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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a patogenicidade de alguns isolados de
Metarhizium anisopliae a cigarra do cafeeiro Fidicinoides pronoe. Além disso, utilizou-se o
isolado IBCB 348 para determinacdo da CLg e avaliacdo da compatibilidade do fungo com
produtos fitossanitarios empregados na cultura do café. Todos os isolados de M. anisopliae
testados em cigarras do café foram patogénicos, causando mortalidades confirmadas de 50 %,
com excecdo dos isolados IBCB 410 e IBCB 348, que atingiram mortalidade de 60 %.
Observou-se que a mortalidade foi maior nos 5 primeiros dias, havendo diminui¢cdo da mesma
a partir do 6° dia. No teste de compatibilidade com produtos fitossanitarios verificou-se que o
fungicida oxicloreto de cobre, nas duas doses avaliadas (5.000g/ha e 2.000g/ha), resultou em
maior producdo de conidios e reducdo do crescimento vegetativo. O thiabendazole (35g/ha
concentracdo minima) e o hidroxido de cobre (5.000g/ha concentracdo méxima) ndo diferiram
da testemunha quanto & producdo de conidios. J& os produtos thiabendazole (1.500g/ha
concentracdo méxima), benomyl (1.000g/ha), tebuconazole (100mL/ha), cyproconazole
(200mL/ha) e mancozeb (5.000g/ha e 3.500g/ha) foram estatisticamente iguais entre si, mas
apresentaram menor produc¢do de conidios do que a testemunha. Através da formula de T, que
avalia a compatibilidade dos produtos e sua toxicidade, o oxicloreto de cobre (2.000g/ha) e o
thiabendazole (35g/ha) foram considerados compativeis com M. anisopliae. Os demais
fungicidas avaliados foram classificados como muito toxicos e ndo apresentaram producéo de

conidios e crescimento vegetativo, com excecao de thiabendazole (1.500g/ha), que apresentou



crescimento vegetativo. Quanto aos herbicidas avaliados, todos os produtos foram
classificados como muito téxicos nas concentragdes testadas, afetando o crescimento
vegetativo e a producdo de conidios. No grupo de inseticidas avaliados observou-se que 0
thiamethoxam, nas duas concentragdes 1.000g/ha e 300g/ha, ndo diferiu da testemunha em
relacdo a producdo de conidios, sendo considerado compativel com M. anisopliae. Os demais
inseticidas resultaram em menor producdo de conidios do fungo, sendo considerados muito
toxicos, com excecdo de fipronil 800 WG na concentragdo maxima (500g/ha) (toxico) e

fipronil 800 WG na concentra¢do minima (250g/ha) (moderadamente toxico).



EVALUATION OF Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK. FOR THE CONTROL OF
Fidicinoides pronoe (CICADIDAE) AND ITS COMPATIBILITY WITH PESTICIDES
PRODUCTS USED IN COFFEE CROP. Botucatu, 2004. 51p. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade
Estadual Paulista.
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SUMMARY

This paper deals with the pathogenicity of some isolates of
Metarhizium anisopliae to the coffee cicada, Fidicinoides pronoe. Also, the isolate IBCB 348
were used to determine the LCy and to evaluate the compatibility of this fungus with the
pesticides used on the coffee crop. All M. anisopliae isolates were pathogenic to the coffee
cicada, causing at least 50 % of confirmed mortality. The virulence of the fungus was higher
in the first five days, decreasing after the sixth day. The fungicide copper oxicloreto, in both
concentrations, resulted in higher production of conidia and reduction of vegetative growth.
Thiabendazole (minimum concentration) and copper hydroxide (maximum concentration) led
to conidia production similar to the control. Thiabendazole (maximum concentration),
benomyl, tebuconazole, cyproconazole and mancozeb (both concentrations) showed lower
production of conidia than the control. By using the T formula, which evaluate the
compatibility of the pesticides and their toxicity, copper oxicloreto and thiabendazole were
considered compatibles with M. anisopliae. The remaining fungicides were classified as very
toxic and showed neither production of conidia nor vegetative growth, excepting
thiabendazole (maximum concentration), which resulted in vegetative growth. All herbicides
were very toxic to the fungus. Among the insecticides, thiamethoxam were considered
compatible to M. anisopliae; the other products resulted in lower production of conidia and

were considered from moderately to very toxic.



1 INTRODUCAO

O Brasil tem participacdo majoritaria na producdo mundial de café
correspondendo entre 30 a 40 %. E também o segundo maior consumidor mundial. Seu
consumo equivale a aproximadamente 50 % do total consumido em todos os outros paises
produtores (Agrianual, 2004).

O Estado de Minas Gerais é o0 maior produtor nacional de café (52,1 %
do total produzido), sendo que em 2002 a sua producdo média foi de 24,6 milhdes de sacas
beneficiadas. A renda bruta obtida com a venda de café representa mais de 70 % de todo o
montante gerado pelas propriedades agricolas do Estado. Somente as atividades de condugdo
da cultura, colheita e outras, proporcionam trabalho para cerca de 154 mil familias,
compensando-as em termos de salarios anuais, com um montante de aproximadamente R$ 440
milhdes (FAEMG, 2002).

Entre os problemas fitossanitarios da cultura no pais, as cigarras sdo
consideradas pragas-chave no Brasil, principalmente nos Estados de S&o Paulo e Minas
Gerais.

Os prejuizos causados nos cafezais também sao enormes, chegando a
ocorrer perda de lavouras, fazendo com que sejam necessarias enormes quantidades de
inseticidas no solo, aumentando assim o custo de producdo e a contaminagdo do ambiente
(Fornazier et al., 2000).



O controle microbiano da cigarra do cafeeiro surge como uma
alternativa junto aos métodos de manejo integrado, inclusive com a utilizacdo de defensivos
quimicos. Nesse campo do conhecimento, poucos trabalhos foram desenvolvidos e, portanto,
ndo se tem relatos do uso de agentes microbianos para o controle desta praga, havendo a
necessidade de pesquisas sobre a diversidade de microrganismos entomopatogénicos, ciclo e
epizootia, estratégias de aplicacdo, compatibilidade com outros defensivos quimicos e
métodos de aplicacéo.

Os objetivos deste trabalho foram estudar a patogenicidade do fungo
Metarhizium anisopliae em diferentes concentracbes e selecionar, em condigdes de
laboratério, o isolado mais virulento a cigarra do cafeeiro, Fidicinoides pronoe, bem como

avaliar sua compatibilidade com os principais produtos fitossanitarios na cultura do café.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos bioldgicos, descricdo e distribuicdo das principais espécies de cigarras

na cultura do café no Brasil

As cigarras (Hemiptera: Cicadidae) apresentam desenvolvimento
hemimetabdlico, passando pelas fases de ovo, ninfa mével, ninfa imével e adulta. Os adultos
(fémeas) realizam as posturas na casca dos galhos e ramos secos das plantas hospedeiras,
através de uma incisdo feita com seu ovipositor na medula da arvore. A fémea desloca
levemente a casca do ramo sem remové-la. Assim que o ovipositor € retirado, a casca volta a
cobrir o orificio de oviposicdo, o que torna muito dificil localiza-lo (D’Utra, 1905). Em
poucos dias eclodem as ninfas, as quais descem ao solo por meio de um filamento produzido
com suas excrecdes e 0 penetram, indo alojar-se junto as raizes da planta (Reis et al., 1984).

Nas raizes, as ninfas mdveis iniciam a succdo de seiva, ocasionando
sintomas de deficiéncia aguda de nutrientes na planta e queda precoce de produtividade no
cafeeiro (Fornazier et al., 2000). Durante a alimentacéo, parte da seiva é expelida pela ninfa,
servindo para umedecer e, conseqiientemente, amolecer o solo préximo ao inseto, facilitando
dessa maneira a abertura, com as pernas anteriores, de uma cavidade no sentido perpendicular
ao ponto em que a ninfa se encontra. Assim, forma-se uma camara cujo tamanho vai sendo

aumentado para acomodar o corpo do inseto em desenvolvimento até que este adquira o



desenvolvimento maximo, o qual é caracterizado pela presenca das tecas alares (Souza et al.,
1983).

As ninfas localizam-se, geralmente, nas raizes mais grossas e também
na raiz principal da planta, onde sdo encontradas até a profundidade de 1 metro. O normal é
encontrar a maior concentracao de ninfas até 35 cm de profundidade, numa circunferéncia de
25 cm de raio a partir da raiz principal (Souza et al., 1983). Terminada a fase de ninfa movel, o
inseto abandona o solo por meio de uma galeria cilindrica, individual, geralmente sob a parte
aérea da planta. Em seguida, a ninfa sobe ao tronco do cafeeiro ou em qualquer outro suporte
onde, depois de fixada, passa para a fase de ninfa imdvel, a qual dura aproximadamente duas
horas, geralmente a partir do anoitecer. Em seguida, rompe o tegumento no dorso emergindo o
adulto e deixando no tronco a exuvia (Souza et al., 1983).

