contato por pulverizacdo, os fungos foram repicados para
placas de Petri de 8,5 cm de diametro, contendo meio BDA e incubados na mesma
condicao do Bioensaio 1, por quatro dias. Apds, as placas foram submetidas a
pulverizacdo por aspersdo dos produtos (Tabela 1), utilizando-se Torre de Potter
(Burkard Scientific Uxbridge UK) calibrada a presséo de 10 Ib pol™, resultando em
um volume de 0,166 + 2,61 mg cm?de deposicdo, usando 1 mL de calda por
aplicacédo. Posteriormente as placas foram acondicionadas em sala de incubacéo a
temperatura de 25 °C +1, com fotoperiodo de 12h.

Para o crescimento micelial as colbnias foram medidas diariamente, com
auxilio de paquimetro digital, até o décimo dia. A mensuragéo foi realizada em dois
sentidos transversais da placa, determinando-se o diametro médio das colbnias.

A avaliacdo da esporulacao foi realizada no décimo quinto dia de incubacéo,
através do recorte, com auxilio de um vazador (7 mm de diametro),de 5 discos de
micélio das colGnias submetidas aos tratamentos. Os discos foram adicionados em
tubos de ensaio contendo 20 mL de agua destilada estéril (ADE) com uma gota de
Tween 80 (0,1%) (dispersante). Os tubos foram agitados durante um minuto em
vortex, com posterior quantificacdo dos conidios através da contagem em camara de
Neubauer.

Para avaliar a viabilidade dos conidios, foi recortado através de um vazador (7
mm de diametro) um disco de micélio no décimo quinto dia de incubacéo, a o qual
foi adicionado 10 mL de &gua destilada esterilizada (ADE), acrescido de uma gota
de Tween 80 (0,1%). Posteriormente, uma aliquota de 3 pL da suspensédo foi
transferida para laminas microscépica contendo um bloco de BDA (0,5 cm?),
acondicionadas no interior de uma caixa gerbox e incubadas por 20 horas a uma

temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas luz. Apdés o periodo de incubacao
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foi realizada a contagem do numero de esporos germinados com auxilio de
microscopio optico com aumento de 400 vezes, sendo observado um total de 300
esporos ao acaso, no bloco de meio de cultura com a suspensao, focalizando em
trés pontos distintos, de acordo com metodologia adaptada de Neves et al (2001).
Para determinar o efeito téxico dos agrotoxicos sobre os fungos
entomopatogénicos, foi calculado o indice biologico (IB), utilizando-se a férmula

descrita por Rossi-zalaf et al (2008).

Em que:

IB = indice biologico;

CV: porcentagem de crescimento vegetativo da colbnia apos 15 dias, em
relacéo a testemunha;

ESP: porcentagem de esporulacao apos 15 dias, em relacédo a testemunha;

GER: porcentagem de germinacao dos conidios apds 20 horas, em relacéo a
testemunha.

Com os valores obtidos de IB obteve-se a classificacdo toxicologica dos
agrotoxicos, de acordo com a escala descrita por Rossi-Zalaf et al (2008): de 0 a 41
— toxico; de 42 a 66 — moderadamente compativel; > 66 — compativel.

As variaveis respostas, crescimento micelial e esporulacdo, foram submetidas
a comparacdo das médias pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade para
comparacao entre os tratamentos, e o teste de T-Student a 5% de probabilidade
para comparacao entre os métodos de contato dos agrotéxicos com os fungos. Os
dados foram analisados estatisticamente pelo programa estatistico Statistical

Analisys System (SAS).
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2.3 Resultados e Discusséo

Em relacdo a compatibilidade dos inseticidas com Beauveria bassiana
verificou-se que a variavel resposta crescimento micelial (CM) diferenciou-se da
testemunha para todos os tratamentos com exceg¢do do tratamento com
clorantraniliprole, o qual n&o diferiu significativamente. Este efeito foi observado nas
duas formas de contato do produto incorporado ao meio de cultura BDA e por
pulverizacdo (Tabela 1), indicando que a aplicacdo do inseticida clorantraniliprole
nao afeta o fungo. Por outro lado, para clorantraniliprole, a taxa de esporulagao
diferiu da testemunha apresentando, uma reducdo de 47,0% no método
incorporacao e 53,0% pelo método de pulverizacdo, a maior taxa de esporulagéo foi
observada para espinosade quando este foi incorporado ao meio, ja a pulverizacao
foi significativamente diferente para todos os tratamentos em relacdo a testemunha.
Em relacdo ao indice biolégico (IB), independentemente do modo de contato dos
inseticidas com B. bassiana, flubendiamida foi o agrotéxico considerado, de acordo
com a escala utilizada, toxico, ja clorantraniliprole, foi considerado compativel ao
desenvolvimento do fungo entomopatogénico (Tabela 4).

O inseticida espinosade reduziu o crescimento micelial do entomopatdgeno,
no entanto, ndo reduziu de forma significativa a taxa de esporulacédo pelo método de
incorporacao. Por outro lado, no método por pulverizacdo, ocorreu uma reducéo
significativa em ambas as variaveis analisadas, reduzindo 10,31 mm o diametro das
colénias e 87,49% na taxa de esporulacdo. No método por aspersdo a reducdo na
taxa de esporulacdo fez com que ocorresse uma mudanca na classificacdo do
produto de compativel quando incorporado ao meio para muito toxico, condi¢cdo que

se assemelha as pulverizagdes do produto ao campo (Tabela 4).
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Thilagam et al (2010) em experimento in vitro conduzido para avaliar a
compatibilidade sobre diferentes doses de flubendiamida a B. bassiana verificaram
uma inibicdo significativa do crescimento do fungo em todas as doses testadas, da
mesma forma ao observado neste experimento.

