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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estudar a
resisténcia da linhagem E6 de M. anisopliae (Metsch) Sorokin,
a alguns sais minerais [MnSO4, HgClz, CuSO4, ZnSO4 e Pb(CH3COO)2]
e defensivos _gqguimicos (Malathion, Decamethrina, Fenvalera
te, Dimethoate e Bihedonal), em diferentes .:concentra-

coes.

Medidas de crescimento (didmetro das coldnias)
e de germinacado (niimero de coldnias/placa) foram feitas com
a finalidade de verificar a inibicao pelas substancias usa-

das.

Os resultados obtidos indicam que, dentre os
sais, o HgCl2 foi o mais toxico ao fungo, seguindo-se pela
ordem de inibicao, Cuso,, Pb(CH3COO)2, MnSO, e 2ZnS0,.

Em alguns sais(MnSO4, ZnSO4 e CuSO4)apareceram
setores que foram ensaiados em concentragoes bem altas dos re
feridos sais, a fim de se verificar se eram variantes resis -
tentes a dosagens mais altas. O variante isolado do meio de
cultura com CuSO4, apresentou ,0 mesmo comportamento que a ' ILi
nhagem original em relacao ao efeito do sal. Os variantes iso
lados do MnSO, e ZnSO, mostraram alta resisténcia ao respecti

vo sal.

Foram observadas diferencas morfoldogicas que



juntamente com outros processos, poderao ser utilizados para

caracterizacgao- do fungo.

Quanto aos defensivos, todos inibiram o fungo ,
sendo que destes, o mais tOxico foi Decamethrina, que inibiu
completamente o crescimento na woncentracao. de 40 ug/ml , se-
guindo=-se, péla ordem de inibigao: Fenvalerate, Malathion ’

Dimethoate e Bihedonal.



‘SUMMARY

This research was undertaken to study  the
resistance of the strain E6 of Metarhizium anisopliae {(Metsch)
Sorokin, to some mineral salts [MqSO4, HgC12,CuSO4,~ZnSO4 and
Pb(CH3COO)2};and chemical defenses (Malathion, Decamethrina,
Fenvalerate, Dimethoate and Bihedonal) in different concen-

trations.

- Growth and germination measurements (colony
diameters and number of colonies/dish) were made in order to

verify inhibition caused by the elements used.

The results obtained indicate that, among the
salts, HgClz'was the most toxic for the fungus,being followed
by - in order of inhibition - CuSO4, Pb(CH3 COO)2, MnSO

Znso4.‘

4 e

Sectors appeared in some of the salts . (MnSO4,
Cuso, e ZnSO4) which were tested in highly concentrated doses
in order to verify if they were more resistant variants to
large doses of the respective salts. The variant isolated from
the culture medium with CuSO4, demonstrated the same :ibehiaviox:
as the original strain in relation to the effects of the salt.
The isolated variants of MnSO4 e ZnSO4 demonstrated high

resistance to the respective salt.

Morphologic differences were observed, which,
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together with other processes, can be utilized for the

characterization of the fungus.

As regards the defensives used, all of them
inhibited fungus growth and esporulation. Among these defensi
ves, Decamethrina was the most toxic, inhibitting growth in
the concentration of 40 ng/ml, being followed, in order of

inhibition, by Fenvalerate, Malathion, Dimethoate e Bihedonal.



1. TNTRODUCEO

Os problemas fitossanitarios podem ser conside
rados como fatores limitantes da produgao e produtividade, o
que implica na necessidade de um controle eficiente das pra-

gas e doen?as.

Entre os métodos de controle, o mais usado & o
controle quimico, pois o efeito rapido e visivel dos defensi
vos quimicos contra as pragas e doengas e o deseavolvimento
da moderna tecnologia, levaram a produgao em massa destes pro
dutos.

No entanto, o uso indiscriminado e/ou incorre-
to destes defensivos, por longo tempo, tem acarretado efei-
tos colaterais negativos, como resisténcia dos patdgenos aos
produtos quimicos, desequilibrio bioldgico (por diminuicao
dos inimigos naturais juntamente com as pragas) e poluicao
ambiental. |

Por tudo isto, cada vez mais se procura usar O

controle integrado, aliando-se os controles quimico e biold-
. - . L d .

gico, e outras praticas agricolas de modo a reduzir as popu-

lagoes das pragas e manté-las a um nivel tal, que nao causem

danos econdmicos a cultura, e o que & muito importante, nao

provoquem distirbios nos ecossistemas.

A maioria das publicagOes sobre controle biold



gico por fungos, cita os géneros Entomophthora, Beauveria e
Metarhizium, que sao os mais comumente; encontrados na na-
tureza. ' ‘

-

O fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin,
€ de reconhecida importancia na luta bioldgica contra varios
insetos. Entre eles, no Brasil, incluem-se as cigarrinhas,
insetos da ordem Homoptera, familia Cercopidae, cujos géneros
principais: Zulia, Mahanarva, Deois e Aeneolamia, OCOrrem pra
ticamente em todo o pais, causando danos econdOmicos elevados
és'pastagens (diminuigao da area de pastejo e capacidade de
suporte dos pastos) e as culturas de cana-de-aglicar (redugao
da quantidade de cana colhida/ha e redugao do teor de saca

rose).

O Metarhizium ja € produzido em escala indus-
trial por Orgaos estatais e firmas particulares, e vem sendo
muito usado em controle.. bioldgico ou integrado, em pastagens
e cana—de-agﬁcar. Além disso, sao muitos os trabalhos de pes

quisa com relagao ao Metarhizium. -

O objetivo deste trabalho & estudar o compdrtg
mento do fungo em questaorna presenca de alguns defensivos
quimicos e sais de metais, visando-se obter informagoes quan-
to a selecao e dosagem destes produtos, bem como ao possivel

isolamento de mutantes resistentes 3 essas substancias.



2. REVISZO DE LITERATURA

2.1. Controle biongico-e integrado: importancia e agentes

- responsaveis

Controle bioldgico & a acao de parasitas, pre-
dadores e patégenos, sobre as pragas, com a finalidade de man
ter sua ‘populacao a um nivel mais baixo que aquele que exis-
tiria na sua auséncia, evitando assim danos econdmicos. Tais
agentes bioldgicos seriam introduzidos ou aplicados pelo ho
mem. Quando estes agentes ocorrerem naturalmente, temoscicog
trole bioldgico natural, e quando forem microorganismos, te-
mos o contrdle microbioldgico (BURGES e HUSSEY, 1971).

A maioria das pragas & constituida por insetos
gue possuem, quase sempre, inimigos naturais, os quais man-
"tém os niveis populacionais da praga em equilibrio. Uma alte
racao destes niveis em favor do inimigo natural constitui um
método de controle bioldgico (GALLO, 1970).

O controle microbioldgico tem as vantagens de
ser. seletivo, inOcuo aos homens e animais, e nao ser fitoto-

xico.

Os fungos sao usados ha muito tempo no contro-
le bioldgico. STEINHAUS (1949) citado por: BURGESe HUSSEY
(1971) relata que em 1879, o russo METSCHNIKOFF conduziu o

primeiro experimento importante na destruigao de insetos pre



judiciais por microorganismos, infetando larvas de 4nisoplia

austriaca com o fungo M. anisopliae.

Segundo PRAMER (1965), ROBERTS e YENDOL (1971)
e FERRON (1978), as espécies de fungos entomopétogénicos en-
contram-se distribuidas em todos os grupos de fungos verda-
deiros: Ficomicetos (Entomophthora, éntre<outros), Ascomicetos
(Cordyceps), Basidiomicetos (Septobasidiﬁm)eaFungos Imperfei-

tos (Aspergillus, Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces,etec).

Os fungos podem infectar os insetos nao apenas
através do trato intestinal, mas também pelos espiraculos e
pela superficie do integumento, o que possibilita a infecgao
independentemente da atividade alimentar do inseto (FERRON ,
1978).