Hempel (1913) foi o primeiro a estudar o ataque de cigarras as raizes
do cafeeiro. O autor identificou, como causadoras de danos em plantagdes de varios
municipios do Estado de S&o Paulo, trés espécies: Carineta fasciculata (Germar, 1830),
Fidicina pullata (Berg., 1879) e Fidicina drewseni (Stal, 1854). O reconhecimento das
principais espécies de cigarras-praga do cafeeiro no Brasil, segundo o autor, pode ser realizado
segundo 0s seguintes caracteres:

a. Quesada gigas (Olivier, 1970), tamanho: 3,7 x 1,5 cm, cabeca de
colorido escuro, opaco, olhos projetados lateralmente;

b. C. fasciculata, tamanho: 2,4 x 1,0 cm, de colorido fundamental
marrom, cabeca relativamente grande com olhos laterais projetados;

c. F. drewseni, tamanho: 2,0 x 0,9 cm, de colorido verde-oliva, cabeca
alargada e olhos laterais salientes (Vellozo et al., 1965).

Q. gigas e Fidicina sp. apresentam geragdes superpostas, com duracao
da fase de ninfa movel no solo de aproximadamente dois anos. A espécie Q. gigas € a que
causa maior dano devido ao tamanho de suas ninfas mdveis; sendo as maiores, sugam muito
mais, sendo que quase a totalidade das ninfas mdveis por cova infestada é desta espécie. Uma
composicdo percentual das espécies por cova de cafeeiro infestada geralmente mostra 87 % de
Q. gigas e 13 % de Fidicina sp. (Souza et al., 1983).

Embora Fidicina mannifera (Fabricius, 1803) tenha sido anteriormente

considerada como a espécie mais comum em surtos nesta cultura ndo observaram a presenca



desta espécie em cafeeiros, concluindo que a Unica espécie associada ao cafeeiro era Fidicina
pronoe (Walker, 1850).

Os primeiros registros de ocorréncia de cigarras em cafezais no Estado
de S&o Paulo foram feitos no periodo de 1900 a 1904, em Caconde e depois em Campinas
(D" Utra, 1908).

Em 1985, as regibes mais atingidas pelas cigarras foram os municipios
de Altindpolis, Batatais, Franca, Patrocinio Paulista, Itirapud, no Estado de S&o Paulo, e S&o
Sebastido do Paraiso, S&o Tomés de Aquino e Alfenas em Minas Gerais.

F. pullata foi encontrada em maior quantidade em Caconde - SP e
C. fasciculata foi encontrada em Campinas — SP e Itatinga - SP.

A entomofauna cafeeira do Estado de Minas Gerais foi observada por
Reis & Souza (1978), fornecendo a informacéo de incidéncia de Q. gigas em cafeeiros de Sao
Gotardo.

2.2 Danos

Pelos seus ataques generalizados, as cigarras podem causar prejuizos
totais as lavouras infestadas. Para se ter uma idéia da alta nocividade desses insetos, basta
considerar que nos cafezais infestados as plantas sofrem, continuamente, verdadeiro
bombeamento de seiva das raizes, pela acdo sugadora de centenas de ninfas.

Os sintomas caracteristicos do ataque das ninfas nas raizes se
manifestam na parte aérea das plantas, pelo definhamento, clorose nas folhas das extremidades
dos ramos e queda precoce de folhas, resultando em ramos desnudos, com a permanéncia de
folhas s6 nos seus &pices. No periodo chuvoso, as lavouras atacadas, recebendo os tratos
culturais normais, exibem um desenvolvimento vegetativo normal, ndo apresentando
definhamento tdo visivel. Contudo, no periodo seco os sintomas tornam-se caracteristicos, € 0
definhamento € o indicador para as lavouras atacadas, que se tornam improdutivas, com
floradas insignificantes (Souza et al., 1984).

Na regido de S8o Sebastido do Paraiso/MG existem lavouras altamente
tecnificadas e que ha dois anos atrds vinham apresentando baixissimas producdes devido ao

ataque das cigarras. Nestas lavouras, totalmente antiecondmicas, se ndo for feito o controle



quimico ndo resta outra alternativa aos cafeicultores sendo erradica-las. Nesses casos, s&o
baixissimas as producfes, o custo é elevado, as lavouras invidveis economicamente e ha
grandes prejuizos econémicos e sociais pela dispensa da mao-de-obra, devido a necessidade

de erradicacédo de cafezais improdutivos (Souza et al., 1983).

2.3 Controle

2.3.1 Controle quimico

Segundo Heinrich & Pupin Netto (1965), uma das primeiras
recomendacdes para o controle quimico da cigarra foi preconizada através do uso do bissulfeto
de carbono e tetracloreto de carbono, alertando-se, porém, sobre as dificuldades e custo das
aplicacGes. Posteriormente, estudos mostraram alta porcentagem de reducéo de ninfas moveis
das cigarras pelos inseticidas sisttmicos granulados Forate a 5 % e dissulfoton a 2,5 %.

Um estudo feito para avaliar a influéncia de épocas de aplicacdo e
dosagens de dois inseticidas sisttmicos, Thimet e Disyston, mostrou que a quantidade de
Thimet utilizado para o controle da cigarra do café pode ser reduzida a metade (5 % do
principio ativo) sem prejuizos para os efeitos de combate a praga; entretanto o inseticida
Disyston a 2,5 % provou ser superior em seus efeitos as duas dosagens usadas de Thimet,
representando economia de produto, menor custo e menor contamina¢do ambiental (Heinrich
& Pupin Netto,1965).

O controle de cigarras do café vem sendo feito através do uso de
inseticidas granulados sistémicos no solo, aplicados de forma mais concentrada e longe do
tronco (Martinelli et al., 1998). Esses mesmos produtos, devido a longa agédo residual,
controlam com eficiéncia o ataque do bicho mineiro, cochonilhas das raizes, acaros e outras
pragas de solo (Reis et al., 1984).

Inseticidas sistémicos na formulacdo granulada, quando aplicados no
solo, séo absorvidos pelas plantas via xilema, sendo levados para a parte aérea das plantas pela
seiva. Assim a distribuicdo do inseticida deve ser feita de forma homogénea para uma melhor
absorcdo do produto (Souza et al. 1983). Segundo Gallo et al., 2002, os inseticidas granulados

podem ser aplicados, com sucesso, ao redor das plantas j& formadas ou em formacgao, a alguns



centimetros de profundidade, visando o controle de insetos sugadores das raizes como as
cigarras.

Scarpellini et al. (1994), utilizaram diferentes inseticidas granulados
sistémicos para controle de ninfas de cigarra do cafeeiro, obtendo um resultado de 68,0 % de
mortalidade da praga no primeiro ano e 72,5 % de mortalidade no segundo ano. Todos 0s
produtos proporcionaram um acréscimo na producdo, sendo que o melhor produto foi o
furatiocarb.

A melhor época para a aplicacdo de inseticidas para controle das ninfas
compreende o periodo chuvoso, quando se obtém maior eficiéncia do inseticida sistémico,
devido a uma maior circulacdo de seiva. O periodo entre a aplicacdo e a época de colheita €
importante para evitar perigo de residuos nos frutos (Heinrich & Pupin Neto, 1964).

A aplicacdo pode ser feita através de matracas, mas, devido a aplicacdo
ser localizada, com poucos pontos por cova, tem-se uma menor eficiéncia e uniformidade de
controle (Souza et al., 1983).

Os inseticidas, apesar de eficientes, contribuem para aumentar o custo
de produgdo da cultura e exigem especial atencdo em relacdo a época e condigdes de
aplicacdo. Além disso, excessivas aplicagdes de inseticidas poluem o meio ambiente,

constituindo-se numa ameaca a salde humana (Reis et al., 1984).

2.3.2 Controle mecéanico

O controle mecénico consiste na catacdo de ninfas imdveis e adultos
das cigarras. A catacdo € necessariamente feita no periodo da manha, enquanto que os adultos
sdo capturados com redes entomologicas. Foi observado que, a tardinha, certas espécies de
cigarras reinem-se em grande nimero nos arbustos e arvores situados no meio dos cafezais ou
préximos a eles (Fonseca & Araujo, 1939). Este método é impraticavel, devido a curtissima
duracdo da fase de ninfa imdvel, a rapidez do deslocamento e vdo dos adultos, a extensdo das
lavouras atacadas e ao alto custo da médo-de-obra, além das possiveis reinfestacdes decorrentes

da disperséo dos insetos (Souza et al., 1983).