Em relacdo ao inseticida tiametoxam observou-se uma inibicdo no
desenvolvimento de B. bassiana, com uma reducdo do crescimento micelial de
11,25 mm e uma reducdo na taxa de esporulacdo de 64,7 % e no método por
incorporagdo de 9,61 mm no crescimento micelial e 57,18% na esporulagdo na
pulverizacdo, em relacdo a testemunha (Tabela 2), monstrando-se moderadamente
compativel pelo indice biolégico (Tabela 4). Neves et al (2001) analisaram a
compatibilidade dos fungos B. bassiana e M. anisopliae a diferentes inseticidas,
entre eles tiametoxam e,verificaram reducao significativa do crescimento vegetativo
de B. bassiana, nos tratamentos com acetamiprido e tiametoxam, nas doses
recomendadas. Fregonesi et a.l (2016) verificou que tiametoxam afetou isolados de
B. bassiana, porém ndo promoveu mudanca significativa na esporulacdo,apesar de
ter reduzido o crescimento vegetativo o produto foi classificado como compativel.

Diferentes resultados encontrados pelos autores citados acima, e neste
trabalho, em relacdo ao inseticida tiametoxam, demonstram que esse tipo de
variacdo pode ocorrer naturalmente, pois isolados obtidos de diferentes origens
provavelmente adquirem, ao longo do tempo, caracteristicas genéticas especificas
gue as distinguem dos demais isolados da mesma espécie, onde a germinacdo é
iniciada quando as condi¢cdes do meio séo favoraveis para o crescimento vegetativo,
porém, algumas linhagens possuem a caracteristica de germinarem em condicdes

desfavoraveis (Carlile et al 2001).
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Para o inseticida etofenproxi, observou-se também uma reducgéo significativa
no crescimento micelial e na taxa de esporulagdo nos dois métodos utilizados,
incorporagao ao meio e pulverizagdo, de 5 mm no didmetro da colbnia e 64,67% na
taxa de esporulacdo e de 9,61mm e 57%, respectivamente. Quando avaliado o
indice biologico desse produto observou-se que o fungo entomopatogénico B.
bassiana € moderadamente compativel ao produto entre os métodos (Tabela 4).

Embora os inseticidas atuem de maneira geral nos insetos, em pontos
especificos da sua fisiologia (Omoto, 2000), o0 modo de acdo ndo determina que
produtos pertencentes a estes grupos sejam seletivos a B. bassiana, em trabalhos
semelhantes os autores classificaram etofenproxi como muito toxico ao fungo (Tamai
et al 2002). Este resultado nos leva a considerar que outros fatores devem estar
envolvidos como: os sitios secundarios de acdo, quantidade e componentes da
formulacdo e capacidade de alterar o pH do meio de cultura. O que pode ajudar a
entender esta variacdo, foram os dois produtos testados neste trabalho com o
mesmo sub-grupo quimico das diamidas, onde o ingrediente ativo flubendiamida
controlou totalmente o entomopatdgenos e o clorantraniliprole teve comportamento
significativamente igual ao da testemunha.

Para o fungo M. anisopliae verificou-se que a aplicacdo do inseticida a base
de espinosade, ndo promoveu diferenca significativa de crescimento micelial em
relacéo a testemunha, nos dois métodos testados, ocorrendo diferenca apenas para
variavel esporulacdo quando o produto foi incorporado ao meio, apresentando uma
reducdo de 30,70% na producdo dos esporos. Esse resultado estdde acordo com o
obtido por Soares & Monteiro (2011), onde verificaram que carrapaticida contendo
espinosade, nao reduziu o crescimento micelial e a esporulacdo de maneira

significativa de M. anisopliae.



27

A compatibilidade de produtos a base de espinosade com M. anisopliae deve
estar relacionada a origem natural dos ingredientes ativos, que provém de
fermentacdo realizada pelo actinomiceto Saccharopolyspora spinosa. Os produtos
derivados deste ingrediente ativo possuem baixa toxicidade aos mamiferos e aos
organismos nédo alvo e com rapida degradacdo no ambiente (Cleveland, 2007).

O mesmo ocorreu para o inseticida clororantraniliprole, onde o crescimento
micelial e a taxa de esporulacdo néo diferiu significativamente da testemunha, para
ambos os métodos de contato do fungo com o produto (Tabela 3).

Trabalhos de compatibilidade realizados com inseticidas a base de
clorantraniliprole utilizando diferentes doses em relagcdo ao fungo, também
demostraram compatibilidade com o entomopatdgeno (Sittaet al 2009), corroborando
com os resultados obtidos neste experimento. Com base no indice biologico (IB)
(Tabela 5) constatou-se que os inseticidas espinosade e clorantraniliprole foram
compativeis com o isolado de M. anisopliae, segundo a classificacdo determinada
por Rossi-Zalaf et al (2008).

Os inseticidas formulados com etofenproxi e flubendiamida inibiram o
crescimento micelial e a taxa de esporulacdo em relacao a testemunha. Sendo que o
produto a base de flubendiamida reduziu em 100,0% ambas variaveis analisadas no
método de incorporacdo do inseticida ao meio de cultura e, no método por
pulverizacdo reduziu apenas 0 crescimento micelial em 17,88 mm. Etofenproxi
reduziu 20 mm o crescimento micelial e quase 100,0% a taxa de esporulacdo no
método por incorporacédo, ndo apresentando diferenca significativa em relacao essas
variaveis no método por pulverizacéo (Tabela 5).

De acordo com Ghini & Kimati (2000) a acdo de inseticidas que agem no

sistema nervoso e muscular dos insetos, mas que nos fungos, interferem na parede
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celular, devido a acdo desses compostos sobre a enzima que converte
fosfatidiletanolamina para fosfatidilcolina e inibe a sintese de quitina, componente da
parede celular destes organismos.

Ao utilizar o indice bioldgico para avaliar a toxicidade da flubendiamida ao
microrganismo pelo método de incorporacdo, observou-se que o fungo leva o
ingrediente ativo durante seu desenvolvimento vegetativo para seu organismo,
através da emissdo do tubo germinativo para absor¢cédo de nutrientes, agindo assim
diretamente no seu interior, inibindo-o totalmente ou parcialmente sendo classificado
como toxico ao fungo.

O inseticida a base de tiametoxam n&o reduziu o crescimento micelial no
método por incorporacdo, mas houve reducdo na esporulacdo (78,39%) quando
comparado a testemunha, de forma contraria quando houve pulverizacdo sobre as
col6nias de M. anisopliae.

