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RESUMO

O objetivo do trabalho foi verificar a patogenicidade dos conidios do isolado JAB 02 de
Lecanicillium lecanii, produzidos em meio de cultura contendo acaricidas e inseticidas, ao 4caro
rajado Tetranychus urticae. Foi feita uma mistura dos inseticidas (acefato, ciromazina, endosulfan,
cloridrato de formetanato, imidacloprido, metiocarbe, metomil, monocrotofés e tiametoxam) e
acaricidas (abamectina e propargite) ao meio de cultura BDA que foi vertido em placas de Petri.
Ap6s a solidificacao, a inoculagdo do fungo foi realizada com alga de platina, através de trés
pontos, e as placas foram incubadas durante 16 dias em temperatura de 25,5 + 0,5° C e fotofase
de 12 horas. Ap6s o crescimento do fungo, as colonias foram recortadas e transferidas para tubos
de ensaio contendo agua destilada e espalhante adesivo. A suspensdo obtida de cada tratamento
foi padronizada em 1 x 107 con./mL e 1 mL foi pulverizado em folhas de feijdo de porco. Poste-
riormente a pulverizagdo, os acaros foram transferidos para as folhas e a mortalidade avaliada,
sob microscopio estereoscopico, no 2°, 4° e 6° dias ap6s a aplicacdo. A presenca dos acaricidas e
inseticidas no meio de cultivo nao afetou a patogenicidade dos conidios de L. lecanii que causaram
no 6° dia de avaliagdo mortalidades confirmadas de 47 a 76% do acaro rajado T. urticae.

PALAVRAS-CHAVE: Fungo entomopatogénico, seletividade, dcaro rajado, controle microbiano,
compatibilidade.

ABSTRACT

PESTICIDE EFFECTS ON THE PATHOGENICITY OF CONIDIA OF LECANICILLIUM
LECANII TO TETRANYCHUS URTICAE. The objective of this study was to evaluate the effect
of pesticides on the pathogenicity of conidia of Lecanicillium lecanii, strain JAB 02, produced in
culture media containing acaricides and insecticides, to the two-spotted mite Tetranychus urticae.
A blend was made of insecticides (acephate, cyromazine, endosulfan, formetanate hydrochloride,
imidacloprid, methiocarb, methomyl, monocrotophos, thiamethoxam) and acaricides (abamectin
and propargite) in the culture media PDA, that was poured into a Petri dishes. After solidification,
the fungus inoculation was realized at three points and the dishes were incubated for 16 days at
a temperature of 25.5 + 0.5° C and 12 hours of photophase. After the fungus growth, the colonies
were cut out and removed to test tubes containing distilled water and detergent Tween 80°. The
fungus suspension obtained for each treatment was standardized at 1 x 10” con./mL and 1 mL was
sprayed on Canavalia ensiformis leaves. After the spraying, 15 mites were placed on each leaf disk
and after 2, 4 and 6 days the mortality was evaluated in a stereoscopic microscope. The presence
of acaricides and insecticides in the culture media did not affect the pathogenicity of conidia of L.
lecanii, which on the 6th evaluation day presented a confirmed mortality in the range of 47 to 76%
on two-spotted mites T. urticae.

KEY WORDS: Entomopathogenic fungus, selectivity, two-spotted mite, microbial control, compatibility.

INTRODUCAO a patogenicidade de fungos a insetos e acaros é de

extrema importancia, pois permite que seja feita

A patogenicidade ¢é a capacidade de um micro-
organismo causar uma doenca. A mortalidade
causada por fungos em artrépodos geralmente esta
relacionada a varios fatores como deficiéncia nutri-
cional,invas3o e destruicao dos tecidos eliberacao de
toxinasnohospedeiro (TanaDA; Kaya, 1992). Avaliar

uma selecao de espécies e isolados mais virulentos
a praga-alvo e adequados ao seu habito e sua bio-
logia. Os fungos entomopatogénicos podem causar
epizootiasnaturais, infectando diferentes estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros como ovo, larva,
pupaeadulto (ALvEs; LEcuONA, 1998). Alguns fatores
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abidticos como temperatura e umidade relativa
podem afetar a habilidade e velocidade com a qual
os fungos podem infectar e colonizar o inseto hospe-
deiro (YEo et al., 2003). Segundo HELYER et al. (1992),
o fungo Lecanicillium lecanii para ser efetivo requer
condicdes ambientais adequadas como temperatura
entre 15 e 25° C e umidade relativa alta.