2.3.3 Controle cultural

O controle cultural consiste na eliminacdo do cafezal infestado e
plantio de novos cafeeiros somente ap6s dois ou trés anos. Os cafezais em formacao ndo sdo

atacados pelas cigarras (Souza et al., 1983).

2.3.4 Controle biol6gico

Heinrich (1967) verificou que os inimigos naturais mais comuns das
cigarras sdo tatus, que predam as ninfas, e o gavido Milvago chimachima (Vieillot), que preda
adultos e é considerado o inimigo natural mais importante dessa fase do inseto.

Soper et al. (1976) referem-se ao fungo entomopatogénico Massospora
cicadina Peck como um dos mais importantes agentes de controle biol6gico de cigarras do
cafeeiro. Esses autores verificaram que o ciclo desse fungo em cigarras tem inicio com a
infeccdo, pelo contato com esporos de repouso encontrados no solo, de ninfas méveis no
ultimo estagio, pouco antes de estas sairem do solo e se transformarem em ninfas imdveis. Ao
emergir e transformar em adulto, o inseto desenvolve uma massa conidial em poucos dias e
contamina outros adultos. As cigarras infestadas acima do solo por conidios desenvolvem
esporos de repouso, que sdo levados para o solo quando o inseto morre. O tempo necessario
para o desenvolvimento do fungo no inseto é de 6 a 15 dias.

Segundo White & Lloyd (1983), o fungo M. cicadina ndo invade o
torax ou cabeca, mas somente o abdome, nos escleritos terminais, que caem e expdem uma
massa de conidios infectivos. O inseto porém continua vivo e transmite a doenga ao voar entre
outros individuos durante o véo nupcial. As massas de conidios possuem coloracdo clara,
estrutura coesa e apenas alguns milhares de conidios se separam de cada vez. Ja os esporos de
repouso sao mais escuros e formam uma massa.

De acordo com Alves (1998), o fungo Massospora sp. € um dos
principais agentes de controle microbiano de cigarras. Esse fungo possui conidios alongados e
multinucleados (um a seis ndcleos) e esporos de resisténcia caracteristicos (zigosporos), com
superficie reticulada, formados a partir de corpos hifais no abdome do hospedeiro. Nas

cigarras, causa a chamada “gangrena seca”. Os clamidosporos podem sobreviver por até 17



anos. No Brasil, as principais espécies ja relatadas sdo Massospora spinosa Arnaudow,
Massospora dorisiana, Massospora carineta e Massospora diminuta.

Duke et al. (2002) realizaram um estudo de infectividade de esporos de
M. cicadina, concluindo que o fungo é patogénico para as espécies estudadas, Magicicada
septendecim (Linnaeus, 1758) e M. tredecassini (Alexander and Moore, 1962). Os esporos de
repouso sdo capazes de infectar apdés um ano de dorméncia. Estes estudos também
comprovaram uma maior infeccdo em machos da espécie M. septendecim, onde foram
produzidos 1,4x10° esporos de repouso/inseto, do que para fémeas.

Reis et al. (1984), observaram ninfas mdveis de cigarras no solo,
mortas e mumificadas, com o corpo recoberto por um fungo de coloracdo esverdeada,
principalmente na cabeca e apéndices. Esse fungo foi identificado como Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. Apds seu isolamento, o fungo foi multiplicado em laboratdrio,
sendo a suspensdo de conidios pulverizada em ninfas vivas, grandes, da espécie Q. gigas,
criadas em mudas de cafeeiros. Trinta dias ap0s a pulverizagdo estas se apresentavam mortas,
totalmente envolvidas pelo micelio e conidios do fungo.

Costa et al. (1993) pulverizaram 2,5 mL de uma suspensao de conidios
de M. anisopliae na concentracdo de 1x10’ conidios/mL (90 % viabilidade) em ninfas de
cigarra e obtiveram uma mortalidade de 21,1 %; quando acrescida de 6leo mineral (5 %), a
mortalidade chegou a 80,7 %.

2.4 Uso de Metarhizium anisopliae no controle de pragas

Diversos isolados de M. anisopliae vém sendo estudados para o
controle de insetos de varias ordens que atacam culturas de importancia econdmica.
M. anisopliae variedade anisopliae é o mais estudado devido a sua consideravel producéo de
destruxinas. Este patdgeno ocorre naturalmente sobre mais de 300 espécies de insetos das
diferentes ordens e pode ser um eficiente agente de controle biol6gico de insetos-praga
(Zimmermann, 1993; Alves et al., 1998).

Apesar dos primeiros estudos com fungos entomopatogénicos terem
sido iniciados em 1932, somente a partir de 1964 com a ocorréncia epizoética de M.

anisopliae sobre as cigarrinhas da cana-de-agcucar (Hemiptera: Cercopidae) € que esses
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patdgenos receberam mais atengdo dos pesquisadores. Mais de 50 % dos trabalhos de
patologia de insetos e controle microbiano publicados no Brasil sdo sobre fungos
entomopatogénicos, sendo 90 % desses desenvolvidos nas ultimas duas décadas (Tamai,
comunicacao pessoal).

Os primeiros trabalhos de controle de Mahanarva posticata
(Hemiptera: Cercopidae) com o fungo M. anisopliae foram realizados em 1969, sendo que a
partir de 1975 teve inicio a instalacdo de laboratorios setoriais para a producdo do fungo nas
usinas de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil (Marques et al., 1981). Em Pernambuco, as
areas foram tratadas com pulverizadores motorizados terrestres e pulverizacdo aérea, onde foi
observado que na aplicacdo aérea a mortalidade de ninfas e adultos foi superior a 80 %,
enquanto que nas aplicacOes terrestres foram registradas medias de mortalidade de ninfas de
30 a 40 % e para adultos de 20 a 30 % (Guagliumi, 1971; Guagliumi et al., 1974).

A utilizacdo de M. anisopliae para o controle das cigarrinhas da cana-
de-acicar no Nordeste vem trazendo resultados positivos. Sendo a cana uma cultura
semiperene e implantada em grandes areas, a aplicacdo continua de inseticidas quimicos,
como vinha sendo feita, poderia levar a um desequilibrio biolégico irreparavel nesse
agroecossistema.

No Estado de Alagoas, foram pulverizados com M. anisopliae cerca de
670.000 hectares infestados pela M. posticata. Além da reducdo de aproximadamente 72 %
nos indices de infestacdo da praga, proporcionada pela aplicacdo do fungo, outra grande
vantagem do programa de controle microbiano foi a conseqliente diminuicdo de emprego de
inseticidas quimicos (Marques,1992).

Existem atualmente dezenas de laboratdrios de producdo de M.
anisopliae dentro das usinas e um numero crescente de empresas que se estabeleceram no
mercado nos Ultimos anos, além do fornecimento em menor escala por centros de pesquisa e
universidades.

Além de todos os beneficios relacionados a reducdo de inseticidas
quimicos na cultura da cana-de-agucar, outro aspecto positivo do aumento do uso do fungo M.
anisopliae nos ultimos anos é seu efeito sobre Diatraea saccharalis (Fabr., 1794)
(Lepidoptera: Crambidae). A broca é suscetivel ao fungo M. anisopliae que coloniza

naturalmente cerca de 10 % das larvas nas condi¢Ges do Nordeste. O fungo é patogénico para
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todos os estagios de desenvolvimento da broca, sendo altamente eficiente para ovos de um a
dois dias de idade e larvas recém-eclodidas (Alves, 1986; Mendonga et al. 1996).

No periodo de 1990 a 1996, vérios trabalhos foram realizados e
comprovou-se a grande eficacia do fungo M. anisopliae no controle de cupins do género
Cornitermes (Isoptera: Termitidae) (Almeida,1994, Alves et al., 1995, Fernandes, 1991,
Neves, 1999).

Atualmente no Brasil o fungo M. anisopliae vem sendo utilizado no
controle de indmeras pragas da agricultura. Além da cigarrinha da cana-de-agUucar
M. posticata, citam-se as cigarrinhas das pastagens pertencentes aos géneros Deois e Zulia
(Hemiptera: Cercopidae), espécies de formigas do género Atta (Hymenoptera: Formicidae) e
cupins (Isoptera), entre outros (Alves 1998).