Através do indice biologico (IB) etofenproxi e tiametoxam, pode-se considerar
gue os produtos foram moderadamente compativeis ao fungo pelo método onde
houve incorporacdo.Ja no meétodo por aspersdo, a classificacdo toxicologica,
apresentou compatibilidade do isolado aos inseticidas (Tabela 5). Ainda ha poucos
trabalhos de seletividade de inseticidas a base de etofenproxi aM. anisopliae , por
isso a importancia destas avaliacoes.

Batista Filho et al (2001) evidenciaram a compatibilidade de tiametoxam com
10 microrganismos entomopatogénicos testados, incluindo B. bassiana e M.
anisopliae. Cabe ressaltar que os testes in vitro mantém o fungo exposto ao maximo
com produto fitossanitario, o que nao ocorre em condi¢cdes de campo, onde fatores
externos agem diretamente sobre o produto, principalmente radiagéo solar, deriva e

ventos, atenuando a a¢do do principio ativo sobre o fungo (Cavalcanti et al 2002).
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De acordo com Azevedo et al (2002) o contato do fungo com certos produtos
fitossanitarios, durante um determinado periodo ou fase de desenvolvimento,
permitiu que o entomopatdgeno produzisse conidios viaveis, sugerindo que diante
de fonte de estresse 0 microrganismo recupera-se, 0 que poderia demonstrar a
capacidade adaptativa em relagédo ao meio.

No método por aspersao, o entomopatdégeno se desenvolveu mostrando-se
compativel ao fungo. Estes resultados podem estar relacionados a germinacdo do
fungo, ao qual pode ser iniciada quando as condi¢cdes do meio sdo favoraveis para o
crescimento vegetativo, porém, algumas linhagens possuem a caracteristica de
germinarem em condicdes desfavoraveis (Fregonesi et al 2016). Sendo assim, essa
€ uma possivel explicacao para os bons resultados obtidos nesta metodologia.

A partir destes resultados, € possivel que, para o0s inseticidas que
evidenciaram resultados positivos de compatibilidade na metodologia por aspersao,
possam ser aplicados na agricultura sem alterar o desenvolvimento natural dos
entomopatdgenos, ja que a toxicidade de um produto in vitro nem sempre indica a
sua toxicidade em campo, mas sim a possibilidade de ocorréncia de efeito téxico
(Moino Jr & Alves 1998), afinal, as condicdes de laboratorio ndo refletem com rigor
as condicdes naturais de campo (Mochi et al 2005).

E importante salientar que, de maneira geral, a aplicacdo para ambos fungos
B. bassiana e M. anisopliae, o método por incorporacdo apresentou-se mais
toxico,devidoao fungo quando inicia processo germinativo, jA entra em contato com
o produto, reduzindo seu crescimento micelial e esporulacao.

Em relacdo aos fungicidas testados sobre B. bassiana e M. anisopliae,
observou-se inibicdo em relacdo aos ingredientes ativos utilizados, onde no método

por incorporacao do fungicidaao meio de cultura, todos os tratamentostestados
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impediram o0 crescimento micelial, consequentemente, a esporulagdo dos
entomopatdgenos (Tabelas 2 e 3).

O fungicidatriciclazol n&o afetou totalmente o crescimento micelial e
esporulacdo dos isoladosB. bassiana, permitindo um crescimento médio de 12,19
mm e esporulacdo de 18,21%, diferenciando significativamente da testemunha.
Tamai et al (2002) testaram fungicidas a base deB. bassianae confirmaram a
toxicidade de alguns grupos quimicos avaliados neste trabalho como estrobilurina e
triazol, os quais foram muito téxicos ao fungo.

Na aplicacdo de fungicidas por aspersdao, M. anisopliae teve crescimento
micelial em todos os tratamentos, porém o unico que nédo diferiu significativamente
da testemunha foi triciclazol, com 47,58 mm de crescimento o qual também néao
diferenciou da testemunha na esporulacdo, com 70,2% de producado de conidios, os
demais produtos ndo obtiveram indices de esporulacdo. Resultados semelhantes
para triciclazol e azoxistrobina foram observados para M. anisopliae porRampelotti e
colaboradores ( 2010).

De acordo com o teste indice bioldgico de toxicidade (IB), B. bassiana e M.
anisopliae obtiveram a mesma classificacdo para todos os fungicidas,
independentemente do método utilizado, sendo os tratamentos considerados téxicos
para os isolados segundo o critério adotado, com excessdo de triciclazol que foi
classificado com compativel quando pulverizados (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 1. Agrotéxicos registrados para cultura da soja e arroz irrigado utilizados nos

ensaios de seletividade (Agrofit).

Ingrediente Ativo Grupo quimico Cat Vol. Calda Dose (ha™)
Tiametoxam Neonicotinoide I 100-150g/ha  100*
Clorantraniliprole Antranilamida I 100-200L/ha  100*
Flubendiamida Diamida I 200-300L/ha  200*
Etofenproxi Eter difenilico | 150 L/ha 150*
Espinosade Espinosina I 100-200L/ha  100*
Triciclazol Benzotiazol F 200-300L/ha  200*
Trifloxistrobina + Protioconazol  Estrobirulina + F 200 L/ha 200*
triazolinthione
Trifloxistrobina + Tebuconazol Triazol + estrobirulina F 200 L/ha 200*
Azoxistrobina + Ciproconazol Estrobilurina + triazol F 100-200L/ha  100*

*Dados obtidos no Agrofit (2016). Cat = Categoria | = inseticida e F = fungicida
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Tabela 2. Crescimento micelial das colénias (mm) e nimero médio de conidios por mL™ (x 10°), e porcentagem de inibicdo de

Beauveria bassiana na presenca de agrotoxicos por incorporacao e pulverizacao sobre o fungo entomopatogénico.