Outros fatores, como o uso indiscriminado de
agrotoxicos, também podem afetar diretamente
a capacidade patogénica dos fungos. Aplicacdes
regulares de um amplo espectro de agroquimicos,
incluindo agrotéxicos, podem resultar na sua acu-
mulagéo no meio ambiente e, consequentemente,
alterar componentes biol6gicos (Poprawsky, MAaJ-
CHROWICZ, 1995).

No crisantemo, uma das principais pragas é o
acarorajado Tetranychus urticae, uma espécie cosmo-
polita e polifaga de grande importancia econémica
(DraGaNOVA; SMova, 2010), cujo controle é quase
que exclusivamente realizado por meio da apli-
cacdo de acaricidas que pode desencadear efeitos
indesejaveis como mortalidade de organismos nao
alvos, desenvolvimento de resisténcia, entre outros
(SkirvIN; WILLIAMS, 1999).

Agentes de biocontrole se mostram como uma
alternativa aos controles tradicionais (DRAGANOVA;
Smova, 2010). Os fungos patogénicos Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea, Isaria farinosa,
Hirsutella thompsonii, Neozygites floridana e L. lecanii
exercem papel importante na diminuicao das popu-
lagdes nativas de dcaros fitéfagos (CHANDLER et al.,
2000, VAN DER GEEsT et al., 2000).

WENZEL (2005) verificou que L. lecaniifoi patogéni-
co ao dcaro rajado causando indices de mortalidade
variando entre49e90%, para concentragdes variando
entre5x10°a5x 108 conidios/ mL, e mostrando uma
possivel alternativa no controle desta praga.

Estudos de compatibilidade, em laboratério,
usualmente tém como pardmetros o crescimento
vegetativo e a esporulagdo do fungo, ndo levando
em consideragdo a capacidade do fungo em con-
tinuar infectivo. Devido a importancia do assunto
e a escassez de publicagdes relacionadas ao tema,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de agrotdxicos utilizados no cultivo do
crisantemo, sobre a patogenicidade de conidios de
L. lecanii a T. urticae.

MATERIAL E METODOS
Micro-organismo utilizado

Foi utilizado o isolado JAB 02 de Lecanicillium
lecanii depositado no Laboratério de Ecologia de
Micro-organismos da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterindrias/Universidade Estadual Paulista,

Jaboticabal, SP, Brasil, proveniente da cochonilha
verde Coccus viridis Green (Hemiptera: Coccidae). O
fungo, conservado em 6leo mineral, foi multiplicado
por meio derepicagens em placas de Petricom BDA.
O periodo de incubacao foi de 12 dias a 25,5+ 0,5° C
em B.O.D., para obten¢do de culturas jovens com
vistas a utilizacdo nos ensaios.

Patogenicidade de L. lecanii, cultivado em meio
de cultura contendo inseticidas e acaricidas, ao
acaro rajado T. urticae

O fungo L. lecanii foi repicado em meio de cultura
BDA (batata-dextrose-dgar) contendo os agrot6xicos
nadosagem estipulada pelo fabricante (para produtos
cujo uso é recomendado no cultivo do crisantemo) e
na dosagem utilizada pelos produtores (para produ-
tos que ndo sdo recomendados para este cultivo, mas
que sdo utilizados pelos produtores) misturados
proporcionalmente a quantidade de 200 mL de meio
de cultura (Tabela 1). O meio de cultura foi auto-
clavado a 1 atm (121° C) por 20 minutos e, antes da
solidificacdo, a umatemperaturadeaproximadamente
45°C foram acrescentados os produtos nas devidas
propor¢oes. Em seguida, a mistura foi vertida em
placas de Petri de 9 cm de didmetro e a testemunha
fangica foi representada pelo meio de cultura sem
produto. Ap6s a solidificagdo do meio, o fungo foi
transferido através de trés pontos equidistantes nas
placas, com auxilio de uma alca de platina. As placas
repicadas foram mantidas em camara de germinagao
(B.O.D.) durante 16 dias a temperatura de 25,5+ 0,5°C
e fotofase de 12 horas. Apds este tempo, as colonias
foram recortadas com estilete flambado e colocadas
em tubos de ensaio com 10 mL de uma suspensdo
autoclavada de agua destilada e espalhante adesivo
(Tween 80%) a 0,1%. Essa suspensao foi agitada em
agitador elétrico de tubos, para extragdo e posterior
contagem dos conidios em camara de Neubauer para
padronizagdo das suspensoes.