Roberts e Campbell (1977) afirmaram que M. anisopliae € mais
freqientemente isolado de insetos com habitos terrestres, sendo esta espécie de
entomopatdégeno muito promissora para o controle bioldgico, pois o solo é fisicamente
apropriado para o desenvolvimento do fungo devido a altas temperaturas, umidade e protecdo
da luz solar direta.

Sosa-Gomez & Moscardi (1998) testaram, sobre percevejos da soja
(Hemiptera: Pentatomidae), isolados de M. anisopliae e Beauveria. bassiana em condicdes de
campo e observaram que B. bassiana foi menos eficiente contra os percevejos do que M.
anisopliae.

Hanel (1982) testou 22 racas de cinco espécies de fungos
[Conidiobolus obscurus (Hall & Dunn), Entomophthora virulenta Hall & Dunn,
Entomophthora destruens Weiser & Batko, M. anisopliae e Absidia coerulea Bainier]. Os
critérios de selecdo foram infectividade nos operarios, ninfas e soldados de Nasutitermes
exitiosus (Hill., 1925) (Isoptera: Termitidae), crescimento e esporulacdo dos fungos em duas
faixas de temperatura (25-27 °C e 30-31 °C) e a durabilidade relativa dos estagios infectivos.
Somente M. anisopliae permitiu resultado satisfatério.

Fernandes (1991) estudou a patogenicidade de 4 isolados de
M. anisopliae, 5 isolados de B. bassiana e um isolado de Aspergillus sp. sobre cupins de
monticulo Cornitermes cumulans (Kollar, 1832) (Isoptera: Termitidae), inoculando-os atraves

de fragmentos de ninhos contaminados pela imersio em uma suspensio de 1,2x10°
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conidios/mL. Observou que o fungo M. anisopliae foi 0 mais virulento, seguido dos isolados
de B. bassiana, havendo diferengas de viruléncia entre os isolados da mesma espécie, o0 que
indica a existéncia de variacdo genética entre isolados da mesma espécie de fungo,
provenientes de locais diferentes e infestando insetos diferentes.

Atualmente, B. bassiana e M. anisopliae sdo também utilizados em
algumas areas do Centro-Oeste para o controle de Leptopharsa heveae Drake & Poor, 1935
(Hemiptera: Tingidae), com desempenho semelhante a do fungo Sporothrix insectorum (Hoog
& Evans) (Tanzini, 2002).

Estudos em campo revelam o grande potencial do fungo M. anisopliae
para controle do acaro rajado Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), do
tripes Frankliniella occidentalis (Pergande, 1895) (Thysanoptera: Thripidae) e da mosca
branca Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) em condicdes de cultivo
protegido (Lopes et al., 2000; Ramos et al., 2001; Alves et al., 1998).

Na Costa Rica o fungo M. anisopliae é a espécie mais utilizada,
figurando como uma das estratégias de controle, ndo quimica, mas difundida em diversas
culturas agricolas no pais. E usado principalmente para o controle das cigarrinhas Aeneolamia
postica Walker, 1858, A. albofasciata (Lallemand,), Prosapia bicincta (Say, 1830) e Prosapia
simulans (Walker, 1866), pragas de grande importancia em cana-de-agucar.

M. anisopliae é também utilizado, em menor escala, para o controle de
adultos e ninfas de gafanhotos, Schistocerca piceifrons Walker, 1870, Schistocerca centralis,
Schistocerca palens (Orthoptera: Acrididae) e Saccharosydne saccharivora (Westwood, 1833)
(Hemiptera: Delphacidae). Em outras culturas tais como café, olericolas e ornamentais em
estufa, para o controle de Collaria sp. (Hemiptera: Miridae), Tagosodes sp (Hemiptera:
Delphacidae)., Hipothenemus. hampei (Fabr., 1801) (Coleoptera: Scolytidae), Phyllophaga
sp., Strategus sp., Eutheola sp. (Coleoptera: Scarabaeidae), cupins e lagartas (Séenz et al.,
2002).

Em Cuba, a produgdo de M. anisopliae chegou a 140 toneladas no
periodo de 1993 a 1995, sendo este utilizado para o controle de pragas de grandes culturas, tais

como arroz, banana, cana-de-agucar, citros, forrageiras e pastagem (Pérez & Vasquez, 2001).
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2.5 Compatibilidade de produtos fitossanitarios de origem quimica com fungos

entomopatogénicos

Com a integracdo dos métodos de controle de pragas, intensificam-se
os estudos que visam avaliar os efeitos da associacdo de entomopatogenos com defensivos
quimicos. Essa pratica reveste-se como alternativa para, de uma forma racional, diminuir o
impacto que o abusivo uso de inseticidas possa causar no meio ambiente. Como primeiro
passo para se avaliar a possibilidade de utilizagdo de agentes microbianos em misturas com
defensivos quimicos, tornam-se necessarias pesquisas sobre a compatibilidade entre eles
(Batista Filho et al., 1987).

A conservacdo e a utilizacdo de agentes de controle bioldgico dentro
dos agroecossistemas € uma das principais estratégias adotadas no manejo integrado de
pragas. Em ambos os casos deve-se conhecer a acdo dos produtos fitossanitarios de origem
quimica sobre o inimigo natural e a partir dai determinar sua seletividade/compatibilidade
(Batista Filho et al., 2003).

A acdo dos produtos fitossanitarios sobre entomopatdgenos pode variar
desde a inibi¢do do crescimento vegetativo e da conidiogénese até a ocorréncia de mutagdes
genéticas alterando sua viruléncia (Alves at al., 1998).

Diversos trabalhos tém contribuido para auxiliar na escolha do
defensivo quimico que menos afete o desenvolvimento dos entomopatdgenos, permitindo a
manutencdo de fontes de indculo, indispensaveis para o desencadeamento de epizootias
(Ramaraje et al., 1967; Moino Jr & Alves 1998).

Nesse aspecto, em nossas condi¢des, o fungo M. anisopliae tem sido
muito estudado, principalmente em funcdo de sua utilizacdo em larga escala para o controle
das cigarrinhas da cana-de-agUcar e das pastagens. Pesquisadores preocupados com a possivel
interferéncia de tratos culturais (capina quimica, controle quimico de doengas e pragas etc.)
testaram alguns produtos utilizados nessas culturas com o referido microrganismo.

Segundo Camargo (1983), o desenvolvimento do fungo
entomopatogénico M. anisopliae, “in vitro”, € inibido por diferentes concentracbes de
inseticidas piretroides. A maior acdo inibidora € mostrada pelo Decis CE 2,5, sendo menos

afetado pelo Ripcord CE 40 e, moderadamente, por Belmark CE 30 e Talcord CE 40.



14

Alves (1986) apresenta Vvérias tabelas de compatibilidade, envolvendo
diferentes fungos entomopatogénicos e inseticidas quimicos. Para M. anisopliae, os produtos
mais compativeis foram Dimetoato SC, Phosdrin CE, Folimat CE, Ambush CE, sendo que
Unden CE, Thiobel PS e Mipcin P causaram dréastica inibicdo do patégeno. No caso de
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., os mais compativeis foram Dimetoato SC, Phosdrin CE,
Folimat CE e Ambush CE, sendo que os mais prejudiciais foram Diazinon CE, Fosvan CE,
Thiodan CE, Lannate PM e Super Rhodiatox CE. Para o fungo Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson, a maioria dos inseticidas testados mostraram-se compativeis, entre os quais Orthene
PM, Dimilin CE e Vydate PM.

O efeito de imidacloprid e fipronil sobre B. bassiana e M. anisopliae
foram estudados por Moino Jr & Alves (1998), os quais concluiram que fipronil influencia
tanto o crescimento vegetativo quanto a esporulacdo de B. bassiana, enquanto que M.
anisopliae apresentou uma diminui¢do no crescimento vegetativo, mas ndo teve diferenca com
relacdo a esporulacdo. No caso dos produtos imidacloprid e fipronil, mesmo havendo
diferencas médias de até cerca de 30 % no crescimento vegetativo e conidiogénese de B.
bassiana e M. anisopliae, pode-se considerar as duas formulagcdes como compativeis com
esses entomopatdgenos, quando utilizados nas concentragdes médias recomendadas ou em
concentracbes subletais. Por outro lado, Batista Filho et al. (2001) observaram que
imidacloprid e fipronil variaram de moderadamente tdxico a incompativel, tanto em
concentracBes maximas como minimas, para B. bassiana e M. anisopliae. Esses inseticidas,
independentes da concentracdo, foram classificados como compativeis para o fungo
entomopatogénico S. insectorum.