INSETICIDAS

Incorporacgéo

Pulverizagao

Tratamento LA

CM (mm) ESP x 10°(mL™) CM (mm) ESP x 10°(mL™)
Clorantraniliprole 27.37+2.02 Ab 273.63+133.05 BCa 32.22+3.95 Aa 98.25 £ 74.58 Ba
Espinosade 21.36 £ 2.00 Ba 360.63 +82.52 ABa 21.42+8.40 Ba 26.00 + 10.54 BCb
Etofenproxi 13.72+1.09 Ca 173.75 £ 86.44 Ca 18.30£8.10 BCa 47.13+18.10 BCb
Flubendiamida 0.00 £0.00 Db 0.00 £0.00 Da 11.86+3.95 Ca 0.75+0.64 Ca
Tiametoxam 15.13+0.75 Cb 182.37 £78.92 Ca 22.12+8.09 Ba 89.00 + 63.45 Ba
Testemunha 26.38+2.37 Ab 516.25+ 181.53 Aa 31.73+£240 Aa 207.87 £49.81 Ab
CV 23.76 38.44 23.76 38.44
FUNGICIDAS

Incorporacéo Pulverizacao
Tratamento

CM (mm) ESP x 10°(mL™) CM (mm) ESP x 10°(mL™)
Azoxistrobina+ciproconazol 0.00£0.00 Ba 0.00 £0.00 Ba 0.00+0.00 Ca 0.00 £0.00 Ba
Protioconazol+trifloxistrobina 0.00 £0.00 Ba 0.00 £0.00 Ba 0.00+0.00 Ca 0.00 £0.00 Ba
Tebuconazol+trifloxistrobina 0.00£0.00 Ba 0.00 £0.00 Ba 0.00+0.00 Ca 0.00 £0.00 Ba
Triciclazol 0.00 £ 0.00 Bb 0.00£0.00 Ba 12.19+4.15 Ba 37.87 +£34.04 Ba
Testemunha 26.38+2.37 Ab 516.25+181.53 Aa 31.73+2.40 Aa 207.87 +49.81 Ab
CVv 24.08 37.12 24.08 37.12

Médias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p > 0,05), para comparag¢ado entre principios ativos,
médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste T de Student, para comparagéo de métodos dentro da mesma variavel,
= Esporos.

ao nivel de 5%. CM = Crescimento

micelial,

ESP
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Tabela 3. Crescimento micelial das col6nias (mm) e nimero médio de conidios por mL™ (x 10°)de Metarhizium anisopliae na

presenca de agrotoxicos por incorporacao e pulverizacao sobre o fungo entomopatogénico.

INSETICIDAS
Incorporacéo \ Pulverizacao

Tratamento LA

CM (mm) ESP x 10°(mL™) CM (mm) ESP x 10°(mL™)
Clorantraniliprole 43.31 +9.38 Aa 90.75+12.54 ABa 43.67 £16.96 ABa 50.25*20.60 Ab
Espinosade 47.12 +10.11 Aa 73.37 +18.39 Ba 4744+ 8.13 ABa 40.75%+13.90 Ab
Etofenproxi 30.56 £ 7.65 Bb 0.13+0.25 Db 52.17+8.88 Aa 49.75%+21.64 Aa
Flubendiamida 0.00 £0.00 Cb 0.00+0.00 Db 34.42+1050 Ca 65.37+24.42 Aa
Tiametoxam 39.92+7.34 Aa 22.87+7.87 Cb 34.60+13.79 BCa 47.75+4.09 Aa
Testemunha 50.56 +8.49 Aa 105.87 £ 24 Aa 52.30+4.44 Aa 69.12 £ 29.03 Aa
cVv 24.43 34,51 24.43 34.51
FUNGICIDAS

Incorporacéo ‘ Pulverizacao

Tratamento

CM (mm) ESP x 10°(mL™) CM (mm) ESP x 10°(mL™)
Azoxistrobina+ciproconazol 0.00 £0.00 Bb 0.00 £0.00 Ba 21.80 +1.89 Ca 0.00 +0.00 Ba
Protioconazol+trifloxistrobina 0.00 £0.00 Bb 0.00 £0.00 Ba 32.66 + 15.09 Ba 0.00 £ 0.00 Ba
Tebuconazol+trifloxistrobina 0.00 £0.00 Bb 0.00 £0.00 Ba 18.09 +2.33 Ca 0.00 £ 0.00 Ba
Triciclazol 0.00 £0.00 Ba 0.00 £0.00 Bb 4758 +557 Aa 4850 +34.24 Aa
Testemunha 5056+ 8.49 Aa 105.87 +24.00 Aa 52.30+4.44 Aa 69.12 £ 29.03 Aa
cV 26.89 28.22 26.89 28.22

Médias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p > 0,05), para comparag¢ado entre principios ativos,
médias seguidas de mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste T de Student , para compara¢éo de métodos dentro da mesma variavel,
ao nivel de 5%. CM = Crescimento micelial, ESP = Esporos.
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Tabela 4. Valores do indice biolégico de toxicidade (IB) e classificacdo, entre alguns
agrotéxicos utilizados na cultura do arroz irrigado e da soja ao entomopatdégeno

Beauveria bassiana.

Incorporagao Pulverizagéo

Produto IB  Classificagdo IB Classificacao

INSETICIDA
Clorantraniliprole 93.78 C 93.25 C
Espinosade 117.29 C 89.43 C
Etofenproxi 63.41 MC 61.07 MC
Flubendiamida 3.33 T 19.00 T
Tiametoxam 45.89 MC 57.08 MC

FUNGICIDA
Azoxistrobina+ciproconazol 0.00 T 0.00 T
Triciclazol 0.00 T 78.20 C
Trifloxistrobina+proticonazol 0.00 T 8.33 T
Trifloxistrobina+tebuconazol 0.00 T 0.00 T

Valores de IB e classificagdo do produto: 0-41 Téxico(T); 42-66 moderadamente compativel (MC);
>66 compativel (C), determinados segundo ROSSI-ZALAF et al (2008).

Tabela 5. Valores do indice biolégico de toxicidade (IB) e classificacdo, entre alguns
agrotoxicos utilizados na cultura do arroz irrigado e da soja ao entomopatdégeno

Metarhizium anisopliae.