Outro aspecto importante no controle por fun-
gos & que um fungo entomopatdgeno possui muitos hospedeiros,
como por exemplo, o M. anisopliae, cuja gama de hospedeiros
excede 200 espécies de insetos (VEEN, 1968, citado.. por RO-
BERTS e YENDOL, 1971).

Como ocorre com outros agentes de controle bio
1logico, os fungos podem ser usados de trés modos diferentes
no controle de insetos, dependendo das caracteristicas do

'pr6prio fungo e do inseto envolvido.

a). colonizagao: o fungo & introduzido na populagao de inse-

tos, onde ele se estabelece permanentemente.

b). inseticida microbiano: o fungo & aplicado varias vezes ,

quando necessario, como se faz .com inseticidas‘quimicos.

c). controle integrado: sistema de manejo de pragas que uti-
liza técnicas selecionadas de modo a causar o minimo pos
sivel de alteracao nos agentes bidticos protetores (pa-
rasitas, predadores e patdgenos), mas mantendo a popula-
¢ao das pragas num nivel que nao cause danos econdmicos.
(ROBERTS e YENDOL, 1971).



A pratica do controle integrado esta cada vez
mais difundida, pois o uso indiscriminado de defensivos qui-
micos, vem acarretando sérios problemas ecoldogicos, e o uso
isolado do contfbie bioldgico, muitas vezes nao leva a resul
tados satisfatorios. (SMITH e REYNOLDS, 1966, AZEVEDO, 1979,
e PASCOAL, 1979). '

Além disso, o uso de certas técnicas agricclas
também pode ser antagdnico aos agentes bidticos. O controle
integrado, oferece .pois, uma oportunidade de evitar a ruptu

ra do sistema ecoldogico, restabelecendo o equilibrio.

2.2. Contréle integrado e compatibilidade com defensivos

quimicos

Em Gltima andlise, o controle integrado se re-
sume na aplicacao simultanea de agentes bioldgicos e quimi-
cos. E muito importante entao, que se conheca com profundida
de a agao destes defensivos sobre os organismos vivos junto
aos quais vao atuar no combate ds pragas, isto &, se eles tém

efeitos antagdnicos ou sinérgicos.

Muitos sao os trabalhos de pesquisa desenvolvi

dos nesta area.

Ja em 1950, FISCHER e GRIFFTHS, trabalhando em
pomares de Citrus, na Florida, concluiram que compostos a
base de enxofre exerciam efeitos fungicidas nos fungos ento-

mogenos Myiophagus sp Thaxter e Hirsutella besseyi Fischer.

HALL e DUNN, 1959, estudaram a agao dos inseti
cidas Parathion, Malathion, Demeton, Trithion e DDT e dos
fungicidas Enxofre molhavel, Dithane Z-78, Ferban, Bordeaux
5 - 5 - 50 e Captan sobre cinco espécies do fungo
Entomophthora, que ataca um pulgao, praga de alfafa. A espé
cie mais importante, Entomophthora exitialis, foli a mais sus
cetivel aos defensivos utilizados, seguida por E. obscura

a espécie menos afetada foi E. coronata.
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DIRIMANOV e ANGELOVA (1962) citados por RO-
BERTS e CAMPBELL (1977), testaram 22 inseticidas em Beauveria
bassiana. Concluiram que DDT, Diazinon, Dieldrin, e Toxafeno,
se mostraram inofensivos, enquanto que Methylparathion,
Parathion Systox e Malathion provocaram inibigao, gque foi

mais severa com o Malathion.

EVLAKOVA (1964) felata um caso de sinergismo
entre DDT e fungos, pois em doses de 0,025; 0,05; 0,17 0,5 e
1%, o inseticida incrementou o crescimento e viruléncia de
B. bassiana e Aspergillus flavus. O BHC nao estimulou, e o

isbmero gama foi toxico.

RAMARAJE et .alii, 1967, testaram o efeito de
Dimecron, Folidol, DDT, Malathion, Endrin e BHC a 0,04; 0,05/
0,06 ;- 0,1 e 0,5% no desenvolvimento de B. Bassiana e M.
anisopliae,'tomando como parametro seu’ crescimento emmeio 11
quido e sd0lido. O BHC 50% inibiu o crescimento de ambos os
fungos em todas as concentragoes, enquanto que Dimecron foi
inbcuo. Os outros inseticidas tiveram efeitos inibitdrios di
ferentes sobre os dois fungos, em ordem decrescente para
Endrin, Malathion, Folidol e DDT. M. anisopliae cresceu hnas
placas com 0,04% de Endrin,mas nao ' cresceu nas outras. Os
autores concluiram também que a agao dos inseticidas varia
com seu tipo, concentragao e fungo usado, bem como o tipo de

meio de cultura empregado.

MACHROWICZ (1967) citado por ROBERTS e CAMPBELL
(1977), trabalhando com M. anisopliae testou os inseticidas
Metasystox e Ekatin, e ambos provocaram ‘inibicao de cresci-

mento no fungo.

Em 1970, CADATAL e GABRIEL, ensaiaram tré&s fun-
gicidas e nove inseticidas "in vitro", sobre M. anisopliae,
B. bassiana e Entomophthora sp. O BHC, DDT, Diazinon e
Chlorfenvinphos pouco afetaram os fungos, mas Methidathion

(Supracide), Carbaryl, Endosulfan, Endrim e Fenitrothion
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inibiram a germinagao e a esporulagao, completa ou parcial
mente.

FERRON (1971) testou misturas de quantidades
crescentes de esporos de B. tenella e doses reduzidas de dois
inseticidas organofosforados {(Parathion e Trichloronate) em
larvas de Melolontha melolontha, para verificar se essa mis-
tura favorecia o desenvolvimento da micose. A adigao de pe-
quenas quantidades de Parathion ou Trichloronate, a baixas
dosagens de esporos (que nao conseguiam estabelecer a doen-
ca isoladamente), provocou um aumento’ real da doenca. Na do-
sagem de 106 esporos/g, a mortalidade pelo fungo foi aproxi-
madamente a mesma, com ou sem a adigao do inseticida, mas o
desenvolvimento da infeccao foi mais rapido quando se usou es-
poros mais um dos inseticidas. Estes resultados possibilitam
a realizagao de experimentos em campo, usando baixas dosagens
de um inseticida cdm poder residual baixo, para  favorecer o
desenQolvimento da doenca flingica em populac¢des naturais de
larvas.

Em 1972, WILDING testou os efeitos dos fungici
das Benomyl, Dimetrhirimol e Triarimol, sobre o fungo
Cephalosporium aphidicola, patdogeno do pulgao Aphis gossypiti
Glover, parasita das Cucurbitaceas.Benomyl e Triarimol ini-
biram o desenvolvimento do fungo,"in vitro". “In vivo" nem
Triarimol nem Dimethirimol afetaram o desenvolvimento do fun
go no inseto, talvez porque os inseticidas se movimentam pe-
lo xilema e os pulgoes alimentam-se do floema, absorvendo
assim, dosagens muito baixas dos fungicidas. Ja o Benomyl,
matou os insetos que se alimentaram das plantas. Este ensaio
foi necessario, porque os fungicidas sao muito usados em
Cucunbitaceas para controlar o mildio (Sphaerotheca fuliginea).
O autor aconselha entao o uso de Triarimol e Dimethirimol pa

ra controle do mildio.

WANG e LEW (1972) citados por ROBERTS e CAMP
BELL (1977) trabalharam com os fungos M. anisopliaeeIsaria
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sinclarii e testaram a agao de alguns defensivos sobre os re-
feridos fungos. Os defensivos usados foram Aldrin, Aldrin +
2,4D + Atrazine, Heptachlor, Heptachlor + 2,4D + Atrazine,BHC
e BHC + 2,4 ~-D + Atrazine, e em nenhum dos casos houve inibi-

cao, tanto para M. anisopliae, como para I. sinclarit.

