\\Revista Brasileira Multidisciplinar

e | 55N 2577- 2605

http://revistarebram.com/index.php/revistauniara
COMPATIBILIDADE ENTRE METARHIZIUM ANISOPLIAE E FUNGICIDAS REGISTRADOS PARA A CULTURA DO FEIJAO
(PHASEOLUS VULGARIS L.)

David Jossue Lopez Espinosa*; Natdlia Aparecida Cunha**; Silvia Isla Rivera***; Alejandro Gregorio Flores Ricardez***; Valdeir Nunes
Carvalho****; Aleska Batista da Silva*****; Rogério Teixeira Duarte******

*Doutorando pela Universidade Federal de Alagoas, Brasil.

**Universidade de Araraquara, Araraquara, Sao Paulo, Brasil.

***Docentes do Instituto Tecnoldgico de Comitdn, Chiapas, México.

***Doutorando pela Universidade Estadual Paulista "Jiilio Mesquita filho’, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.
N festranda pela Universidade Federal de Alagoas, Brasil.

xProfessor da Universidade de Araraquara, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil.

*Autor para correspondéncia e-mail: daespi24.7@gmail.com

PALAVRAS-CHAVE

Resumo
Interagdio O objetivo da pesquisa foi analisar em condi¢des laboratoriais a compatibilidade entre o fungo
Contr(}le.: Microbiano entomopatogénico Metarhizium anisopliae e fungicidas registrados para a cultura do feijio
Agrotoxico (Phaseolus vulgaris L.). Os agrotéxicos analisados foram Manzate WG’ (i.a. mancozebe) (500 g x

100 L), Nativo' (i.a. tebuconazol + trifloxistrobina) (300 mL x 100 L), Portero’ (i.a. carbendazim)
KEYWORDS (250 mL x 100 L) e Tebuco Nortox (i.a. tebuconazol) (250 mL x 100 L'). O efeito téxico dos
Mental Health fungicidas sobre o entomopatégeno foi determinado em condigdo laboratorial, através da adigdo
Cancer ] dos produtos quimicos em meio de cultura BDA. Apés solidificagio do meio, foram inoculadas as
Literature Review estruturas reprodutivas do entomopatégeno, na concentragdo de 107 conidios/mL, totalizando oito
repeti¢des por tratamento. A viabilidade dos conidios foi analisada 24 h apds inoculagao, e apds sete
dias foi mensurada a drea de crescimento da coldnia (cm?), e contabilizado o nimero de conidios
em cada tratamento, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), e padronizadas
pela classificagdo de compatibilidade. Todos os fungicidas inibiram por completo o crescimento
vegetativo e a conidiogénese de M. anisopliae. Apenas o ingrediente ativo mancozebe propiciou a
viabilidade de conidios de M. anisopliae, representado por 7,25 + 1,11% de conidios viaveis. Todos os
fungicidas testados sao toxicos ao fungo entomopatogénico M. anisopliae, sob condigao laboratorial.

ABSTRACT

COMPATIBILITY BETWEEN METARHIZIUM ANISOPLIAE AND FUNGICIDES REGISTERED TO BEAN
CROP (PHASEOLUS VULGARIS L.)

The objective of this research was to analyze, under laboratorial conditions, the compatibility between
the entomopathogenic fungi Metarhizium anisopliae and fungicides recommended to bean crop
(Phaseolus vulgaris L.). The pesticides analyzed were Manzate WG (a.i. mancozeb) (500 g x 100
L"), Nativo™ (a.i. tebuconazole + trifloxystrobin) (300 mL x 100 L), Portero” (i.a. carbendazim)
(250 mL x 100 L!) and Tebuco Nortox (i.a. tebuconazole) (250 mL x 100 L!). The toxic effect of
fungicides on the entomopathogen was performed in laboratorial conditions by the addition of the
pesticides in culture medium BDA. After medium solidification were inoculated the reproductive
structures of entomopathogen, at 107 conidia/mL, totaling eight replicates per treatment. After 24
h the conidia viability was analyzed, and after seven days , the area of colony growth (cm?) was
measured and the number of conidia for each treatment was counted, being the media compared
by Tukey test (P < 0.05), and standardized by compatibility classification. All fungicides inhibited
the vegetative growth and conidiogenesis of M. anisopliae. Only the active ingredient mancozeb
provided conidia viability of M. anisopliae, represented by 7.25 + 1.11% of viable conidia. All tested
fungicides were toxic to the entomopathogenic fungi M. anisopliae, under laboratorial conditions.
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INTRODUCAO

A cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.) tem um grande valor do ponto de vista socioeconémico e
nutricional, sendo o Brasil um dos principais produtores deste grao (SMANIOTTO et al., 2010; CABRAL
et al, 2011; BALDIN et al., 2014). A safra 2016/2017, a area plantada de feijao com um incremento de
12,5% em relagao a safra anterior, com aumento de produtividade em 18,6%, com produgdo nacional
representada por um acréscimo de 33,4% em relagdo a safra 2015/2016 (CONAB, 2017).