Incorporacéao Pulverizacéo

Produto IB Classificacdo IB  Classificacao

INSETICIDA
Clorantraniliprole 85.52 C 97.47 C
Espinosade 87.75 C 105.98 C
Etofenproxi 42.78 MC 108.59 C
Flubendiamida 33.93 T 103.42 C
Tiametoxam 50.71 MC 88.66 C

FUNGICIDA
Azoxistrobina+ciproconazol 0.00 T 0.00 T
Triciclazol 0.00 T 73.44 C
Trifloxistrobina+proticonazol 35.00 T 35.00 T
Trifloxistrobina+tebuconazol 0.00 T 0.00 T

Valores de IB e classificacdo do produto: 0-41 Toéxico(T); 42-66 moderadamente compativel (MC);
>66 compativel (C), determinados segundo ROSSI-ZALAF et al(2008).



2.5 Considerac0es finais

Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores, uma vez que a
avaliacdo da seletividade a agentes de controle biolégicos é de grande importancia
nos dias atuais. O uso inadequado de agrotoxicos nas grandes culturas causa perda
de eficiéncia sobre o alvo biolégico, afetando diretamente estes organismos que
estdo presentes na natureza, desempenhando um papel de biocontroladores
naturais de pragas. Dos agrotoxicos testados, o inseticida clorantraniliprole foi
compativel com a B. bassiana e M. anisopliae, depois dele, o inseticida espinosade
também se mostrou compativel sob os dois métodos de contato, incorporagédo e
aspersao, mostrando-se seletivos a estes microrganismos. Dos fungicidas testados,
triciclazol foi o Unico que apresentou compatibilidade com os fungos pelo método por

aspersao.
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Abstract

Knowledge about undesirable effects of conventional pesticides, Associated with
environmental concern and food quality, have encouraged the research on new
alternatives for controlling plant diseases. The objective of this work was to evaluate
in vitro, if essential oils interfere in the development of entomopathogenic fungi. The
essential oils of garlic, artemisia, citronella, clove, marjoram, melaleuca and oregano
were used. The oils were added in potato-dextrose-agar (BDA) medium at
concentrations of 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0% (v / v). Evaluation of mycelial
growth and sporulation. The toxicity of essential oils to the entomopathogen was also
verified through the Biological Index. The essential oils most compatible with
Beauveria bassiana (Bals.) Were garlic oil at all concentrations and 0.2% marjoram
for Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. garlic oil has been shown to be
compatible with IB. The most harmful oils to B. bassina were oregano oil at all
concentrations tested, citronella oil which was moderately compatible only at the
0.2% concentration. Clove oil was toxic to both fungi, and at concentrations 0.2%
moderately compatible. For M. anisopliae the compatible oils were garlic, marjoram,
and melaleuca, being toxic only at the highest concentration 1.0% by IB. Essential
oils with the exception of oregano and clove oils have potential for use in disease
control.

Keywords: alternative control; compatibility; entomopathogens; toxicity.
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Resumo

O conhecimento sobre os efeitos indesejaveis do uso de agrotoxicos convencionais,
associado a preocupacao ambiental e a qualidade dos alimentos, tem estimulado a
busca por novas alternativas para o controle de doencas de plantas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar in vitro se 6leos essenciais interferem no desenvolvimento
de fungos entomopatogenicos. Foram utilizados os Oleos essenciais de alho,
artemisia, citronela, cravo, manjerona, melaleuca e orégano. Os Oleos foram
adicionados em meio de batata-dextrose-agar (BDA) nas concentracdes de 0,0, 0,2,
0,4, 0,6, 0,8 e 1,0% (v/v). Foram realizadas as avaliacbes de crescimento micelial,
esporulagdo. Foi também verificado a toxicidade dos O6leos essenciais ao
entomopatdgenos, através do indice Bioldgico. Os Oleos essenciais mais
compativeis a Beauveria bassiana (Bals.) foram o 6leo de alho em todas as
concentracfes e a manjerona na concentracdo 0,2%, para Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. o 6leo de alho demonstrou-se compativel pelo IB. Os 6leos mais
prejudiciais a B. bassina foi o 6leo de orégano em todas as concentragfes testadas,
oleo de citronela o qual foi moderadamente compativel somente na concentracao
0,2%. O 6leo de cravo mostrou-se toxico aos dois fungos, e nas concentracoes 0,2%
moderadamente compativel. Para M. anisopliae os 0leos compativeis foram os de
alho, manjerona, e de melaleuca, sendo téxico apenas na concentracdo mais alta
1,0% pelo IB. Os oOleos essenciais com excecdo dos Oleos de orégano e cravo
apresentam potencial para serem utilizados no controle de doencgas.

Palavras-chaves: controle alternativo; compatibilidade; entomopatdgenos;
toxicidade.
3.1 Introducéao

O aumento da produtividade no setor agricola brasileiro esta diretamente
relacionado ao aumento do uso de produtos sintéticos como fertilizantes, herbicidas,
fungicidas e inseticidas (Ferreira 2015). O uso destes produtos em larga escala, e
sem nenhum tipo de controle tem provocado além de problemas de saude ao
produtor e ao consumidor, problemas ambientais, como contaminacdo de lencdes
freaticos, impacto aos organismos benéficos como fungos entomopatogénicos que
fazem o controle natural de diversos insetos-pragas (Botelho & Monteiro 2011).

Em vista de minimizar estes efeitos, a procura por técnicas alternativas de
controle de pragas e doencas vem aumentando, sendo assim, indicado a utilizacéo
de controle biolégico e de produtos de origem ndo sintética, com propriedades

bioativas (Bettiol, Goncgalves, Morais 2009).
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O uso de Oleos essenciais, extratos vegetais e metabdlitos secundarios de
plantas, vém sendo uma ferramenta a ser agregada nos sistemas alternativos de
producdo, e nos convencionais, como forma de aumentar a sustentabilidade da
producéo (Silva et al 2010). Estudos mostram que muitas plantas apresentam uma
grande diversidade de substancias em sua composi¢cdo. Algumas delas com
potencial fungicida e fungistatico. Por isso, a importancia de serem estudadas, para
gue possam servir de matéria-prima para sintese de novos produtos para o controle
fitossanitario na agricultura (Celoto et al 2008).