SIKURA e ZHIGAEV (19725,' misturaram Boverin
(B. bassiana) com os inseticidas Carbaryl, Trichlorphon e
Dimethoate, e utilizaram a mistura para pulverizar macieiras
contra Cydza pomonella (L). Concluiram que a aplicégao conjug
ta de Boverin e inseticidas, apresentou um indice de controle
bem mais alto que o inseticida sozinho, além de permitir uma
redugcao da gquantidade do produto quimico da ordem de dez

vezes.

FARGUES (1973) estudou a sensibilidade de lar-
vas do Colebptero (Leptinotarsa decemlineata) submetidas a
mistura de esporos de B. bassiana e doses reduzidas de DDT .
A porcentagem de mortalidade foi maior com a mistura Beauveria
DDT, mas a quantidade de individuos mortos pelo fungo, neste
caso, nao foi significativamente diferente de quantidade encon
trada quando se usou apenas Beauveria. Isto significa que o DDT
em doses reduzidas, nao predispOoe o hospedeiro ao ataque do
fungo, a nao ser. quando o substrato de pupagao (folhagem) e

contaminado pelo inseticida.

GRUNER (1973) estudou a sensibilidade de lar-
vas de Phyllophaga pleei BL. e P, patrueloides PA, (Col.
Scarabaeidae), a sete linhagens do fungo M. anisopliae, iso-
ladamente, e associado a doses reduzidas de Parathion e
Trichloronate. As larvas dos dois insetos mostraram-se resis-
tentes ao M. anisopliae. Com a adigao do Parathion, houve um
aumento de mortalidade, o mesmo nao acontecendo com a adigao
de Trichloronate. Nos dbis casos, apds 3 meses, houve sb um
caso de patogenicidade. As larvas de P. patrueloides foram
mais sensiveis ao M. anisopliae ; a adigao do Parathion, embo

ra aumentando a mortalidade, nao influiu no desenvolvimento
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da doenca.

OLMERTH e KENNETH (1974) estudaram o efeito de
nove fungicidas e quatorze acaricidas sobre os fungos B.
bassiana ; Verticillium lecanii e Verticillium sp. Os defensi
vos foram adicionados ao meio de cultura e posteriormente fo
ram medidos os didmetros das coldnias. Todos os produtos cau
saram inibicao em Verticillium spp, com excegao do Oleo
(White Summer Oil), cuja inibigao foi leve. Diferentes isola
dos de Beauveria e Verticillium mostraram variagdes quanto
a sensibilidade aos fungicidas Captan, Dinocap, Oxicloreto de
Cobre e éinapacryl, e aos inseticidas, Trichlorfon e Oleo Pa-
rafinico. A maior inibigéoJfoi causada pelos fungicidas Beno
myl e Maneb, nas dosagens recomendadas e nas concentragoes
1071 daquelas, para todos os isolados dos dois géneros. Ja o
Oxicloreto de Cobre e o Dinocap foram os menos ativos sobre
todos os fungos, com excegao de B. bassiana. Entre os inseti
cidas, somente o Fluorsilicato de s6dio, inibiu a germihacgao
de esporos de B. bassiarna nas dosagens recomendadas, enquan-
to qué para o Verticillium ssp houve forte inibicao com o

Fluorsilicato de sodio, Chloropyrifos e Dichlorvos.

Também em 1974, SOPER et alii testaram a agao

de fungicidas, inseticidas e reguladores de crescimento de in
setos sobre algumas espécies de Entomophthora. Dentreos re-
guladores de crescimento de insetos usados o ENT 70459 e o
ENT 70513 apresentaram inibigao variando de fraca a completa, de
pendendo da espécie de Entomophthora. Os inseticidas usados
foram Carbaryl, Azinphosmetil, Endosulfan, Oxydemeton methyl
e Demeton, sendo que apenas este ultimo foi compativel com
Entomophthora. O fungo foi tolerante a um Gnico fungicida, o
Chlorothalonil.

KARADZHOV (1974) observou efeitos complementa-
res entre B. bassiZana e alguns inseticidas. Ele utilizou
Boverin (esporos de B. bassZana) juntamente com Carbaryl,

Methyl Parathion e Tetrachlorvinphos, contra Carpocapsa
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pomonella (L). Observou que a mortalidade foi de 13% quando
usava somente o fiungo e de 95% na associacao fungo + inseti-
cida.

Diversos defensivos foram usados por IGNOFFO
et alii (1975), num estudo sobre toxicidadeicom.;rélagéo ao
fungo Nomuraea rileyi (Farlow) Sanson, que & usado no comba-
te a lagarta Anticarsia gemmatalis em soja. Foram usadas vin
te e cinco inseticidas, oito fungicidas e oito herbicidas,
na dosagem recomendada pelo fabricante, metade e um décimo
dessa dose. O ensaio foi conduzido "in vitro"™ usando SMA co-
mo meio de cultura. Os defensivos foram diluidos em agua des
tilada. Discos de papel esterilizados foram mergulhados nes-
sas solucoes e colocados nos centros de placas inoculadas u-
ma hora antes, com o fungo em questdo. A avaliacdo foi feita
pela medida  do halo de inibicao ao redor do disco de papel.
Os autores concluiram que dos oito fungicidas ensaiados, ape
nas um, Lorvek (pyroxychlor), nao inibiu o crescimento de W.
rileyi. Os outros como Bravo (Chlorotalonil), Ferban (Dimetil-
ditio-carbamato férrico), Duter (hidrdoxido de trifenil esta-
nho), Fungisperse (Enxofre + zineb), Manzate (Maneb) e Ditha
ne M 45 (Mancozeb) inibiram o crescimento do fungo mesmo a um
décimo da dosagem recomendada. Dos vinte e cinco inseticidas
testados, os que nao causaram inibicao foram DDT, Furadan,En
drin, Dimilin, Lannate, Guthion, Mariate, Mobil 9087, Sevin,
Orthene Vydate e TH 6042. Os hebicidas que causaram inibicao
no fungo foram: Butoxone SB, Lorox, Premerge e Ronstar.

FARGUES (1975) estudou o comportamento de lar-
vas de Leptinotarsa decemlineata, em cultura de batatas, pa-
ra determinar se havia ou nao efeito sinérgico quando o fun-
go B. bassiana era combinado com os inseticidas Azynphos
Ethyl ou Carbaril a diferentes dosagens. Os tratamentos fo-
ram Beauveria em dosagem normal e reduzida, inseticida em
dose normal e reduzida, Beauveria + inseticida a dosagens re

duzidas e controle. Foram usadas larvas L3 (jovens e velhas),
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e larvas L,- De modo geral, o autor concluiu que nao houve
sinergismo entre Beauveria e oOs inseticidas testados. A ida-
de das larvas influiu, sendo que com as larvas mais velhas
observou-se eficiéncia maior da combinagao. Observou-se tam-
bém que somente com os inseticidas, a mortalidade foi " rapi-
da; com o fungo, a mortalidade ocorreu durante\toda'a'}z'id‘aldb:' in
seto, mas sempre numa mesma faixa, e com a combinacdo . dos
dois produtos, nao se obteve eficiéncia superior a dos. compo

nentes separados.

GARNAGA (1975), trabalhou com uma mistura de
Boverin (esporos de B. bassiana) e Entobakterin (preparagao
de Bacillus thuringiensis) ambas misturadas com Trichlorphon;
obteve mortalidade superior a 88% para Plutella xylostella

(L) e em torno de 50% para larvas de Manestra brassicae (L).

Em 1976, ZAYATS et alii relataram.a obtencgao
de resultados muito bons no controle de Leptinotarsa
decemlineata (Say) usando a mistura de Boverin (B. bassiana)

e o inseticida : Trichlorfon.