Trabalho recente de compatibilidade de uma formulacdo de endosulfan
demonstrou incompatibilidade com B. bassiana na cultura do café, assim como fungicidas
cupricos utilizados para o controle de ferrugem do cafeeiro em testes “in vitro” e em campo.
Porém, a utilizacdo de inseticidas/fungicidas sisttmicos como a mistura triadimenol +
dissulfoton, aplicados diretamente no solo, ndo afetou o controle biol6gico com esse fungo
(Alves et al., 1998).

Batista Filho et al. (2001) estudaram a compatibilidade de diversas
formulagbes comerciais de inseticidas sobre microrganismos entomopatogénicos, em

condicOes de laboratorio e campo, verificando que o thiametoxam foi compativel com B.
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bassiana, M. anisopliae, Verticilium lecanii (Zimm.) e Bacillus thuringiensis (Berliner).
Porém, o endosulfan foi incompativel para todos os microrganismos estudados, assim como
monocrotophos, deltametrina, fipronil e carbosulfan, nas condigdes de laboratdrio, ressaltando
a importancia de estudos dessa natureza para a conservacdo de microrganismos
entomopatogénicos.

Os produtos fitossanitarios de origem quimica também podem agir de
maneira positiva em combinagdes com entomopatogenos. Em doses subletais eles interagem
causando ou ativando doencas infecciosas pelo “stress”, tornando 0s insetos mais suscetiveis a
acao das toxinas microbianas (Chen et al.,1974). Um efeito similar foi observado por Mc
Gaughey (1975).

A interacdo entre B. bassiana e dleo mineral foi avaliada por Batista
Filho et al. (1995) com o objetivo de controlar a broca da banana, Cosmopolites sordidus
(Germar, 1824) (Coleoptera: Curculionidae). Os autores observaram um efeito aditivo da
combinacdo, que causou 98 % de mortalidade de adultos, comparada a 70 % causada pelo
fungo isoladamente e 33 % apenas pelo 6leo mineral. Alves (1998) apresenta uma tabela
mostrando que muitas combinagdes de inseticidas com entomopatdgenos apresentaram efeito
aditivo.

Deve-se ressaltar que os testes realizados com produtos fitossanitarios
(quimicos) e entomopatégenos normalmente sdo conduzidos em laboratério, onde as
condicBes sdo extremas, ao contrario das condi¢cdes de campo, onde o tempo de exposi¢do do

agente microbiano é bem menor. (Batista Filho et al.,1987).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Determinacdo da concentracdo de Metarhizium anisopliae para os testes de

selecéo de isolados

O isolado de M. anisopliae utilizado foi o IBCB 348, proveniente da
colecdo de entomopatégenos “Oldemar Cardin Abreu”, do Laboratério de Controle Bioldgico
do Instituto Bioldgico. Encontram-se armazenados em “freezer” a —-12 °C, na forma de
conidios puros, acondicionados em “eppendorfs”.

Inicialmente o fungo foi repicado em placas de Petri contendo 0 meio
de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) previamente autoclavado a 120 °C por 20 minutos. As
placas foram entdo mantidas, durante 7 dias, em camara para germinacdo tipo B.O.D
“Biological Oxygen Demand” com temperatura e fotofase controlados (26 °C e 12 horas,
respectivamente). Apos a esporulacdo foi realizada a raspagem das placas para extracdo dos
conidios e preparo das suspensdes.

Ninfas de Fidicinoides pronoe foram coletadas em uma plantacdo
comercial de café severamente infestada pela praga, localizada na cidade de Monte Alegre do
Sul, Estado de Sdo Paulo. As cigarras coletadas foram transportadas para o laboratério em
caixas de isopor contendo solo retirado da propria cultura. No laboratério, as ninfas foram
transferidas para placas de Petri (20 cm de didmetro) em numero de 1 ninfa/placa, sendo que

cada placa representava uma repeticao.
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Os tratamentos consistiram de 5 concentracfes de M anisopliae
(1x107, 5x10°, 1x108, 5x10° e 1x10° conidios viaveis/mL), além da testemunha, que recebeu
apenas agua destilada estéril. Cada placa foi pulverizada com 1,0 mL da suspensdo de seus
respectivos tratamentos utilizando uma torre de Potter. Ap6s a pulverizacgdo, os insetos foram
individualizados em tubetes contendo muda de café para alimentacdo das ninfas e mantidas
em ambiente controlado (60 % UR, 25 °C e fotofase de 12 horas). Para cada tratamento foram
utilizadas 13 repeticdes.

As avaliacbes foram realizadas diariamente, atraves da retirada da
muda de café, anotando-se 0 nimero de insetos mortos e vivos. Os individuos mortos foram
desinfestados em alcool 70 % e lavados posteriormente em &gua destilada estéril. Em seguida,
os cadaveres foram transferidos para o interior de placas de Petri fechadas, contendo papel
umido, para favorecer a ocorréncia da conidiogénese do fungo sobre os cadaveres e assim
comprovar a morte pelo entomopat6geno.

Para a determinacdo da concentracdo CLg, foi realizada a analise de

Probit, empregando-se valores obtidos 3 dias apos a pulverizagdo do fungo.
3.2 Selecdo de isolados de Metarhizium anisopliae

Foram utilizados 9 isolados no ensaio (Tabela 1).

Para multiplicagdo dos isolados foram empregadas as mesmas técnicas
descritas no item anterior. A concentragdo utilizada foi aquela determinada no item 3.1.

Grupos de 13 ninfas, coletadas em campo, foram colocadas em placas
de Petri (20 cm de didmetro) e com o auxilio de uma torre de Potter foi pulverizado 1 mL da
suspensao fungica de cada isolado por placa. Para cada tratamento, representado pelo isolado,
foram utilizadas 13 repeticGes, sendo considerada cada ninfa uma repeticdo. Apls a
pulverizagdo, os insetos foram individualizados em tubetes contendo muda de café para a
alimentagdo das ninfas e transferidos para ambiente com temperatura, umidade relativa e
fotoperiodo controlados (26 °C, 60 % UR e 12 horas).

A avaliacdo foi realizada diariamente, retirando-se as ninfas mortas, as
quais foram lavadas com agua corrente e colocadas em cadmara Umida para comprovacdo da

morte pelo fungo.
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Tabela 1. Identificagdo, hospedeiro e procedéncia de 9 isolados de Metarhizium anisopliae

utilizados nos bioensaios com Fidicinoides pronoe.

Isolado Hospedeiro Procedéncia
IBCB 410 Amostra de solo Iporanga -SP
IBCB 425 Amostra de solo Iporanga -SP
IBCB 482 Amostra de solo Campinas -SP
IBCB 348 Mahanarva fimbriolata Sertdozinho -SP
EQ Mahanarva posticata Embrapa

1037 percevejo Parana

IBCB 10 Cercopidae (Hemiptera) Aracatuba -SP
IBCB 411 Amostra de solo Iporanga -SP
SPL 358 Anthonomus grandis (Coleoptera)  Piracicaba -SP

IBCB - Instituto Bioldgico
E 9 — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
1037 — Escola Superior Agricola “Luiz de Queiroz”

SPL - Planalsucar

3.3 Compatibilidade de Metarhizium anisopliae com inseticidas quimicos

Foi avaliado o efeito, “in vitro”, de produtos fitossanitarios, fungicidas,
inseticidas e herbicidas, utilizados na cultura do café sobre M. anisopliae (IBCB 348),
verificando-se o crescimento vegetativo, a conidiogénese e a viabilidade do fungo na presenca
ou ndo dos produtos analisados.

A adicdo dos produtos fitossanitarios (Tabela 2) em 100 mL de meio
de cultura (BDA) autoclavado a 120°C foi feita nas concentracbes maxima e minima
recomendadas pelo fabricante (proporcionalmente ao volume do meio) com o meio ainda

liquido, a uma temperatura proxima de 45 °C. Em seguida, o meio foi vertido em placas de
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Petri (9 cm de diametro), devidamente esterilizadas, sendo a inoculacdo do fungo realizada

apos sua solidificacao.