Zanandrea et al. (2004) demonstraram que o0 Oleo essencial de orégano
(Origanum vulgare) inibiu o crescimento micelial de Alternaria sp., Bipolaris oryzae,
Curvularia sp., Gerlachia oryzae, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
isolados de sementes de arroz. Todos estes fungos foram sensiveis ao composto
majoritario do oOleo essencial do orégano carvacrol, destacando-se a reducao do
crescimento micelial de Bipolaris oryzae. Outros 6leos essenciais tem poder de
inibicAo na germinacdo de uredidésporos de Phakopsora pachyrhizi, reduzindo a
severidade da ferrugem em soja, como é o caso da citronela (Cymbopogon nardus)
(Medice et al (2007). O uso de 6leo essencial de alho ou o extrato e alho reduziu a
severidade de mildio na videira, sendo uma boa alternativa para o controle de
Plasmopora viticola em vinhedos organicos (Leite et al. 2011).

Ha& inumeros exemplos da eficacia dos o6leos essenciais no controle de
fitopatdgenos. Por outro lado, sdo escassas as informacdes sobre o impacto desses
produtos, entre eles os 6leos essenciais, sob aqueles fungos de relevancia na
agricultura como os entomopatogénicos, que auxiliam no controle de pragas de

diferentes culturas de interesse agronémico.
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Entre os fungos entomopatogénicos destacam-se Metharizhium anisopliae
(Metsch) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuil. Estes séo relatados para o
controle de insetos-pragas como: Mahanarva posticata (Hemiptera: Cercopidae)
cigarrinha da cana, Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae) percevejo-vede da
soja (Michereff Filho et al 2011), Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae)
broca do café (Mourdo et al 2003) e Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae)
huanglongbing em citrus (Pinto et al 2012).

Dessa forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar a seletividade de
Oleos essenciais sob o desenvolvimento de Metharizhium anisopliae e Beauveria
bassiana.

3.2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de Sementes
Fungos Fitopatogénicos (LPSFF) do Departamento de Fitossanidade da
Universidade Federal de Pelotas, em Pelotas/RS. Foram utilizados duas espécies de
fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae da
colecdo do LPSFF. Os oOleos essenciais (OEs) utilizados foram obtidos na
Ferquimica Ind. E Com. Ltda. (SP) mantidos em frascos de vidro ambar com tampa
de rosca a 25°C.

Para avaliar a seletividade dos OEs sob os fungos foram conduzidos ensaios
em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 7x6, em que o fator
A consistiu em sete OEs: alho (Allium sativum L.), artemisia (Artemisia vulgares)
citronela (Cymbopogon winterianus), cravo (Eugenia caryophyllu), manjerona
(Origanum majorana), melaleuca (Melaleuca alternifolia) e orégano (Origanum

vulgare), e o fator B por seis concentra¢gbes dos OEs: 0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8%
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e 1,0%, com cinco repeticdes independentes para cada espécies de fungo. Foram
avaliados o crescimento micelial e o indice biolégico de toxicidade.

Para avaliar o crescimento micelial dos fungos entomopatogénicos, as
diferentes doses dos OEs foram incorporados ao meio de BDA nao solidificado, a
45°C, para que ndo houvesse alteracbes em suas propriedades. Posteriormente 0s
fungos foram inoculados no ponto central da placa, utilizando uma agulha de platina,
a partir de coldnias jovens do fungo com dez dias de crescimento. As placas foram
mantidas em sala de incubacéo (25°C) com fotoperiodo de 12h.

O crescimento micelial foi avaliado diariamente com um paquimetro digital,
sendo realizadas medicbes em dois sentidos (verticalmente e horizontalmente),
determinando o crescimento médio do diametro das colonias até o décimo dia de
crescimento.

A avaliacdo da esporulacéo foi realizada no décimo quinto dia de incubacéao.
Para isso, foram retirados discos de miceélios de cinco pontos das placas de petri
contendo as coldnias fungicas, com auxilio de um vazador de 7 mm de diametro.
Estes discos foram acondicionados em tubo de ensaio contendo 20 mL de agua
destilada estéril (ADE) e uma gota de espalhante adesivo Tween 80 (0,1%). Para a
guantificacdo dos conidios os tubos foram agitados por cerca de um minuto em
vortex, sendo quantificados com auxilio de uma camara de Neubauer (400X),
conforme metodologia descrita por Fregonesi et al (2016) adaptado. Foram
utilizados quatro repeticdes por tratamento.

Para quantificar a viabilidade (germinacdo) dos esporos foi realizado a
retirada de uma aliquota de 3 pL dos tubos de ensaios (utilizadas para quantificar os
esporos), sendo essa espalhada sob uma lamina contendo um bloco de 5 mm? de

BDA. As laminas foram armazenada no interior de uma caixa de gerbox e incubado
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a 25 + 1°C, com fotoperiodo de 12h por 20 h. A partir desse periodo foi quantificado
com auxilio de um microscopio 6ptico com aumento de 400x, a porcentagem de
conidios germinados, sendo contado 100 conidios ao acaso.

Foi feita uma correlacdo de Pearson a partir dos dados obtidos de
crescimento micelial e esporulagdo dos fungos.

Estas avaliacBes deram suporte para calcular o indice bioldgico de toxicidade

proposto por Rossi-Zalaf et al (2008),

Em que:

IB = indice biologico;

CV: porcentagem de crescimento vegetativo da col6nia apos 15 dias, em
relacéo a testemunha;

ESP: porcentagem de esporulacdo apos 15 dias, em relacédo a testemunha;

GER: porcentagem de germinacao dos conidios apos 15 horas, em relacdo a
testemunha.

A partir dos valores de IB classificou-se os OEs de acordo com sua
toxicidade a partir de uma escala em que valores entre 0 - 41 o OEs foi considerado
toxico; de 42-66, moderadamente compativel e maior 66 — compativel (ROSSI-
ZALAF et al, 2008).