O comportamento do fungo N. rileyt (Farlbw)
com relacao a lagarta A. gemmatalis, retirada . da soja gque
-havia recebido tratamento com inseticidas, foi estudado por
JOHNSON et alii (1976). Os inseticidas utilizados foram
Benomyl, Benomyl-carbaryl e Benomyl-Parathion Methyl. Em to-
dos os casos houve um retardamento no crescimento de Nomurea

em pelo menos treés semanas.

TORIBIO (1976) estudou o .comportamento do fun-
go Acrostalagmus aphidum, fungo patogénico a pulgoes, com
relacao ao fungicida Benomyl. Sementes de Vigna sinensis fo-
ram tratadas com Benomyl (4g/kg), e isso diminuiu a eficicia
do fungo contra o pulgao preto, Picturaphis brasiliensis. Nas
testemunhas a mortalidade devida ao Acrostalagmus foi de 96%
contra 68% das mortalidades para sementes tratadas com Be-
nomyl. Quando Benomyl, Propineb e Difolatan foram pulveriza-
dos sobre as plantas, a eficiéncia dos fungos foi ainda mais

reduzida.



Em 1977, GORAL e LAPPA, estudando uma maneira
de diminuir a populacao de Leptinotarsa decemlineata (Say),
em cultura de batata, conseguiram éxito com a mistura de
Boverin (B. bassiana) com Dilor e Trichlorphon. O uso de
Boverin sozinho, teve efeito protetor semelhante, emborabrg
duzido.

Também visando o controlé de Leptinotarsa
decemlineata, BAJAN et alii (1977), estudaram o comportamen
to - dos ' fungos B..basszana, Paecilomyces farinosus e
chlorfenvinphos. O inseticida foi-aplicado de maneiras dife-
rentes, e as respostas foram também diferentes. Assim, em
meio de cultura o chlorfenvinphos em concentragoes de campo
inibiu, embora n3o completamente, os fungos. A inibicdo rela
cionou-se diretamente com a dose usada. Outro modo de aplica
cdo do inseticida, foi em vasos, cujo solo foi previamen—
te inoculado com fungo. Neste caso, houve aumento de mortali
dade de insetos adultos, mas nao de pupas. Os fungos retira-
dos dos solos tratados com o-chlorfenvinphos‘mostraram—se
mais patogénicos para larvas de Galleria mellonela (L)(iaque

os solos nao tratados.

WOSCIECHOWSKA (1977) estudou os efeitos de her
bicidas sobre os fungos P. farinosus, P. fumosoroseus e
B. bassiana. O autor usou os herbicidas Linuron e Monolinuron
em dosagens de 0,06 a 0,1%, constatando inibigao, enquanto
gue na dosagem de 0,01% houve estimulacdo do crescimento e
desenvolvimento. Nas concentragoes de campo Linuron reduziu
a patogenicidade de B. bassZana, mas nao afetou Paecilomyces

spp enquanto gque com Monolinuron os efeitos foram contrarios.

Em 1977, ZIMMERMANN, estudou o efeito de fungi
cidas sistémicos em tres fungos que afetam pulgoes:
Entomophthora aphidis, E. thaxteriana e E. virulenta. Os re-
sultados foram os seguintes:

16
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- Calixin e Imugan — germinagao completamente inibida
- Plantvax e Saprol — inibigao forte

- Benomyi e Milstem — inibiu somente E. aphidis

- Cercobin M — foi pouco toéxico

Em 1978, MATTA e OLIVEIRA, trabalharam com Ma
latol 50E (Malathion 50%) testando seus efeitos sobre M.
anisopliae. Os testes foram feitos "in vitro" e as dosagens
usadas foram de 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6% observando-se que o fun
go respondeu ao inseticida, sem perda de viabilidade e pato-
genicidade, nas concentragoes mais baixas. Segundo estes au-

tores, pode-se usar Malatol 50E + Metarhizium a nivel de cam
po.

LOCH (1978) estudou o fungo V. rileyi (Farlow)
com relagao a alguns aspectos nutricionais e comportamentais
em presenca de dezesseis inseticidas, dezesseis fungicidas e
oito herbicidas usados em cultura de soja. Os testes foram
. feitos "in vitro" com as dosagens de 10, 100 e 1000 ppm do
principio ativo e a avaliagao foi feita através da medida
dos halos de inibigao formados. De modo geral, os produtos -
quimicos afetaram mais a esporulagao do que o crescimento mi
celial. Apgnaé um herbicida, o Dinoseb, inibiu crescimento
micelial e'éSporulagéo. Dos fungicidas, apenas o Dodine e
Chloroneb nZo afetaram o fungo nas trés concentragoes. Os
inseticidas Phosalone, Toxafeno + Phosalone, . Endosulfan e
Camphechlor, inibiram esporulacao, enquando que o CGA 15.324 ,
Parathion, Lindane e Fenitrothion, afetaram tanto esporula-

¢ao como crescimento.

SANTOS (1978) e SANTOS e AZEVEDO (1982) estuda
ram a inflpéncia de alguns fatores como temperatura, luz,
agentes mutagénicos e alguns fungicidas sobre o crescimento,
esporulagao e germinagao de M. anisopliae (Metsch) Sorokin .
Os fungicidas usados foram Cloroneb, Vitavax e Benlate, sen-

do que este ultimo inibiu o fungo na dosagem de 4 -lig/ml. A
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fregiiéncia de mutacao espontidnea do fungo ao Benlate foi de
2,35 mutantes por 106 conidios. Dois tipos de mutantes pude-
ram ser distingﬁidos, o primeiro causando altos niveis de re '
sisténcia (1024 Ug/ml) e o segundo, niveis menos elevados
(128 pug/ml).

ALVES (1978) estudou a acdo de 15 inseticidas
e um fungicida sobre E. thuringiensis var Xkurstacki (Berli
ner, 1915), M. anisopliae (Metsch) Sorokin e Aspergillus sp.
Os defensivos foram adicionados ao meio de cultura nas ddsg
gens de 10,100 e 1000 ppm. Para o B. thuringienstis, o}
Methonyl foi o menos toxico, enquanto que Parathion Ethyl e
Endosulfan foram os que apresentaram maior toxicidade. Na do
sagem de 1000 ppm, o Oxicloreto de cobre, e o Omethoate nao
inibiram M. anisopliae sendo que este Gltimo chegou a favore-
cer o fungo. Na dosagem de 100 ppm. os citados acima mais
Vamidothion e Dimethoate nio afetaram o crescimento de
Metarhizium. Para 10 ppm., todos os citados .mais o Monocro
thophos. nao inibiram o fungo, sendo:que o Oxicloreto de cobre,
Monocrotophos_e Omethoate favoreceram o crescimento. Quanto
ao Aspergillus sb nao houve inibicdo de crescimento com o
Omethoate, na dose de 1000 ppm. Na dosagem de 10 ppm. ape-
nas Permetrin e Penthoate ndo afetaram o desenvolvimento

do fungo.

Em 1978, KELLER testou o Dimilin (diflubenzu’
ron), inibidor de sintese de quitina em insetos, sobre os
fungos: B. tenella, M. anisopliae e algumas espécies de
Entomophthora avaliando seus efeitos no crescimento e germi-
nacao de conidios para as duas Ultimas espécies. Concluiu
que o produto, em determinadas concentragSes inibiu levemen

te B. tenella e M. anisopliae, nao afetando Enthomophtora.

Em 1979, Schmitt estudou o efeito do fungicida
Benomyl, em condigoes de lavoura de soja, sobre a incidéncia
dos fungos N. rileyi e Entomophthora sp em lagartas de A.

gemmatalis Hubner e Plusia spp. Concluiu que a incidéncia
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destes fungos nao foi fator decisivo para o controle das la-
gartas, e a aplicagao do Benomyl nao interferiu no apareci

mento dos fungos. O virus da poliedrose nuclear parece ter

sido o agente controlador da doenca neste experimento.