Para o preparo da viabilidade, retirou-se uma
aliquota de 0,1 mL, desta mesma suspensao, e
espalhou-se com auxilio de uma alca de Drigalsky
previamente flambadae devidamenteresfriada, numa
placa de Petri de pléstico contendo uma fina camada
de BDA com pentabiético (0,5 g/L). Ap6s 15 horas de
incubagdo a temperatura de 25,5+ 0,5°C e fotofase de
12 horas, foram observados em microscépio éptico,
em aumento de 400 x, os conidios germinados e ndo
germinados, estabelecendo-se uma proporcao.

Para o teste de patogenicidade foi utilizado oacaro
rajado T. urticae criado no Laboratério de Controle
Biolégico do Instituto Biolégico, Campinas, SP, em
folhas de feijao de porco (Canavalia ensiformis L.).
As suspensdes obtidas dos tratamentos com cada
produto e da testemunha fangica foram padroniza-
das em 1 x 107 conidios/mL e 1 mL foi pulverizado
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por meio da Torre de Potter , na pressao de 15 1b/
pol?, nas arenas montadas em placas de Petri de
9 cm de didmetro, com discos de folhas de feijao
recortadas com o mesmo didmetro e algodao ume-
decido em toda a lateral da placa, servindo como
uma barreira com a finalidade de evitar a fuga dos
acaros. Para a testemunha absoluta foi pulverizado
1 mL de dgua destilada.

Ap6s uma breve secagem da suspensdo, cada
placa recebeu 15 dcaros/disco de folha, sendo pos-
teriormente acondicionadas em BOD a 25,5+ 0,5° C.
A avaliagdo ocorreu com auxilio de um microscépio
estereoscopico aos 2, 4 e 6 dias ap6s a aplicagdo
do fungo. Com auxilio de uma alga de platina, os
acaros mortos foram cuidadosamente transferidos
para camaras timidas confeccionadas com placas
de Petri de 9 cm de didmetro contendo um pedaco
de algoddo umedecido e seladas com filme plastico,
para a confirmagao da morte pelo entomopatégeno.

Foram realizados cinco ensaios distintos devido
aonumero de produtos testados e tambémaondmero
de 4caros disponivel na criacao.

Analise estatistica

O delineamento experimental de todos os ensaios
foi inteiramente casualizado (DIC) com 6 repeti¢des
eaanalise foirealizada através do programa ESTAT
2.0. Os dados foram transformados em Vx + 10 e
submetidos a analise de variancia. Na significancia
desta, foi feito o teste de Tukey a 5% para a compa-
racao entre as médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade média dos conidios verificada na
testemunha ftngica e nos demais tratamentos com
agrotoxicos foi maior que 92%.

Naéo foi observada mortalidade confirmada na
testemunha absoluta (apenas aplicacdo de dgua)
mostrando que ndo houve contaminacao do trata-
mento. A mortalidade na testemunha absoluta e as
mortalidadesnao confirmadas nos demais tratamen-
tos ficaram abaixo de 20% durante todo o periodo
de avaliacdo do ensaio.

No ensaio 1, ndo houve diferenca estatistica
quanto a mortalidade apds 2, 4 e 6 dias da aplicagao
para os tratamentos com imidacloprido na formu-
lagdo GRDA (doses méxima e minima), acefato e
JAB 02. No sexto dia de avaliacdo, as mortalidades
confirmadas variaram entre 57 e 65,5% (Tabela 2).
No ensaio 2, no segundo dia de avaliacdo a maior
porcentagem de mortalidade foi observada para o
tratamento com abamectina (dose minima), queapre-
sentou diferenca estatistica em relacdo aos demais
tratamentos. No quarto dia, as mortalidades de T.
urticae foram estatisticamente iguais para abamec-
tina (dose minima), endosulfan (dose minima) e o
tratamento JAB 02. No sexto diando houve diferenca
estatistica entre os tratamentos e as mortalidades
no final do periodo de avaliagdo variaram entre 52
e 67% (Tabela 2).