Tabela 2. Produtos fitossanitarios utilizados nos teste de compatibilidade

Produtos Classe Conc. Méx Conc. Min
Cyproconazole + Thiamethoxam - (Verdadero) | 20.000 g/ha 15.000 g/ha
Fipronil 800 WG (Regent) | 500 g/ha 250 g/ha
Fipronil 20 G - (Regent) I 20.000 g/ha 1.5000 g/ha
Thiamethoxam - (Actara) I 1.000 g/ha 300 g/ha
Terbufos - (Counter) I 15.000 g/ha 10.000 g/ha
Aldicarb - (Temik) | 13.000 g/ha 10.000 g/ha
Diuron - (Karmex) H 4.000 g/ha 2.000 g/ha
Dimetilamina - (DMA) H 3,5 L/ha 2L/ ha
Azoxistrobina 500 W G - (Amistar) F Dose Unica 500 g/ha
Thiabendazole - (Tecto) F 1.500 g/ha 35 g/ha
Hidroxido de cobre - (Garant) F 5.000 g/ha 3.000 g/ha
Benomyl - (Benlate) F Dose Unica 1.000 g/ha
Oxicloreto de cobre - (Recop) F 5.000 g/ha 2.000 g/ha
Tebuconazole - (Folicur) F Dose Unica 0,1L/ha
Cyproconazole - (Alto 100) F Dose Unica 0,2 L/ ha
Mancozeb - (Mancozeb) F 5.000 g/ha 3.500 g/ha

I- inseticida, H —herbicida, F - fungicida



O fungo foi inoculado nas placas contendo os produtos fitossanitarios e
com um tratamento sem adicdo dos produtos (testemunha), totalizando 28 tratamentos. Foram
preparadas 3 placas por tratamento, sendo a inoculagédo realizada por meio de uma alca de
platina, em trés pontos equidistantes por placa, totalizando 9 col6nias de fungo.

As etapas de adi¢do dos produtos fitossanitarios até a inoculacdo do
fungo foram realizadas em camara de fluxo laminar.

Apos a inoculacdo do fungo, as placas foram mantidas em cdmaras do
tipo BOD para promover o desenvolvimento do patégeno sob condic¢des controladas (25° C e
fotofase de 12 horas) por 12 dias. ApGs esse periodo, foi realizada a medi¢do do didmetro das
coldnias (crescimento vegetativo) em dois sentidos ortogonais, obtendo-se a média de
crescimento. Em seguida, com o auxilio de um bisturi, essas colénias foram recortadas das
placas e transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de agua destilada esterilizada
acrescida de Tween 80. A suspensdo foi agitada em um agitador elétrico de tubos para
promover a desagregacdo dos conidios. Por fim, foram feitas as diluicGes necessarias para a
contagem do numero de conidios em microscopio 6tico com o auxilio de uma cdmara de
Neubauer (400 x de aumento).

Parte desse material também foi examinada quanto a viabilidade dos
conidios, através da inoculacdo das suspensdes fungicas em placas de Petri contendo B.D.A. e
incubagéo por 15 horas a 25 °C e 12 horas de fotofase.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As médias
do tamanho da colbnia, o nidmero e a viabilidade dos conidios dos tratamentos foram
submetidos a anélise de variancia com teste F e teste de Tukey a 5 % para comparacéo entre
médias. Alem disso, os dados foram padronizados pela classificacdo desenvolvida por Alves et
al. (1998), baseado nos valores medios em porcentagem de esporulacdo e crescimento
vegetativo das col6nias dos fungos, aplicando-se a férmula:

_ 20[CV]+80[ESP]
100

T

Onde:

- T é o valor corrigido do crescimento vegetativo e reprodutivo para classificacdo do produto;
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- CV é a porcentagem de crescimento vegetativo com relagéo a testemunha;

- ESP é a porcentagem de esporulacdo com relacéo a testemunha.

Os valores de T para classificacdo do efeito de produtos quimicos

sobre fungos encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de T para classificagdo do efeito de produtos quimicos sobre fungos.

Valorde T Classificagdo do Produto
0a30 Incompativel
3la45 Téxico
46 a 60 Moderadamente Toxico

> 60 Compativel




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinagdo da concentracdo de Metarhizium anisopliae para os testes de
selecdo de isolados

Através da analise de Probit ficou determinado que, para causar a
morte de 90% da populacéo de cigarras, a concentraco utilizada seria de 3,3x10%conidio/mL.
Este valor foi ajustado para 5x10%conidio/mL, matando 92,3 % no 3° dia ap6s a aplicacdo do
fungo. A mortalidade para os outros tratamentos foi de 23,1, 38,5 e 61,5 %, respectivamente
para as concentragdes 1x10°, 5x10° e 1x10°onidios/mL. Apenas o tratamento
1x10°conidios/mL apresentou mortalidade de 100 % apés o 3° dia de aplicacdo (Figura 1).

Takada (2002), ao testar algumas concentragcdes de M. anisopliae para
o0 gorgulho do arroz, Oryzophagus oryzae (Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae), obteve
uma DLgo utilizando a concentracéo 1,39x10° conidios/mL; no entanto, esta mortalidade s6 foi
observada no 10° dia ap6s a aplicacéo.

Por outro lado, Loureiro (2004) obteve mortalidade de 50 % utilizando
1 mL de uma suspensdo do fungo M. anisopliae contendo 1,2x10” conidios/mL para
Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae). Neste trabalho foi constatada
mortalidade para as cigarras a partir do 2° dia apds a aplicacdo, com aumento da eficiéncia até

o 7° dia, quando a mortalidade se estabilizou.
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Figura 1. Mortalidade (%) de Fidicinoides pronoe apds aplicagdo de diferentes concentraces

de Metarhizium anisopliae, calculado pela analise de Probit.

4.2 Selecéo de isolados de Metarhizium anisopliae

Todos os isolados de M. anisopliae testados em cigarras do café foram
patogénicos. Entretanto, no primeiro experimento a mortalidade confirmada causada pelo
patégeno foi de 50 %, exceto para os isolados IBCB 348 e IBCB 410, os quais foram
responsaveis por 60 % da mortalidade (Tabela 4). Loureiro (2004), em experimentos
realizados com cigarrinha da cana-de-acucar, M. fimbriolata, observou uma mortalidade entre
100 e 70 % apds 6 dias da pulverizacdo para os isolados IBCB 348 e IBCB 410,

respectivamente.
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Macedo et al. 2003 obtiveram resultados satisfatorios com o isolado
IBCB 348 apos 5 dias da aplicagdo, quando estudaram a eficiéncia de 22 isolados de M.
anisopliae para cigarrinha da raiz da cana-de-agucar.

Tamai (2002) também observou uma mortalidade acima de 90 % ao
acaro T. urticae, ap6s 5 dias da pulverizacdo, em condicdes de laboratorio, quando utilizou o
isolado IBCB 348.

O exame da tabela permite ainda observar que os isolados IBCB 348 e
IBCB 410 provocaram elevada mortalidade em menor tempo (5 dias) quando comparado aos
demais isolados, evidenciando sua agdo mais rapida.

Takada (2002), ao estudar o efeito do isolado E 9 de M. anisopliae
sobre B. tabaci, observou que a mortalidade do inseto foi maior entre o 3° e 5° dia, enquanto
para C. cumulans o pico de mortalidade ocorreu no 3° dia. No presente trabalho a mortalidade
de Fidicina sp. ocorreu entre o 5° e 10° dia, evidenciando uma aparente resisténcia do inseto
mesmo quando comprovada a eficiéncia do fungo.

O isolado IBCB 348 foi utilizado como padrdo nos experimentos de
selecdo por causar alta mortalidade em experimentos com cigarrinha da cana-de-agUcar, M.
fimbriolata, como observado por Loureiro, 2004, que obteve até 100 % de mortalidade com

este isolado. Cada isolado foi comparado com os resultados obtidos pelo padréo.

Tabela 4. Porcentagem de mortalidade confirmada de cigarras aos 5 e 10 dias apds a

aplicacdo de diferentes isolados de Metarhizium anisopliae.

Dias ap0s a aplicacao

Isolado 5 Dias 10 Dias Total
IBCB 348 60% 0% 60%
IBCB 425 40% 10% 50%
IBCB 482 30% 20% 50%
IBCB 410 60% 0% 60%

Testemunha 0 0 0
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No segundo experimento, o isolado IBCB 348 causou mortalidade de

60 %, estando este valor préximo aos outros isolados testados (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de mortalidade confirmada de Fidicinoides pronoe aos 5 e 10 dias

apos a aplicacdo de diferentes isolados de Metarhizium anisopliae.

Dias ap0s a aplicacao

Isolados 5 Dias 10 Dias Total
E9 50% 10% 60%
1037 60% 10% 70%
SPL 358 60% 0% 60%
IBCB 10 40% 10% 50%
IBCB 348 50% 10% 60%
IBCB 411 60% 0% 60%
Testemunha 0% 0% 0%

A mortalidade causada pelo isolado IBCB 425 foi a mesma encontrada
por Loureiro (2004), que teve resultados acima de 70% para controle de M. fimbriolata.

Em ambos os experimentos a mortalidade foi maior nos 5 primeiros
dias. A partir do 6° dia a taxa de mortalidade caiu, chegando a zero para alguns isolados como
IBCB 348, IBCB 411 e SPL 358 (Tabelas 4 e 5).