» MESSIAS (1979), a partir de um dipldide de
M. anisopliae, variedade minor, obteve hapldides com a for
macao de setores induzidos pela adigao de 100 ug/ml de Clo-

roneb (1,4 - Dicloro - 2,5 - dimetoxibenzeno).

HADDAD e MESSIAS (1979), avaliaram a influén -
cia de espalhantes adesivos (Novapal e Sandovit) e o inseti-
cida Sevin 80, sobre o fungo M. anisopliae. As concentracgoes
usadas para os espalhantes foram 0,01 ;-0,05; 0,1; 0,2; 0,3
e 0,5%. Os autores concluiram que o Novapal pode ser usado
nas concentragoes recomendadas pelo fabricante, uma vez que
nao afetou nem a germinacdo nem a esporulagao, O mesmo  nao
acontecendo com o Sandovit, que provocou redugao no cresci -
mento de 33,75%. Os estudos realizados com Sevin 80 demons -
traram inibigao no peso seco quando se utilizou 96 ugde inseti
cida/ml.

Em 1980, ALVES et alii estudaram o efeito fito
toxico dos inseticidas Arprocarb 50CE, Carbaryl 80 PM, Fenva-
lerate 20 CE e Trichlorphén 80 PS. Cada inseticida foi testa
do nas concentragoes de 0,25, 0,5 e 1% do i.a. em meio de
BDA + Aureomicina. Concluiram que Arprocarb foi o mais toxi
co e Trichlorphon o mais indcuo. Todos os inseticidas tive -

ram efeito esporostatico.

Ainda em 1980, ALVES et alii, procuraram veri-
ficar o efeito de alguns herbicidas usados em pastagens e cul
turas de cana de aglicar, sobre o fungo M. anisopliae. Os her
bicidas, testados nas concentracoes de 1 e 2% p.a, foram Tor
don 101 (2,4 - D +Picloran), U - 46 (2,4 - D ester), Banvel
450 F (Dicamba + 2 - 4 - 5, T) e DMA - 6 (2,45 amina). Ape-
nas o Tordon permitiu o desenvolvimento do fungo, mas afetou

a esporulagao enquanto que os demais tiveram agao esporicida
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sobre o fungo.

CAMARGO e GABRIEL, 1980 testaram a toxicidade
de alguns herbicidas para o M. anisopliae. Os produtos testa
dos foram: Tordon 101 (2,4-D + Picloran), Herbamina (2-4, D)
e Banvel (Dicamba + 2, 4-D). As copcentragaes usadas foram
0,25;°0,5;"1,0 & 4,0% de p.a. Todos foram tdxicos ao fungo,
sendo o Banvel o mais tOxico deles, pois.nao permitiu cresci
mento em nenhuma das concentragbes. A Herbamina nao inibiu o
fungo apenas na concentragéo mais baixa, enquanto que o Tor -

don diminuiu muito o crescimento e esporulacgao do M. anisopliae.

CARNEIRO (1980) e CARNEIROetalii(198l)avaliaram
os efeitos tOxicos de alguns defensivos' sobre M. anisopliae
e B. baésiana. Os seguintes produtos foram testados: Gesatop,
DMA-6, Ronstar, Carbaril 80 PM, Ambush e Furadan,.nas dosa-
gens de 1%, 2% e 3% p.a. para os herbicidas, e nas dosagens
minima, média e maxima recomendada pelos fabricantes, - para
0os inseticidas. Os defensivos apresentaram os mesmos efeitos
para os dois fungos, e aqueles que menos afetaram o cresci -
mento foram Ambush, Furadan e Gesatop. Houve inibigao da ‘es-
porulagao com Ronstar e Carbaryl. J& o DMA-6 inibiu completa
mente o crescimento das coldnias. Os fungos provenientes dos
‘tratamentos que inibiram o crescimento ou a esporulagao fo-
ram repicados para meio de cultura sem defensivos, onde cres
ceram normalmente, o que significa que houve apenas . efeito
esporostatico. Os fungos provenientes dos tratamentos com
DMA-6 nao cresceram, demonstrando que O herbicida teve agao

fungicida.

CASTRO et alii (1980) estudaram a compatibili-
dade de M. anisopliae a quatro defensivos quimicos (herbici-
das: Herbiflan, Lago e Round-up e inseticida Daconil). Utili
zou-se meio de cultura de farinha de milho. Concluiram que
o Herbiflan e o Round-up foram altamente compativeis com o
fungo, enquanto Daconil e Lago inibiram a germinacado e o cres

cimento.



TEDDERS (1981l) testou seis fungicidas (Triphe-
nyltin hydroxide, Dodine, Zingp, Benomyl, Dinocap e Enxofre),
usados na cultura de peca contra os fungos B. bassiana e M.
antsopliae, que sao patogénicos ao gorgulho da peca (Curculio
caryae). Triphenyltin hydroxide foi o mais toxico aos dois
fungos, seguido por Benomyl, Zineb e Dodine. Os menos toxi

cos foram Enxofre e Dinocap.

Em 1981, HALL estudou a compatibilidade de va-
rios defensivos sobre o fungo V. lecanii, que ataca pulgéeé.

Concluiu que alguns deles sao compativeis.

2.3. Genética de M. anisopliae

Os microrganismos do mesmo modo que oOs animais
e plantas podem ser geneticamente melhorados, desde que haja
variabilidade dentro da espéecie, seja esta natural ou induzi

da por agentes fisicos ou quimicos.

Portanto a avaliagéo desta variabilidade natu-
ral, bem como o desenvolvimento de métodos eficientes de iso
lamento e caracterizacao de mutantes, sao imprescindiveis
quando se deseja aplicar um programa de melhoramento genéti-

co em determinada espécie.

A variabilidade dentro de uma espécie permite
ainda, que se faca a caracterizacao de linhagens, baseando-se
em mais de um parametro, o que torna facil a identificacao
ou separacao destas linhagens apds aplicacao conjunta, ou
mesmo apOs aplicacao de linhagens isoladas, mas em areas on-
de o fungo ja existia naturalmente, ou se havia estabelecido
por aplicacoes anteriores. (AZEVEDO e MESSIAS, 1983, no pre
lo).

Intmeros trabalhos mostram que diferentes iso-
lados de M. anisopliae apresentam variacdo para caracteristi

cas distintas, tais como: tamanho e tipo 'de conidios, padrdes

21



eletroforéticos, curvas de cromatografia gasosa, producgao de
enzimas extracelulares, resisténcia a inibidores como luz ul
travioleta, defensivos agricolas, etc. (TULLOCH, 1976; TINLI
NE, 1971; MESSIAS et al, 1978; FARGUES et al, 1975; DE CONTI
et al, 1980; ROSATO et al, 1981; AL AIDROOS e ROBERTS, 1981;
ALVES, 1982; SANTOS, 1978; HADAD e MESSIAS, 1979; SANTOS e A
ZEVEDO, 1982). '

A maioria dos estudos genéticos se faz através
de mutantes isolados em laboratorio e obtidos com o uso de a

gentes mutagenicos fisicos ou quimicos.

Em M. anisopliae, muitos mutantes tem sido ob-
tidos, como por exemplo: mutantes auxotroficos, morfologicos
e de coloracao alterada de conidios (TINLINE e NOVIELLO, 1971 ;
MESSIAS, 1979; MESSIAS e AZEVEDO, 1981; AL-AIDROS, 1980), mu
tantes resistentes e agentes inibidores (SANTOS, 1978; SAN-
TOS e AZEVEDO, 1982), etc.