A testemunha fangica, no ensaio 3, diferiu es-
tatisticamente do metiocarbe no quarto dia de
avaliagdo. Os tratamentos JAB 02, tiametoxam e
cloridrato de formetanato foram estatisticamente
iguais entre si nas trés avaliagcdes. No sexto dia
o tratamento JAB 02 apresentou mortalidade de
76% (Tabela 2).

Nao houve diferenca estatistica, no ensaio
4, entre os tratamentos JAB 02, monocrotofés e
metomil, com mortalidades variando entre 47
a 56% (Tabela 2). O mesmo foi observado no
ensaio 5, para JAB 02, propargito, imidacloprido
(formulacdo SC) e ciromazina com mortalidades
confirmadas variando de 53 a 70% no sexto dia
de avaliacdo.

Tabela1 - Inseticidas eacaricidasrecomendados e utilizados para controle de pragas da cultura do crisaintemo (AGROFIT,
2010). * Quantidades adicionadas em 200 mL de meio de cultura.

Ingrediente ativo Produto comercial Dose dei.a.* Dose do p.c.*
Inseticidas
tiametoxam Actara 250 WG 02g 08¢g
monocrotofds Azodrin 400 0,08¢g 0,2 mL
imidacloprido Confidor 700 GRDA 014e0504 g 02e0,72g
cloridrato de formetanato  Dicarzol 500 PS 01746 g 03g
metomil Lannate BR 0,043 g 0,2 mL
metiocarbe Mesurol 500 SC 015g 0,3 mL
acefato Orthene 750 BR 015¢g 02g
imidacloprido Provado 200 SC 004g 0,2 mL
endosulfan Thiodan EC 07e105¢g 2,0e3,0 mL
ciromazina Trigard 750 PM 0,0225 ¢ 003 ¢g
Acaricidas
propargito Omite 720 EC BR 0432¢g 0,06 mL
abamectina Vertimec 18 CE 0,018e 0,036 g 0,05e 0,1 mL
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Tabela 2 - Mortalidade confirmada (%) de Tetranychus urticae apds pulverizacao de conidios do isolado JAB 02 de
Lecanicillium lecanii produzidos em meio de cultura contendo inseticidas e acaricidas (T = 25,5 + 0,5° C e fotofase de 12

horas).

Tratamentos 2 dias! 4 dias! 6 dias!
JAB 02 70a 33,0a 57,5 a
Imidacloprido GRDA maéx. 12,0 a 43,0 a 62,0 a
Imidacloprido GRDA min max min. 13,0a 44,0a 65,5 a
Acefato 20,0 a 44,0 a 64,0 a
Teste F 1,01 0,98 0,40n
C.V. (%) 24,15 12,96 10,14
Tratamentos 2 dias 4 dias 6 dias
JAB 02 45Db 28,0 ab 52,0 a
Endosulfan min. 10,0 b 35,0 ab 67,0 a
Abamectina max. 70b 26,0 b 55,0 a
Abamectina min. 290b 490 a 61,0 a
Teste F 11,05** 3,88* 1,16
C.V. (%) 17,85 14,56 12,09
Tratamentos 2 dias 4 dias 6 dias
JAB 02 2,5a 51,0 a 76,0 a
Tiametoxam 20a 33,0 ab 70,0 a
Cloridrato de formetanato 40a 28,5 ab 61,0 a
Metocarbe 1,5a 220 b 50,0 a
Teste F 0,490 3,09* 2,740
C.V. (%) 16,56 20,06 12,16
Tratamentos 2 dias 4 dias 6 dias
JAB 02 20a 35,0a 56,0 a
Monocrotofés 50a 25,0 a 47,0 a
Metomil 9,0a 25,0 a 48,0 a
Teste F 1,590 1,910 0,84ns
C.V. (%) 20,23 14,30 12,15
Tratamentos 2 dias 4 dias 6 dias
JAB 02 10,5 a 25,0 a 53,0 a
Propargito 50a 350a 65,0 a
Imidacloprido SC 6,0 a 32,0a 59,0 a
Ciromazina 14,0 a 38,5 a 70,0 a
Teste F 1,17~ 1,36 1,88
C.V. (%) — 25,07 15,99 9,45