Os dados foram submetidos & analise de variancia as variaveis respostas,
crescimento micelial foram submetidas a comparacédo das médias pelo teste Tukey a
5% de probabilidade para comparacdo entre os tratamentos, os dados foram

analisados estatisticamente mediante a utilizacdo dos testes paramétricos.
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3.3 Resultados e Discusséao

Para o crescimento micelial Fig. 1 e 2 pode-se verificar que ambos os fungos,
Beauveria bassiana e Metharizhium anisopliae, apresentaram diferencas em relagao
aos OEs e as concentracdes testadas. Observa-se que para os OEs de alho e
melaleuca em M. anisopliae ndo ocorreu o0 ajuste ao modelo de regressao
significativo. Observa-se também que para os OEs orégano e cravo, para ambos 0s
fungos apresentaram respostas semelhantes, em que o crescimento micelial (CM)
foi reduzido a partir da concentracdo 0.2% do OE de orégano e 0,4% de cravo,
mostrando que os fungos apresentam maior sensibilidade a estes OEs (Tabela 1 e
2).

Os OEs de orégano e cravo caracterizam-se por apresentarem atividade
antifangica, controlando o desenvolvimento de espécies de fungos fitopatogénicos
como o agente causal da ferrugem em videira, Phakopsora euvitis (Fialho et al 2015)
Botrytis cinerea, causadores de podriddo de pos-colheita (Combrinck et al 2011) e
de patdgenos de solo como a Rhizoctonia solani (Costa et al 2011). Isso deve-se
principalmente a sua composicdo sendo basicamente constituido de compostos
fendlicos, monoterpenos e terpendides (Gilles et al 2010). Estes por sua vez tem
acao sobre a estrutura e a funcdo da membrana celular, alterando a assim a
funcionalidade do metabolismo do fungo (Oliveira et al 2011, Seixas et al 2011).

Os demais OEs citronela, melaleuca, manjerona e artemisia também tiveram
efeito significativo sobre o desenvolvimento dos fungos, apresentando variacdes na
sensibilidade dos mesmos (Tabela 1 e 2), em que o 6leo de citronela apresentou
diferenca significativa entre as doses. Este 6leo € composto por 40% de citronelol
gue apresenta uma alta agcdo antimicrobiana e acaricida (Marco et al 2007), sendo

muito testado no controle de fungos fitopatogénicos como a Pyricularia grisea em
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arroz, apresentando resultados satisfatérios na concentracdo de 8% (Perini et al
2011).

J4 OEs melaleuca, manjerona e artemisia, obtiveram um efeito inibitério
moderado ao fungo B. bassiana, ndo tendo diferencas estatisticas entre as
concentragdes (Tabela 1 e 2). Estes resultados demonstram certa compatibilidade
dos 6leos com os fungos, porém os efeitos variam conforme o aumento ou a
reducdo nas concentracdes. No entanto, para o 6leo essencial de melaleuca, pode-
se observar que na concentragédo 0,6%, o CM de M. anisopliae, teve um aumento no
seu desenvolvimento, ndo podendo ser calculado as porcentagens de inibicdo em
virtude do néo ajuste do modelo de regressao para este tratamento (Tabela 2).

Ja o oleo essencial de alho, foi 0 que apresentou a menor influéncia sobre os
fungos B. bassiana e M. anisopliae ndo prejudicando o CM em todas as
concentracfes testadas, mostrando-se compativel aos fungos testados (Figura 1 e
2). Apesar do OEs de alho ter apresentado menor acdo sobre estes fungos
benéficos, ha varios relatos na literatura sobre o efeito inibitério no desenvolvimento
de fungos fitopatogénicos como Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii,
Colletotrichum sp., Fusarium solani e Phomopsis sp. (Venturoso et al 2011),
Penicillium sp (Brand et al 2009), Curvularia sp. e Alternaria sp. (Barros et al 1995).

Para B. bassiana observa se uma forte correlacéo positiva significativa entre o
crescimento micelial e esporulacdo quando submetidos aos O6leos essenciais de
orégano (0.99), citronela (0.79), cravo (0.88), melaleuca (0.79), uma correlacéo
moderada para o 6leo de artemisia (0.64). Em relacdo aos oléos essenciais de alho
e manjerona, a correlacéo nao foi significativa (Tabela 3).

Para M. anisopliae também verifica-se uma forte correlagdo positiva

significativa entre o crescimento micelial e esporulacdo quando submetidos aos
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Oleos essenciais de orégano (0.98), cravo (0.98), artemisia (0.80), citronela (0.70),
uma correlagdo moderada para o 6leo de manjerona (0.68). Os OEs de alho e
melaleuca, apresentaram uma correlagéo néo significativa (Tabela 4).

Pode-se deduzir que, conforme aumenta o crescimento micelial a esporulagéo
também aumenta, demonstrando que estes Oleos essenciais ndo estariam
influenciando no desenvolvimento destes fungos entomopatogénicos.

Em relacdo ao indice biolégico (IB) tanto para B. bassiana quanto para M.
anisoplae (Tabela 5 e 6) pode-se observar que o OEs de alho nao foi prejudicial aos
fungos, sendo classificado como compativel. Para os demais OEs ocorreram
diferencas para cada fungo testado, em que o 6leo de manjerona a partir da
concentragdo 0,8% e 0,2%, mostrou-se moderadamente compativel para M.
anisoplae, e para a B. bassiana respectivamente.

O o6leo de artemisia foi toxico a B. bassiana na concentracao 0,6% as demais
concentracbes foram moderadamente compativeis. Ja citronela e cravo foram
moderadamente compativeis somente para as doses 0,2%, para o restante foram
toxicas. Por outro lado, 0 que mais se mostrou téxico aos fungos testados foi o 6leo
de orégano, sendo classificado em todas as concentragcdes como toxico, por esse
motivo € considerado como potente bactericida e fungicida reconhecido
cientificamente (Castro, 2004).
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Fig 1. Crescimento micelial de Beauveria bassiana, nas diferentes concentracdes de

Oleos essenciais. A - Alho; B - Artemisia; C - Citronela; D - Cravo; E - Manjerona; F -

Malaleuca; G - Orégano.
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Fig 2. Crescimento micelial de Metarhizium anisopliae, nas diferentes concentracées

de 6leos essenciais. A - Alho; B - Artemisia; C - Citronela; D - Cravo; E - Manjerona;

F - Malaleuca; G - Orégano.
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Tabela 1. Crescimento micelial das colénias (mm) de Beauveria bassiana na

presenca de diferentes concentracdes de 6leos essenciais.