Neves (1998) testou diferentes isolados de M. anisopliae para C.
cumulans, entre eles 1037 e E 9. As mortalidades obtidas foram 55,7 e 84,4 %
respectivamente, ao contrario dos resultados encontrados no presente trabalho, segundo os
quais ocorreu uma maior mortalidade (70 %) para o isolado 1037 quando aplicado em cigarras
do cafeeiro. Entretanto, os testes com M. fimbriolata, apesar de apresentarem uma mortalidade

total alta, apresentavam mortalidade confirmada muito baixa (Loureiro,2004).
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Para outras espécies de insetos, de uma maneira geral, os isolados E 9
e 0 ESALQ 1037 foram altamente virulentos a ninfas de mosca branca (Ramos, 2001) e para o
acaro rajado T. urticae (Tamai, 2002).

Lopes et al. (2002) também observaram bons resultados com o isolado
ESALQ 1037, causando 80 % de mortalidade as ninfas de M. fimbriolata ap6s 15 dias de
aplicacao.

O periodo que os fungos entomopatogénicos levam para provocar a
morte de uma determinada espécie (tempo médio de incubacao) varia em fungéo de diversos
fatores, dentre eles a espécie do hospedeiro, estagio de desenvolvimento, dentro de uma
mesma familia, etc.

Para insetos sociais como cupins e formigas o efeito rapido do
inseticida (quimico ou biologico) ndo € uma caracteristica desejada pois estes insetos
apresentam comportamento de protecdo de col6nia que envolve o isolamento dos individuos
doentes do restante da coldnia, impedindo desta forma a transmissdo e disseminacdo do
inseticida entre os individuos sadios (Almeida & Alves, 1996, Gallo et al. 2002).

A variacdo de viruléncia apresentada pelos isolados de M. anisopliae
sobre a cigarra Fidicinoides pronoe constitui um indicativo da ocorréncia natural de
variabilidade genética intraespecifica. O uso de analises bioquimicas e marcadores
moleculares no estudo dos fatores que afetam a variabilidade genética de fungos
entomopatogénicos, tanto inter quanto intraespecifica, principalmente em rela¢do a produgdo e
atividade extracelular de enzimas hidroliticas, foram discutidas por Bidochka &
Khachatourians (1990), Boucias et al. (1982, 1988), St. Leger et al. (1987) e St. Leger et al.
(1991, 1992). Estes autores demonstraram que a expressdo de variabilidade na viruléncia dos
fungos entomopatogénicos esta diretamente relacionada com a composi¢cdo quimica da
cuticula e os processos bioquimicos necessarios para a formagdo do tubo germinativo e

consequentemente colonizacgdo do hospedeiro.
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4.3 Compatibilidade de Metarhizium anisopliae com produtos fitossanitarios de
origem quimica

A maioria dos produtos fungicidas avaliados prejudicou, de alguma
forma, o desenvolvimento do fungo, seja no periodo de crescimento vegetativo ou na época da
esporulacédo, sendo portanto classificados como toxico ou incompativel (Tabelas 6 e 7).

Alves (1978) verificou o efeito fungitdxico de oxicloreto de cobre para
M. anisopliae e concluiu que este favorece o desenvolvimento do fungo em relagdo ao
diametro das col6nias quando comparado a testemunha.

O fungicida oxicloreto de cobre, nas duas doses utilizadas, foi
diferente estatisticamente da testemunha, obtendo maior nimero de conidios. Em relacdo ao
crescimento vegetativo, esse mesmo fungicida diferiu estatisticamente da testemunha, tendo
um crescimento radial inferior. Moino Jr. et al. (1989) avaliaram a acdo de produtos
fitossanitarios utilizados na cultura do citros sobre os fungos entomopatogénicos V. lecanii, B.
bassiana e M. anisopliae, sendo que, em alguns tratamentos, houve diminuicdo do diametro
médio das colbnias, sem alteracdo no numero de conidios produzidos, fato que pode ser
explicado pela presenca de substancias que estimularam a esporulacdo dos entomopatdgenos.

O oxicloreto de cobre mostrou-se altamente compativel estimulando a
esporulacdo do fungo (Tabela 6).

Thiabendazole, na dosagem minima, e hidroxido de cobre, na dosagem
méxima, ndo diferiram da testemunha em relacdo a esporulacdo; no entanto, thiabendazole
(dose méaxima), benomyl, tebuconazole, cyproconazole e mancozeb (em ambas as doses) ndo
diferiram estatisticamente entre si, mas diferiram da testemunha, apresentando uma reducéo
quando considerada a producdo de conidios. Thiabendazole, na dosagem menor, apresentou
alta viabilidade, ndo diferenciando da testemunha (Tabela 6).

O fungicida hidroxido de cobre, na menor dosagem, reduziu a
esporulacdo e o crescimento em M. anisopliae; no entanto ndo prejudicou a viabilidade
(Tabela 6).



Tabela 6. Crescimento vegetativo, esporulagdo e viabilidade de Metarhizium anisopliae, em meio de cultura com produtos

fitossanitarios nas concentra¢des maxima e minima recomendadas.

Tratamentos Dose Classe Esporulacdo (x 10°) Crescimento Vegetativo (cm?)  Viabilidade
Testemunha 526+0,96 cd 39,3+214a 91,16 a
Thiabendazole (tecto) 1,5 kg/ha fungicida 0,01 +0,01 g 2,46 £ 0,74 i 0
Thiabendazole (tecto) 0,035 kg/ha fungicida 410+0,49 de 9,68+1,30 h 96,5 a
Benomy!l (benlate) 1 kg/ha fungicida 0,0 g 0,0 k 0
Tebuconazole (folicur) 0,1 mL/ha fungicida 0,0 g 0,0 k 0
Cyproconazole (alto 100) 0,2mL/ha fungicida 0,0 g 0,0 k 0
Oxicloreto de cobre (recop) 5 kg/ha fungicida 152+ 454 a 253+2,09 cde 68 a
Oxicloreto de cobre (recop) 2 kg/ha fungicida 10,5+ 1,64 ab 255+1,30 cde 86,83 a
Hidréxido de cobre (garant) 5 kg/ha fungicida 3,38+0,75  def 26,1+0,49 bed 96,16 a
Hidréxido de cobre (garant) 3 kg/ha fungicida 1,76 £ 0,32 efg 31,5+1,68 b 93,16a
Mancozeb (mancozeb) 5 kg/ha fungicida 0,0 g 0,0 k 0
Mancozeb (mancozeb) 3,5 kg/ha fungicida 0,0 g 0,0 k 0
Azoxistrobinab 500WG (amistar) 0,5 kg/ha fungicida 0,00 + 0,00 g 16,8+ 1,21 g 0
Diuron (karmex) 4 kg/ha herbicida 0,00 + 0,00 g 0,45+0,01 jk 0
Diuron (karmex) 2 kg/ha herbicida 0,00 + 0,00 g 1,62 +£1,04 ij 0

8¢



Tratamentos Dose Classe Esporulagdo (x 10°) Crescimento Vegetativo (cm?)  Viabilidade
Dimitilamina (DMA) 3,5 mL/ha herbicida 0,0 g 0,0 k 0
Dimitilamina (DMA) 2,0 mL/ha herbicida 0,0 g 0,0 k 0
Fipronil 800WG (regent) 0,5 kg/ha inseticida 0,04 £0,01 g 18,8 + 0,50 fgh 96,5a
Fipronil 800WG (regent) 0,250 kg/ha inseticida 0,12 + 0,03 g 222+1,03  def 745a
Aldicarb (temik) 13 kg/ha inseticida 1,40 +0,28 fg 23,1+1,27 cde 733 b
Aldicarb (temik) 10 kg/ha inseticida 2,13+0,36 efg 275+0,72 bc 0
Thiamethoxam (actara) 1 kg/ha inseticida 474+101 cd 18,1+0,72 gh 76,16 a
Thiamethoxam (actara) 0,3 kg/ha inseticida 7,82+1,64 bc 212+123 efg 93,5a
Thiamethoxam + Cyproconazole 20 kg/ha Insetic./fungic. 0,0 g 0,0 k 0
Thiamethoxam + Cyproconazole 15 kg/ha Insetic./fungic. 0,0 g 0,0 k 0
Fipronil 20G (regent) 20 kg/ha inseticida 0,0 g 0,0 k 0
Fipronil 20G (regent) 1,5 kg/ha inseticida 0,0 g 0,0 k 0
Tebufds 150G (counter) 15 kg/ha inseticida 0,0 g 0,0 k 0
Terbufés 150G (counter) 10 kg/ha inseticida 0,0 g 0,0 k 0
CV (%) 12 % 14

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5 %. Dados transformados na anélise por log x + 10.