Dentro desta perspectiva, um dos grandes problemas enfrentados pelos produtores compete as questdes
fitossanitarias, principalmente quanto ao controle de pragas (VIEIRA et al., 2006). O método de controle
quimico tem sido cada vez mais utilizado para a redu¢do populacional de pragas, fator que tem propiciado a
selecdo de populagdes resistentes a ingredientes ativos (DUARTE et al., 2016). Esta pressao de selegao pode
favorecer surtos de pragas anteriormente consideradas secundarias, que levam a impulsionar problemas
ordens ambientais e sociais evidenciados pelo uso continuo dos inseticidas (MASCARIN et al., 2013;
BALDIN et al., 2014).

Como estratégia para minimizar o uso de inseticidas na cultura do feijao, o controle biologico através
de microorganismos entomopatogénicos tem apresentado grande potencial na redugdo populacional
de pragas de interesse agricola, com destaque para os fungos como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.,
Metarhizium anisopliae (Metsch.), Isaria fumososrosea Wize e Lecanicillium spp. (BUGEME et al., 2015;
DUARTE et al.,, 2019a; Espinosa et al., 2019; DUARTE et al., 2019b). Entretanto, além dos inseticidas, o
uso de fungicidas também é constante para a referida cultura, o que pode tornar inviavel ou prejudicar
substancialmente o uso do controle bioldgico a base de fungos entomopatogénicos visando ao controle
de pragas desta cultura.

Nesse contexto, estudos prévios de compatibilidade, realizados em condigoes laboratoriais, no intuito
de avaliar a interagdo entre um agrotdxico sobre determinado entomopatégeno, sdo imprescindiveis na
adogao de estratégias voltadas ao manejo integrado de pragas, considerando que um ingrediente ativo
pode ser neutro ou influenciar de forma positiva ou negativa a a¢do de um microorganismo entomo-
patogénico em relagdo a redugdo populacional de uma praga (MAMPRIM et al., 2013). O objetivo da
pesquisa foi analisar em condigdes laboratoriais a compatibilidade entre o fungo entomopatogénico M.
anisopliae e alguns fungicidas registrados para a cultura do feijao.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

O isolado de M. anisopliae utilizado nos bioensaios foi proveniente de um laboratério de produgéo de
fungos entomopatogénicos de uma usina de cana-de-agticar localizada na regiao de Jaboticabal - SP. Este
produto estd armazenado a temperatura de - 4°C (freezer) no Banco de Entomopatdgenos do Laboratorio
de Agronomia (UNIARA).

O isolado de M. anisopliae foi repicado em placas de Petri (9 cm) contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA), e incubado a temperatura de 28 + 2 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo
de 12h, por 15 dias. Em seguida, foi preparada uma suspensao conidial [10 mL de agua autoclavada +
espalhante adesivo Tween’ 20 (0,05%) + fungo entomopatogénico], e a partir desta foram feitas duas
dilui¢des seriadas, para a quantificagdo do nimero de conidios/mL, com auxilio de camara de Neubauer
para a padronizagao da concentragdo conidial (107 conidios/mL).

FuNGICcIDAS

Os fungicidas testados quanto a compatibilidade com o fungo entomopatogénico M. anisopliae, e
devidamente registrados para o controle das principais doengas da cultura do feijao, foram Manzate WG’
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(i.a. mancozebe) (500 g x 100 L), Nativo' (i.a. tebuconazol + trifloxistrobina) (300 mL x 100 L"), Portero’
(i.a. carbendazim) (250 mL x 100 L) e Tebuco Nortox (i.a. tebuconazol) (250 mL x 100 L') (MAPA, 2017).