O isolamento deste mutantes, permitiu e deter-
minacao do ciclo parassexual em M. anisopliae. O ciclo paras
sexual € o Gnico sistema de recombinacao para fungos imper -
feitos. Assim, estudos genéticos nestes fungos, s6 foram pog
siveis a partir de 1952, quando ROPER, trabalhando com Asper
gillus nidulans, conseguiu obter dipldoides estaveis apos fu-
sao de hifas, com o uso de mutantes morfoldgicos e nutricio-
nais complementares. A partir dai, PONTECORVO e ROPER (1952)
mostraram a existéncia de recombinacao mitotica e haploidiza

cao, determinando assim, o ciclo parassexual no referido fun

go.

A parassexualidade de M. anisopliae foi recen-
temente descoberta por MESSIAS e AZEVEDO (1980), usando mar-
cas para auxotrofia e coloracao alterada de conidios, e con-
firmada por AL-AIDROS (1980), que usou marcas para resisten-

cia.
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3. MATERIATS E METODOS

3.1. Linhagem utilizada

A linhagem de Metarhizium anisopliae utilizada
neste trabalho, foi a linhagem E6' cedida pelo Dr. Joao

LGcie de Azevedo (Universidade de Brasilia).
A linhagem E6 € proveniente do estado do Espi-
rito Santo e é uma das mais virulentas linhagens conhecidas.

3.2. Materiais

3.2.1. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o BDA (Batata

Dextrose - AGAR), cujo preparo consiste em:

infusao de batata - 200 g
dextrose - - 20 g
agua destilada - 1000 ml

O pH foi ajustado para 6,8, utilizando-se NaOH

3.2.2. Solugao de tween

Foi prepa¥ada uma solugao de tween 80 0,1%
(v/v) em agua destilada. A solugao foi distribuida em tubos,

esterilizada em autoclave 3 pressao de 1 atm por 15 minutos,
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e conservada em refrigerador.

*3.2.3. Sais de metais

Foram utilizados os seguintes sais de metais ,

todos fabricados pela Merck.

Sulfato de Manganeées Mn SO,
‘Sulfato de Cobre Cuso,
Sulfato de Zinco ZnSO4
Bicloreto de Mercurio HgCl,
Acetato de Chumbo Pb(CH3 COO)2

- As concentragoes utilizadasﬁfexcetoﬂnoé casos
especificados, foram as seguintes: 0, 1, 5, 10, 50, 100 ,

1000, 2000, 5000 e 10000 pg de sal por ml do meio de cultu-

ra.

3.2.4. Defensivos

Foram utilizados quatro inseticidas: Malathion
50E, Perfektion 40CE, Decis, 2,5 CE, Sumicidin 20 CE, e um
herbicida: Bihedonal.

As dosagens utilizadas para todos 6s defensi-
vos foram calculadas de modo a se enquadrarem na faixa reco -
mendada pelos fabricantes e foram as seguintes: 0, 1, 5, 10,
50, 100, 1000, 2000, 5000 e 10000 ug do p.a./ml, com excegao
do Decis, para o qual foram usados 0, 0,01]; 0,02; 0,05; 0,10;

0,20; 0,50; 1,0; 2,0; 5,0; 10; 20; 30 e 40 pg p.a./ml.

As caracteristicas destes produtos sao as se -
guintes: ’
a) Malathion 50E (Agroceres S/A)
Nome técnico - Malathion

Grupo quimico - fosforado
Nome quimico - ditiofosfato de 0,0 - dimetil de S (etil -

1,2 - dicarboetoxi).
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O, PS

Formulg bruta - ClO ng 6 5

Modo de agdo - acaricida fraco e inseticida com agao de

contato, ingestao, fumigacao e profundidade.

Dosagem recomendada - 0,06 - 0,15% p.a
0,4 - 1,0-1/ha
Concentragao do produto - 50% Malathion

Pragas combatidas - pulgdes, lagartas, cochonilhas sem ca
rapaga, moscas das frutas, pulgas, piolhos, carrapa-

tos, cigarrinhas, etc.

Efeito fitotOxico - algumas cucurbitaceas, como pepino ,
abobrinha italiana e mamoeiro, sao sensiveis ao pro-
duto.

Toxicidade - DL, - 1375 - 1500 mg/kg

Poder residual - 7 dias aproximadamente

Perfekthion (BASF Brasileira S.A - Industrias Quimicas)

Nome técnico - Dimetoato
Grupo quimico - sistémico fosforado

Nome quimico - ditiofostato de 0,0 - dimetil S - (N-metil
carbomail- metila)

FOrmula bruta - C5 H 0 NPS2

12 —3
Modo de acgdo - inseticida e acaricida com agao sistémica,
contatocfumigagéo(pouco importante). Parece ter acao

de profundidade sobre os frutos.

Dosagem recomendada - 0,05 - 0,15% p.a. ou
0,4 -1,2'1/h
Concentragao do produto - 41% Dimetoato
Pragas combatidas - lagartas, pulgdes, trips , cigarri -

nhas, moscas das frutas, algumas espécies de acaros,

etc.
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Toxicidade - moderada, por via oral

DLsooral = 215 mg/kg
DL, dérmica - 150 - 1150 mg/kg

Poder residual - 14 dias aproximadamente

Decis EC 2,5 (HOECHST)
Nome técnico - Decametrina
Grupo quimico - piretrdoide sintético.

Nome quimico - (S) - a - ciano - m - fenoxibenzil - (1R ,
3R) 3 - (2,2 dibromovinil) 2,2 dimetil ciclopropano
carboxilato.

Formula bruta - C17 H16 NO3 Br,

Modo de agao - inseticida com agdo de contato e ingestao.

Dosagem recomendada - 0,2 1/ha

Concentragao do produto - 2,5% Decametrina

Pragas combatidas - lagartas de modo geral, bicho mineiro,
pulgoes, trips:, cigarrinhas, percevejos, vaquinhés ’

mosca das frutas, besouros,; broca dos frutos, etc.
Toxicidade - 70 - 140 mg/kg (dose oral)

Poder residual - muito alto

Sumicidin 20 (IHARABRAS S.A. Industrias Quimicas)
Nome técnico - Fenvalerate
Grupo quimico - piretrdide sint@tico

Nome quimico - alfa ciano - 3 fenoxibenzil - 2 - (4 cloro
fenil) - 3 - Metilbutirato ou alfa ciano - m - fenoxi-

benzil - alfa - isopropil - p - clorofenilacetato.

Formula bruta - C25 H22 NO3 Cl

Modo de agao - inseticida com agao de contato e ingestdo.
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Dosagem recomendada - 0,2 1 p.a/ha
Concentragéo do produto - 20% Fenvalexate

Pragas combatidas - lagartas,‘biého mineiro, broca dos fru
tos de tomateiro, pulgoes, tripes, cigarrinhas, perce

vejos, vaquinhas, etc.

Toxicidade - DL. oral - 451 mg/kg

0

DL dérmica - > 5000 md/kg

50

Poder residual - bastante longo

Bihedonal (MERCK DO BRASIL)
Nome técnico - 2,4 , D + MCPA : .

Grupo quimico - acido fenoxiacético

Nome quimico - acido 2 - 4 - diclorofenoxiacético (2- 4D).
acido 4 - cloro - 2 metil - fenoxiacético (MCPA).
Formula Bruta - C8 H6 O3 Cl2
C9 H9 03 Cl

Modo de agao - acao hormonal sistémica
Dosagem recomendada - 1 - 2% p.a.

Concentragao do produto - 56,7% acido livre.

Toxicidade - moderadamente tdxico por via oral. Nao & ab-

sorvido em quantidades toxicas pela pele.

Indicagoes de uso - controle de ervas de folhas largas ,
nas culturas de arroz, trigo, e outros cereais, cana

de agucar, café, pastagens, plantas aquaticas.