6¢
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Tabela 7. Classificacdo de defensivos quimicos quanto a compatibilidade “in vitro” sobre
o fungo Metarhizium anisopliae, baseado no valor corrigido das porcentagens

de crescimento vegetativo e esporulacdo (T).

Tratamentos Valorde T Classificacdo do

produto
Thiabendazole (max.) 3,1 I
Thiabendazole (min.) 66,8 C
Benomyl 0,0 I
Tebuconazole 0,0 I
Cyproconazole 0,0 |
Oxicloreto de cobre (max.) 81,3 C
Oxicloreto de cobre (min.) 129,7 C
Hidroxido de cobre (max.) 42,2 T
Hidroxido de cobre (min.) 419 T
Mancozeb (max.) 0,0 I
Mancozeb (min.) 0,0 I
Diuron (méax.) 1,0 I
Diuron (min.) 2,0 I
Dimitilamina (max.) 0,0 |
Dimitilamina (min.) 0,0 I
Fipronil 800WG (méx.) 33,0 T
Fipronil 800WG (min.) 46,4 MT
Aldicarb (Max.) 10,2 |
Aldicarb (min.) 12,8 I
Thiamethoxam (min.) 2440 C

Thiamethoxam (max.) 1739 C




Classificacdo do

Tratamentos Valorde T produto
Amista 500WG 8,6 |
Thiamethoxam + Cyproconazole (méax.) 0,0 I
Thiamethoxam + Cyproconazole (min.) 0,0 I
Fipronil 20G (méax.) 0,0 I
Fipronil 20G (min.) 0,0 I
Tebufos 150G (max.) 0,0 I
Terbufds 150G (min.) 0,0 I

C - Compativel, MT - Moderadamente tdxico, T - Toxico, | - Incompativel
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Fipronil 800 WG, nas duas doses testadas, afetou tanto o
crescimento quanto a esporulacdo do fungo; por outro lado, a viabilidade ndo foi afetada.
No entanto, fipronil 20G afetou todas as fases do fungo testados no experimento (Tabela 6
e 7). Segundo Loureiro (2001), a inibicdo do crescimento vegetativo ndo € necessariamente
um indicador da reducéo na esporulacdo ou da viabilidade conidial e vice-versa.

Hall e Dunn (1959) avaliaram o fungicida mancozeb, utilizado em
cultivos de crisantemo, concluindo que este é toxico para os fungos Hyphomycetes. Esses
autores testaram este fungicida para 5 espécies de fungos da ordem Entomophthorales,
onde apenas em uma espécie ndo houve inibigdo do crescimento pelo fungicida.

Quando se aplicou a férmula de T, observou-se que o fungicida
oxicloreto de cobre, que foi superior a testemunha, também mostrou-se compativel com M.
anisopliae, da mesma forma que thiabendazole na menor dose (Tabela 7).

Pela tabela 6 observa-se, também, que os fungicidas classificados
como muito toéxicos ndo permitiram producdo de conidios e crescimento vegetativo, com
excec¢do de thiabendazole na dose maxima, que apresentou crescimento vegetativo.

A superioridade de oxicloreto de cobre, nas duas doses, em relacdo
a esporulagdo da testemunha pode ser explicada pela hipdtese de que o microrganismo ao
metabolizar os principios toxicos do ingrediente ativo, num mecanismo de resisténcia
fisiologica, provoque a liberacdo no substrato (meio) de moléculas que possam utilizar
como nutrientes secundarios, promovendo Sseu crescimento vegetativo e conidiogénese
(Moino Jr. e Alves, 1998). Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Alves,
1978, onde oxicloreto de cobre teve acdo benéfica ao desenvolvimento do fungo. Outra
possibilidade é que o fungo utilize todo o seu esfor¢o reprodutivo em presenca de um
principio toxico que altere seu ambiente, prejudicando o seu desenvolvimento, resultando
assim, em maiores niveis de crescimento vegetativo e conidiogénese (Moino Jr. e Alves,
1998).

Todos o0s herbicidas nas doses testadas atuaram sobre o
desenvolvimento do fungo diferenciando significativamente da testemunha. Estes ainda
foram classificados como muito toxicos, afetando o crescimento vegetativo e a esporulacao
(Tabela 6 e 7). Resultados diferentes foram obtidos por Li & Holdom (1994). Estes autores

observaram que o herbicida 2,4 D-amine ndo afetou 5 isolados de M. anisopliae. No
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entanto, diuron, em ambas as doses, reduziu significativamente o crescimento e esporulacéo
destes isolados, como foi observado no presente trabalho.

Verificou-se que resultados semelhantes ao obtido no presente
trabalho com relacdo a 2,4 D amina, foram também observados por Carneiro (1981) e
Alves et al. (1978) que obtiveram um efeito letal deste herbicida sobre M. anisopliae. Alves
et al. (1998), ao realizar trabalhos de compatibilidade, observaram que 2,4 D-amina foi
muito tdxico ao fungo B. bassiana.

O inseticida thiamethoxam, nas duas dosagens, ndo foi diferente da
testemunha quando se comparou a esporulacdo, enquanto que os demais inseticidas foram
estatisticamente diferentes, apresentando esporulacdo menor (Tabela 6). Thiamethoxam foi
entdo considerado compativel com M. anisopliae. Resultados semelhantes foram
encontrados por Batista Filho et al. (2001) e Almeida et al. (2003). Esses autores
observaram que thiametoxam foi compativel com diversas espécies de microrganismos
entomopatogénicos, entre os quais o fungo M. anisopliae.

Paido (2000), verificando a compatibilidade de carrapaticidas com
isolados de M. anisopliae e B. bassiana, concluiu que a viabilidade foi 0 parametro menos
prejudicado pelos quimicos.

Neves et al. (2000) estudou “in vitro” 3 dosagens do thiametoxam
sobre o fungo entomopatogénico M. anisopliae, avaliando o efeito sobre germinagdo dos
conidios, crescimento vegetativo e conidiogénese. As concentracdes e formulagdes testadas
foram compativeis com o entomopatdgeno.

Os demais inseticidas foram considerados muito toxicos, com
excecdo de fipronil 800 WG na dose maxima (incompativel) e fipronil 800 WG na dose
minima (moderadamente toxico), afetando assim o crescimento vegetativo e a esporulacao
de M. anisopliae. O mesmo resultado foi observado por Batista Filho et al., 2001. Fipronil
tem se mostrado compativel com outras especies de microrganismos entomopatogénicos
(Alves, 1998).

Neves et al. (2001) também verificaram que thiamethoxam foi
compativel, mesmo havendo diminuicdo da esporulacdo na menor dose utilizada por eles.

Na maior dose o efeito ndo foi observado.
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Um modelo de classificacdo de produtos quimicos quanto a
toxicidade sobre fungos entomopatogénicos foi desenvolvido por Alves et al. (1998). Esse
sistema baseia-se em valores médios de porcentagem de conidiogénese e crescimento
vegetativo das coldnias dos fungos, para testes ““in vitro” realizados em meio de cultura
solido. O indice considera a producdo de conidios o fator mais importante, quando
comparado com o crescimento vegetativo, ja que os propagulos do fungo é que véo atuar no
desenvolvimento da doenga. Assim, se uma colonia cresce pouco, mas produz muitos
conidios, a taxa de disseminacdo da doenca tende a ser maior que a de uma colénia bem
desenvolvida, mas com menor conidiogénese (Moino Jr. e Alves, 1998).

Os estudos “in vitro” tém a vantagem de expor a0 maximo o
microrganismo a acdo do produto quimico, fato que ndo ocorre em condices de campo,
onde Vérios fatores servem de obstaculo a essa exposicao. Portanto constatada a inocuidade
de um produto em laboratério, ndo ha davidas sobre sua seletividade em campo. Por outro
lado, a alta toxicidade de um produto “in vitro” nem sempre indica a sua elevada toxicidade
em campo, mas sim a possibilidade da ocorréncia de danos dessa natureza (Alves et al.,
1998).



5 CONCLUSOES
A concentracdo de 5x10° conidios/mL do fungo M. anisopliae
promove maior mortalidade para Fidicinoides pronoe.
O isolado ESALQ 1037 é o mais virulento para ninfas de
Fidicinoides pronoe.
Thiametoxam e oxicloreto de cobre, em ambas as concentracdes, e

thiabendazole, na menor concentracdo, sdo compativeis com Metarhizium anisopliae.
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