EFEITO TOXICO DOS FUNGICIDAS SOBRE M. ANISOPLIAE

O efeito toxico dos fungicidas sobre o entomopatdgeno foi analisado em condigdo laboratorial, através
da adi¢ao dos fungicidas em meio de cultura BDA, preparado a partir da dissolugao de 39 g do meio de
cultura em 1 L de 4gua destilada, sendo posteriormente esterilizado. Apds atingir a temperatura de 45 °C,
ponto em que o meio ainda nao se encontra solidificado, cada fungicida, nas concentragdes recomendadas
(MAPA, 2017), foram adicionados e homogeneizados no meio de cultura, em seguida vertidos em placas
de Petri, totalizando oito repeti¢des para cada analise de compatibilidade.

Ao final do periodo da solidificagdo do meio de cultura, foram inoculados 5 pL da suspensao de coni-
dios contendo as estruturas reprodutivas do fungo entomopatogénico, na concentragao de 10” conidios/
mL, em seguida foram acondicionadas a temperatura de 28 + 2 °C, com umidade relativa média de 70 +
10% e fotoperiodo de 12h, por sete dias. Apds este periodo, foi mensurada a area de crescimento micelial
(cm?), com auxilio de uma régua graduada (mm), multiplicando o valor de drea por 100 para a conversao
de cm? a mm, e sendo realizada duas medidas no sentido transversal da coldnia.

Depois de mensurada a area da colonia, foi realizada a contagem de conidios para cada tratamento,
através de fragmentos retirados das colonias que foram acondicionados em tubos Falcon para criagao
com 10 mL de agua estéril mais Tween 20 (0,05%), sendo esta suspensdo homogeneizada em agitador
magnético por 1 min, e retirada uma aliquota de 10 pL da suspensao para visualizagao das estruturas
reprodutivas em microscopio dptico, com a contagem destas realizada em camara de Neubauer.

A viabilidade dos conidios foi analisada ap6s 24 h da montagem do bioensaio, utilizando a técnica de
microcultivo e exame direto em lamina, proposta por Marques et al. (2004). Para cada tratamento foram
realizadas cinco repetigdes. A média do tamanho das colonias, o nimero e a viabilidade de conidios
(conferido com a presenca de apressérios e/o micélio) referentes a cada tratamento foram comparados
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (SAS INSTITUTE, 2002), sendo padronizados pela
classificagao de compatibilidade desenvolvida por Alves et al. (2007) (Tabela 1), com auxilio da seguinte
férmula (IB= 47 [CV] + 43 [ESP] + 10 [GER] / 100), em que IB = indice bioldgico; CV = porcentagem
de crescimento vegetativo da colonia apos sete dias, em relagao ao controle; ESP = porcentagem de
esporulacao da colonia apds sete dias, em relagdo ao controle; GER = porcentagem de germinagdo dos
conidios ap6s 24 h.

Tabela 1 - Classificagdo da toxicidade dos inseticidas sobre Metarhizium anisopliae.

Valor do Indice Bioldgico (IB) Classificagao do Produto
0-41 Toxico (T)
42 - 66 Moderadamente Téxico (MT)
67 - 100 Compativel (C)

Fonte: ALVES et al. (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungicidas inibiram por completo o crescimento vegetativo de M. anisopliae quando comparado
ao controle (F = 203,54; gl = 4, 35; P < 0,05) (Figura 1). Apos sete dias de incubagao, ndo foi observado
nenhum tipo de desenvolvimento vegetativo por parte do entomopatogeno, evidenciando a elevada agdo
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fungistatica dos ingredientes ativos utilizados nos bioensaios.

Por outro lado ao nimero de conidios produzidos por M. anisopliae, foi observado que todos os
fungicidas interferiram significativamente no processo reprodutivo do entomopatogeno, inibindo por
completo a conidiogénese (F = 48,54; gl = 4, 35; P < 0,05) (Figura 2).

A viabilidade dos conidios de M. anisopliae foi reduzida por completo quando em contato com os
ingredientes ativos tebuconazol + trifloxistrobina; carbendazim; e tebuconazol (F = 1323,30; gl = 4, 35;
P < 0,05) (Figura 3). Apenas o ingrediente ativo mancozebe propiciou a viabilidade de conidios de M.
anisopliae, representado por 7,25 + 1,11% de conidios viaveis, diferindo significativamente dos demais
tratamentos (Figura 3).

Com base nos parametros analisados, dentro da classificacdo de compatibilidade proposta por Alves et
al. (2007), todos os fungicidas analisados foram considerados como t6xicos ao fungo entomopatogénico
M. anisopliae (Tabela 2).