'Dados originais na tabela, porém transformados em Vx = 10 para anélise estatistica.
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

**significativo a 1% de probabilidade.
s = ndo significativo.
C.V. = coeficiente de variacao.

WENzeLet al., (2004) previamente testaram a pato-
genicidade dos conidios de L. lecanii, produzidos em
meio decultivocontendo doisinseticidas. Osautores
verificaram que nao houve influéncia dos produtos
sobre o fungo, pois, as mortalidades confirmadas de
T. urticae foram de 81% para imidacloprido e 85%
para ciromazina.

Apatogenicidade,emlagartas de Galleriamellonella
L., deconidios do fungo Beauveria bassiana (Bals) Vuill.
produzidos em meios de cultura com os produtos
tiametoxam, imidacloprido, iprodione e fenpropatina

foi estudada por CavaLcant et al. (2002). Os autores
observaram resultados semelhantes aos obtidos, pois
ndo verificaram diferenca significativa na mortali-
dade de G. mellonella para os tratamentos contendo
agrotoxicos e a testemunha. No entanto, observaram
que para o produto iprodione a porcentagem de
mortalidade foi de 48% enquanto na testemunha foi
de 84%, sugerindo que pode ter havido alguma agao
prejudicial do produto sobre o fungo.

GasseNetal. (2008) também avaliarama patogeni-
cidade de conidios de B. bassiana em lagartas de G.
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mellonella ap6s cultivar o fungo em meio contendo
agrotoxicos e verificaram que nao houve diferenca
estatistica entre a mortalidade na testemunha e no
tratamento com tiametoxam concordando com os
resultados obtidos neste trabalho.

A presenca dos agrotéxicos no meio de cultura
nao foi suficiente para causar uma acdo deletéria
nos conidios, pois os sintomas apresentados pelos
acaros foram tipicos de hospedeiros infectados por
fungos como tremores, debilidade e/ ou dificuldade
de locomocdo e extrusdo do fungo dando a colora-
¢do esbranquicada e aspecto algodonoso ao dcaro
(Takapa, 2002), mostrando que os agrotdxicos ndo
influenciaram a capacidade do conidio causar a
doenga e completar seu ciclo no hospedeiro. A ger-
minacdo do conidio, uma das etapas consideradas
mais importantes do ciclo, ndo foi afetada pelos
produtos quimicos. A germinacdo é dependente
das condigdes nutricionais e a auséncia, qualitativa
e quantitativa de nutrientes, afeta a germinagdo, as-
sim como componentes do tegumento dohospedeiro
entre outros (TaNADA; Kaya, 1992).

A efetividade dos inseticidas microbianos de-
pende de varios fatores incluindo a suscetibilidade
natural da praga-alvo ao grau de exposicdao ao
produto microbiano, as condi¢des ambientais e as
interacdes fisioldgicas entre hospedeiro e patdégeno.
Geralmente, os primeiros instares sdo mais susce-
tiveis aos patdgenos. Insetos sobre “stress”, assim
como aqueles enfraquecidos por outro patégeno ou
por condicao alimentar inadequada ou ainda agru-
pados, sdo mais facilmente controlados do que os
insetos em condi¢ées normais (TANADA; Kaya, 1992).

A interacdo entre produtos fitossanitarios e
entomopatégenos deve ser considerada antes da
recomendagdo do agente quimico e representa uma
importante ferramenta nos programas de MIP (Ba-
TisTA FILHO ef al., 2001)

CONCLUSOES

Os inseticidas e acaricidas misturados ao meio
de cultura ndo afetam a capacidade infectiva dos
conidios L. lecanii ao acaro T. urticae.

Os inseticidas tiametoxam, monocrotofds,
imidacloprido, cloridrato de formetanato, metomil,
metiocarbe, acefato, endosulfan, ciromazina e os
acaricidas abamectina e propargito utilizados neste
trabalho podem ser selecionados para usono Manejo
Integrado de Pragas.
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