Concentragdes (%)

OF 0 0.2 0,4 0,6 08 1,0 Equacdo
Alho 41,72 A* 42,37 AB 4318 A 4377 A 4299 A 4544 A Y 33?;;41’74
Artemisia 41,72 A 33,95 BC 34,82 BC 24,06 C 33,42 B 29,15 B )é=2:2§2ggx-33,72x+41,29
Citronela 41,72 A 26,79 CD 21,3 D 331 B 14,86 D 11,02 C o> " 3"%
Cravo 41,72 A 2465 D 1068 E 241 D 234 E 193 D % 216?98;-101,15“41,80
Manjerona 41,72 A 32,97 CD 31,84 C 2505 C 32,78 BC 24,34 B y;;:lg:gx*ff&m
Melaleuca 41,72 A 4316 A 3849 BA 33,66 B 26,65 C 2535 B Ju guy o0 ot
Orégano 41,72 A 829 E 000 F 000 D 000 E 000 D §=8giggx'122178x+36,93

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05), para
comparacao entre os 6leos essenciais. OE = Oleo Essencial.

Tabela 2. Crescimento micelial das colénias (mm) de Metarhizium anisopliae na

presenca de diferentes concentracdes de Oleos essenciais.

Concentragdes (%)
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

OE Equacéo

Alho 50,89 A* 4831 A 4873 A 4959 A 512 A 4605 A
Attemisia 50,89 A 44,69 BA 37,09 B 34,67 B 2682 D 27,5 BC Ji gy 908X+ 504
Citonela 50,89 A 3556 C 2658 C 388 B 31,16 DC 2544 C K fooX-4217x+ 47,08
Cravo 50,89 A 33,15 C 2213 C 000 C 000 E 000 D fi'pos th30x#524
Manjerona 50,89 A 39,51 BC 37,13 B 3305 B 3433 C 34,28 BC i o ox 104407
Melaleuca 50,89 A 4546 BA 34,37 B 49,12 A 43,18 B 37,35 AB

Orégano 50,89 A 11,78 D 000 D 000 C 000 E 000 D %7 10833-14974x+4559

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05), para
comparacao entre os 6leos essenciais. OE = Oleo Essencial.
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Tabela 3. Coeficiente de correlacdo de Pearson para valores médios das variaveis

crescimento micelial e esporulacdo de Beauveria bassiana sob diferentes 6leos

essenciais.
Coeficiente de correlacdo de Pearson
Alho Artemisia Citronela Cravo Manjerona Melaleuca Orégano
Correlagdo o5 (64 0,79 0,88 0,36 0,75 0,99
Pearson
p-valor* 0,23 0,0006 <0,001 <0,0001 0,07 <0,0001 <0,0001

* Valores < 0,05 séo significativos.

Tabela 4. Coeficiente de correlacdo de Pearson para valores médios das variaveis

crescimento micelial e esporulacdo de Metarhizium anisopliae sob diferentes 6leos

essenciais.
Coeficiente de correlacdo de Pearson
Alho Artemisia  Citronela  Cravo Manjerona Melaleuca  Orégano
Correlagao 5 519 0,80 0,70 0,98 0,68 0,48 0,98
Pearson
Valor-p* 0,96 <0,000 0,0001  <0,0001 0,0002 0,016 <0,0001

* Valores < 0,05 sédo significativos.
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Tabela 5. Valores do indice biolégico de toxicidade (IB) e classificacdes de toxicidade de sete 6leos essenciais sobre Beauveria

bassiana.
OE Concentra¢fes
0,2% Classificacdo 0,4% Classificacdo 0,6% Classificacao 0,8% Classificacao 1% Classificacao

Alho 103,91 C 104,42 C 94,87 C 79,66 C 95,30 C

Artemisia 48,68 MC 55,32 MC 38,11 T 54,38 MC 43,27 MC

Citronela 41,75 MC 2768 T 38,15 T 1840 T 1298 T

Cravo 43,09 MC 22,46 T 14,04 T 2,64 T 217 T

Manjerona 76,63 C 57,72 MC 41,50 MC 49,92 MC 40,12 T

Melaleuca 65,58 MC 57,33 MC 54,36 MC 43,99 MC 61,97 MC

Orégano 23,94 T 0,00 T 0,00 T 0,00 T 000 T

Valores de IB e classificacdo do produto: 0-41 Téxico(T); 42-66 moderadamente compativel (MC); >66 compativel (C), determinados segundo
ROSSI-ZALAF et al. (2008).

Tabela 6. Valores do indice biologico de toxicidade (IB) e classificacfes de toxicidade de sete 6leos essenciais sobre

Metarhizium anisopliae

OE Concentracbes
0,2% Classificacdo 0,4% Classificagdo 0,6% Classificacdo 0,8% Classificacao 1% Classificagao

Alho 70,71 C 86,08 C 74,29 C 62,73 MC 66,30 C

Artemisia 62,28 MC 53,42 MC 48,00 MC 41,00 T 43,20 MC

Citronela 51,04 MC 36,71 T 45,19 MC 50,82 MC 26,91 T

Cravo 55,63 MC 39,26 T 1,61 T 0,00 T 0,00 T

Manjerona 74,83 C 73,25 C 69,23 C 63,64 MC 52,84 MC

Melaleuca 69,47 C 53,68 MC 74,90 C 53,04 MC 41,10 T

Orégano 2359 T 000 T 0,00 T 0,00 T 0,00 T

Valores de IB e classificacdo do produto: 0-41 Toéxico(T); 42-66 moderadamente compativel (MC); >66 compativel (C), determinados segundo
ROSSI-ZALAF et al. (2008).



3.5 Consideracdes Finais

De acordo com os dados apresentados neste estudo pode se observar que o
Oleo essencial obtido a partir do alho é o mais indicado para ser utlizado em
manejos integrado com o uso de fungos entomopatogénicos, pois foi o OEs que
apresentou-se compativel sobre B. bassiana e M. anisoplae. Os demais OEs como
manjerona e melaleuca, mostraram-se pouco seletivos sendo necessario maiores
estudos em relacdo as doses que devem ser utilizadas para serem efetivos contra

0s microrganismos alvos, sem ter acao prejudicial sobre os néo alvos.
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