A agao fungistatica sobre o desenvolvimento de linhagens de Metarhizium sp. também foi observada
por Damin et al. (2011), a partir do contato dos entomopatdgenos com os ingredientes ativos trifloxistro-
bina + tebuconazole e carbendazin. Entretanto, os referidos autores observaram que em concentragdes
mais baixas houve o desenvolvimento dos entomopatdégenos, de forma a sugerir o uso conjunto através
do emprego de concentragdes subletais destes fungicidas. Freitas et al. (2011) também observaram o
efeito de trifloxistrobina + tebuconazole sobre M. anisopliae, além do efeito toxico do ingrediente ativo
trifloxistrobina + ciproconazol sobre o entomopatégeno.

Em trabalho realizado por Loureiro et al. (2002), os autores constataram que os ingredientes ativos
tiofanato metilico, mancozebe, tetraconazol, tebuconazol e metalaxil inibiram completamente o desen-
volvimento vegetativo e reprodutivo dos fungos entomopatogénicos B. bassiana, M. anisopliae, I. fumo-
sorosea e L. lecanii, sendo classificados como muito toxicos a estas espécies de fungos entomopatogénicos.

A agao fungistatica sobre M. anisopliae também foi observada por Bernal et al. (2014), a partir da
utilizagdo dos ingredientes ativos benlate, metalaxil+mancozeb e mancozeb, utilizando-se 25, 50 e 100%
da dose comercial, sendo que metalaxil + mancozeb e mancozeb inviabilizaram a germinagao do ento-
mopatogeno. Os ingredientes ativos carbendazin, 6xido de cobre e probined também foram considera-
dos muito toxicos a M. anisopliae, devendo-se tomar cuidado com a aplicagdo do entomopatégeno em
interagdo com estes fungicidas (NIASSY et al., 2014).

E importante salientar que a maioria das pesquisas relacionam os fungicidas como incompativeis
com diversas espécies de fungos entomopatogénicos, sendo poucos os trabalhos que comprovaram em
condigoes laboratoriais ou em casa de vegetagdo a compatibilidade entre ingredientes ativos da classe dos
fungicidas com os referidos microorganismos entomopatogénicos. Desta forma, fica evidente o grande
desafio em conciliar estas duas estratégias de controle, devendo-se atentar ao ingrediente ativo utilizado,
poder residual do agrotdxico, a dosagem do fungicida, o tempo de aplicagdo entre o controle quimico
e o biologico, entre outros fatores que podem contribuir para o emprego conjunto destas metodologias.

Com base nesta perspectiva, os resultados obtidos no presente estudo poderdo ajudar e incentivar a
evolugdo das pesquisas frente a busca por ingredientes ativos da classe dos fungicidas que sejam seletivos
a M. anisopliae, visando incrementar positivamente o manejo integrado de pragas do feijao.
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Figura 1 - Crescimento da colonia (cm?) do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae submeti-
do a tratamentos com diferentes ingredientes ativos. Valores seguidos de mesma letra nao diferem signi-
ficativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). A barra de erros corresponde ao erro padrao (+EP).
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Fonte: elaborado pelos autores.

Figura 2 - Numero médio de conidios produzidos pelo fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
em contato com diferentes ingredientes ativos. Valores seguidos de mesma letra nao diferem significa-
tivamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). A barra de erros corresponde ao erro padrio (+EP).
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 3 - Viabilidade de conidios (%) do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae em contato
com diferentes ingredientes ativos. Valores seguidos de mesma letra nao diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey (P < 0,05). A barra de erros corresponde ao erro padrao (+EP).
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Fonte: elaborado pelos autores.

Tabela 2 - Classificagdo de compatibilidade entre o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae e
fungicidas recomendados para o controle de doengas do feijoeiro.

) ] ) Valor do Indice ) ;
Produto Comercial (Ingrediente Ativo) L Classificagao do Produto
Biolégico (IB)
Manzate WG' (mancozebe) 0,75 Téxico
Nativo (tebuconazol + trifloxistrobina) 0 Toxico
Portero” (carbendazim) 0 Toxico
Tebuco Nortox™ (tebuconazol) 0 Toxico

Fonte: elaborado pelos autores.

CoNcCLUSAO

Os fungicidas compostos pelos ingredientes ativos mancozebe; tebuconazol + trifloxistrobina; carben-
dazim; e tebuconazol sdo considerados téxicos ao fungo entomopatogénico M. anisopliae, sob condigdo
laboratorial.
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