Estes dados foram obtidos de: ALBERTONI e DO

NADIO (1968), CAMARGO (1968), GALLO (1970), MARICONI (1971),
ELLIOT et alii (1978), INFORME AGROPECUARIO (1979), e boletins

dos fabricantes dos produtos utilizados.



3.2.5. Outros materiais

Os equipamentos utilizados em laboratorio para

a realizacao deste trabalho, foram os seguintes:

- autoclave

- es%ufa para esterilizagao de materiais

- estufa bacteriologica (28%9C)

- banho maria

- balanca analitica

- balanca digital

- fluxo laminar (tipo horizontal)

- microscopio

Quanto & vidraria em geral, foram utilizados
placas de Petri, pipetas, provetas, laminas e laminulas, tu-

bos de ensaio, ca@mara de Newbauer, alca de Drigalsky, erlen-

meyers, alca de platina, etc.

3.3. Métodos
3.3.1. Esterilizacao

A esterilizagao do meio de cultura, solugao de
tween 0,1%, solugéo de sais de metais, foi feita em autocla-

ve a 1 atm durante 15 minutos.

Os defensivos foram esterilizados em banho-ma-

ria a 1009C, por 15 minutos,durante 3 dias.
3.3.2. Preparo do Indculo

O fungo Metarhizium anisopliae, linhagem Ec,
foi repicado do tubo original para placas de Petri com meio
de cultura (BDA), onde cresceu e permaneceu puro. Destas pla
cas foi retirado o inbculo, que foi suspenso em solugao de

twenn 80 0,1%. Procedeu-se em seguida a contagem dos esporos,
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e as diluicoes necessarias a fim de se obter as duas concen-
tragoes desejadas; uma entre 106 - lO7 esporos/ml que foi u-
sada para inoculagao no centro das placas e outra com lO3 es

poros/ml, da qual se retirou uma aliquota de 0,1 ml (100 es-

poros), para semeadura nas placas.

3.3.3. Preparo das solugoes de sais de metais e de -

fensivos

Para se testar a influéncia dos sais de metais
.e dos defensivos sobre o fungo, foram preparadas solugoes com
esses produtos, em diferentes concentragoes conforme especi-

ficado abaixo.

Para os sais de metais e defensivos (com exce-
cao do Decis), foram preparadas solugoes aquosas, de modo a
se obter 200.000 pg/ml. No caso dos defensivos, os calculos
foram feitos, baseados na concentracao dos mesmos e de modo
a se obter 200.000 ug p.a./ml.

- Estas solugoes foram esterilizadas e a partir
delas foram preparadas diluicOes em agua destilada estéril .
Destas diluigoes foram retiradas aliquotas tais que, acres -
_.centadas a quantidades apropriadas de meio de cultura, forne
-ceram as concentragoes de 1l; 5; 10; 100; 1000; 2000; 5000 e
10 000 pg/ml de meio cultura.

Com o inseticida Decis, foi seguido um outro es
quema, devido a baixa concentracao e baixa dosagem recomenda
da para uso do produto. As diluicoes foram feitas, neste ca-
so, a partir de uma solugao pura de Decis. Do mesmo modo,das
diluigoes foram retiradas aliqudtas, que acrescentadas ao
meio de cultura, forneceram as seguintes concentragBes:-0,0h
0,02 5 0,05 3 0,10 3 0,20 3 0,50 3 1,0 3°2,0 5 5,0 e 10,0 ug

p.a/ml meio cultura.

3.3.4. Preparo das placas:

O meio de cultura, apds esterilizagao e corre-
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cao do PH para 6,8, foi distribuido em frascos, na quantida-
de certa para cada tratamento, sendo que para cada um foram
feitas 4 repetigoOes. Quando o meio de cultqraatingiucerca de
409C, foram acrescentados os sais e defensivos, e em seguida,

verteu-se o meio para placas esterilizadas.
3.3.5. Inoculagao das placas

O indculo foi preparado conforme descrito no
item 3.3.2, e procedeu-se a dois tipos de inoculagao: semea-

dura e inoculagao no centro das placas.

A inoculagao no centro das placas foi feita ,
molhando-se o fio de platina no indculo contendo 10 6élO 7e§

poros/ml e inoculando-se o centro das placas.

Para a semeadura foi utilizada diluicgao de 103

esporos/ml, e foram retiradas atraves de pipetas, aliquotas

de 0,1 ml (em torno de 100 esporos/placas) que foram semea
dos e espalhadas com al¢a de Drigalsky. Foi feito um contro
le, procedendo-se do mesmo modo, mas com O meio de cultura
livre de sais e defensivos. Tanto para os tratamentos, como

para o controle, foram feitas quatro repeticoes.
3.3.6. Incubagao e parametros de avaliagao

As placas foram incubadas a 289C * 19C. No ca-
so de semeadura, foram feitas leituras aos 3, 6 e 12 dias a-
pds a inoculagao, contando-se o nimero de esporos germinados,
representados por uma colonia. Nas tabelas aparecem as mé&dias
destes resultados, que foram aproximados para nlmeros intei

ros.

Ja no caso da inoculagao central, foram feitas
medicoes no didmetro das coldonias aos 5 e 10 dias, e os da-
dos das tabelas representam as médias dos valores obtidos ,

sem aproximagao.



3.3.7. Analise de Setores

No caso dos sais, alguns tratamentos apresenta
ram setores que foram isolados, purificados e estudados quan
to a possibilidade de serem mutantes resistentes ao respecti

vo sal.

Para isto, seguiu-se a meéma metodologia ante-
rior ,isto &, os esporos dos setores foram semeados ou inocu-
lados no centro de placas contendo meio de cultura mais ‘os
respectivos sais em concentragoes altas. Procedeu-se do mes-

mo modo descrito nos iItens anteriores.

Os sais e respectivas concentragoes onde apare
ceram os setores, bem como as concentragdes testadas, estao

relacionadas abaixo:

ZnSO4 (500 pg/ml) — 0, 100, 2000, 5000, 10000 e 20000 npg/ml

CuSO4 (1000 pg/ml) — 0, 500, 1000, 2000 e 5000 pg/ml

Mnso, (1000 pg/ml) — 0, 10000, 20000, 30000 e 50000 npg/ml
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4. RESULTADOS E_DISCUSS@ES

4.1. Influéncia dos sais de metais no crescimento e espo

rulacao do M. anisoplZae.

4.1.1. Acetato de Chumbo

Pela Tabela 1, observamos que o fungo foi re-
sistente ao acetato de chumbo, at& a concentragao de 2000

~ . \ -
ug/ml, com relagao ao crescimento e esporulagao.

No entanto, a esporulagao foi retardada e in-
versamente proporcional & concentragao, & partir de 1000ug/
ml. Tanto na semeadura, como na inoculagao no centro das pla
cas, a partir do 39 dia, observou-se esporulagao normal, se-
melhante & testemunha, até a concentragao de 100 pg/ml. Na
concentragao de 1000 ug/ml, o fungo iniciou a esporulagao no
69 dia e com 2000 ug/ml, s6 no 89 dia.

Quanto ao crescimento, nao houve diferencia -
¢3do notavel de tamanho até 100 pg/ml. A partir dai, o diame-
tro das colonias diminuiu, tanto na semeadura, como na inocu

lagao no Centro da Placa (Figura 1).

Com relagao ao aspecto morfoldgico, as colonias
se apresentaram semelhantes até a concentragéo de 100 ug/ml.

ComlOOOeaZOOOug/ml,ascoanias apresentaram centro mais



Tabela 1 - M. anisopliae - Diadmetro das coldnias (cm), apOs
5 e 10 dias e nuimero de colonias/placa apOs 3,
6 e 12 dias de incubagao a 289C, em meio de cul-
tura com concentragoes crescentes de acetato de

chumbo. Mé&dia de 4 repeticgoes.

Inoculagao

Concentragao Contral Semeadura

ug/ml

5 10 3 6 12

0 2,58 5,60 98 98 98

1 2,52 5,53 90 90 90

5 2,52 5,54 89 89 89

10 2,52 5,50 86 86 86

50 2,54 5,56 85 85 85

100 2,50 5,36 86 86 86

1000 2,27 5,06 85 85 85

2000 1,42 3,98 85 85 . 85

5000 0 0 0 0 0

10000 0 0 0 0 0
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Figura 1. Aspecto morfblégico das coldnias de M.'anisopliae
(inoculagao central) em presenca de acetato de chum-
bo (ug/ml).

Figura 2. Aspecto morfoldgico das coldonias de M. anisopliae
(semeadura) em presenca de acetato de chumbo
(ng/ml).
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claro, e cor mais amarelada, bastante acentuada na concentra-
cao de 2000Mg/ml,tanto na frente como no reverso da placa. De
modo geral, em todas as concentragoes o reverso da placa - ‘se

apresentou mais amarelo que na testemunha (Figura 2).

Este fendotipo diferente poderad ser usado para
diferenciar M. anisopliae de outros fungos, gquando se proce -

der a isolamentos de solos ou outros ambientes.

Esta caracteristica, se demonstrada ser geral
para outras linhagens de M. anisopliae, péderé ser utilizéda
juntamente com outros processos de caracterizagao, como os ja
descritos por De CONTI et alii. (1980).

4.1.2. CuSO4
Na Tabela 2, encontram-se os resultados obtidos
experimentalmente e referentes 3 influéncia do CuSO4 sobre o

M. anisopliae.

Nota-se por estes dados, que concentragoes maio
res que 1000 pg/ml inibiram o crescimento do fungo, tanto na

semeadura, como na inoculagao nc centro da placa.

Embora o M. anisopliae tenha esporulado em to-
das as concentragoes, esta esporulagao apresentou-se normal e
semelhante a testemunha, apenas ‘até a concentracao de 100 ug/
ml. Com a quantidade de 1000 ng/ml, houve diminuicao da espo-
rulagao. Houve também um leve efeito esporostatico do sal so-
bre o fungo, pois para a concentragao de 1000jug/ml,a esporula-
cao foi iniciada no 59 dia, enquanto que nas demais havia es-

poros ja no 39 dia de contagem.

Com relagao ao aspecto morfoldgico, nao houve
diferenciacao notavel guando se comparou as colonias entre si
e com a testemunha, a nao ser na concentragao mais alta, tan-

to na inoculagao central como na semeadura.

Na concentragao de 1000pg/mlhouve diminuicao do



Tabela 2

- M. anisopliae - Diametro das coldnias (cm) apls
5 e 10 dias e nimero de coldnias/placa, apos 3
6 e 12 dias de incubagao a 289C em meio de cultu
ra com concentragoes crescentes de sulfato de co

bre. Média de 4 repetigoes.

Concentragao Ingggiigio Semeadura
ug/ml

5 10 3 6 12
0 2,58 5,60 98 98 98
1 2,50 5,54 96 96 96
5. 2,44 5,28 97 97 97
10 2,56 5,52 93 - 93 93
50 2,52 5,58 92 92 92
100 2,64 5,48 89 89 -89
1000 2,02 4,66 64 64 64
2000 0 0 0 0 0
5000 0 0 0 0 0
10000 0 0 0 0 0
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tamanho das col®nias, algumas delas se apresentando com cen -
tro bem mais claro, na semeadura. Estas'mesmascoﬂiﬁas,no‘iﬁi-
Cio. do crescimento,assemelhavam-se a uma estrela, masxu:fiji
do experimento, mostravam forma arredondada, semelhante a tes
temunha (Figura 3).

Com rélacdo i semeadura e inoculacao central, o
diametro das coldnias diminuiu muito na'concentragéo de 1000
ug/ml, o que foi facilmente observado (Figura 4). Tal fato po
deréd trazer vantagens, pois devido a esse crescimento menor ,
poderemos colocar um nimero maior de coldnias por placa.Eisto
€ vantajoso quando se pretende fazer réplicas de pqlbhias com
diversas finalidades, como por exemplo, "isolamento de mutan -
tes. Outras substancias, principalmente o desoxicolato de s6-
dio, sao usadas com essa finalidade, podendo ser substituidas
pelo sal de cobre em questao (MAKINTOSH e PRITCHARD, 1963).

Na dosagem de 1000 pg/ml, na inoculagao central,
apareceu um setor (Cul) que foi isolado, purificado e inocula
do em concentragoes mais altas (500, 1000, 2000 e 5000 ng/ml)
para se observar se poderia ser um mutante resistente ao . co-
bre. Nao houve crescimento nas concentragoes de 2000 e 5000
Hg/ml, como se observa pela Tabela 3. A Figura 5 mostra o as-
pecto do fungo nas concentragoes em que houve crescimento. Is

so mostra que esses setores e a linhagem original apresen -

tam o mesmo comportamento em relagao ao efeito do sal.

Podemos pnois concluir que possivelmente esses
setores isolados nao séd mutantes resistentes, comportando-se
apenas como fenocOpias ou entao apresentam uma alta instabili
dade.

Por outro lado, como muitos fungicidas cupricos
(calda bordalesa. sulfato basico:.:de cobre, cobres fixos) sao
muito usados em controle integrado, &€ necessario que se conhe

ca o comportamento do fungo em relagao a estes produtos.

ALVES ,(1978), estudou a agao do oxicloreto de
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Tabela 3 - M. anisopliae - Variante Cul - Diametro das colo-

nias (cm) apds 5 e 10 dias e numero de coldnias /

placa, apds 3, 6 e 12 dias de incubagao a 28°C

4

em meio de cultura com concentragoes crescentes de

sulfato de cobre. Média de 4 repetigoes.

Concentragao Ingggiigio Semeadura “
ug /ml 5 10 3 6 12

0 2,00 5,95 90 90 90

500 1,82 5,57 71 73 73
1000 0,87 4,07 66 68 68
2000 0 0 0 0 0
5000 0 0 0 0 0
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Figura 3. Aspectos morfoldgicos das colonias de M. anisopliae

(semeadura) em presenga de sulfato de cobre (ug/ml)

Figura 4. Aspectos morfoldgicos das colonias de M. anisopliae
(inoculagao central) em presenca de sulfato de co-
bre (ug/ml).



Figura 5.
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Aspecto ' morfoldgico das colonias de M. anisopliae
isoladas de Setor Cu,, nas concentragoes em que
houve crescimento apds semeadura em meio com concen

tracgoes de 0, 100 e 1000 pg/ml de Cuso,.
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cobre sobre o M. anisopliae e concluiu que nao houve inibigao

do fungo pelo produto.
4,1.3. Sulfato de Zinco

Na Tabela 4, observamos os dados experimentais

referentes ao sulfato de zinco.

De modo geral, o M. anisopliae mostrou-se alta-
mente resistente ao sulfatode 2inco crescendo até a concentra-
cao de 10000 pg/ml.

Podemos observar que, embora haja crescimento
até a concentracgao de 10000 pg/ml, houvé inibicao quanto ao
tamanho das colonias, ja a partir de 1 upg/ml, com re;agéo a
testemunha:, tanto na semeadura como nas placas inoculadas no
centro. A partir de 1000 ug/ml esta diminuigao de tamanho vai
se acentuando, e as coldnias que cresceram em 10000 pg/ml fo -

ram muito pequenas.

O aspecto morfoldgico das coldnias foi semelhan
te a testemunha, com relagao & forma da coldnia e cor do micé
lio e esporos, até a concentragao de 1000 pg/ml. Com 2000 e
5000 ug/ml as coldonias foram :semélhantes a testemunha em for -
ma, mas a esporulagéo foi de cor verde mais clara, e no cen-
tro da coldénia notou-se a presenca de filamentos com aspecto
cotonoso.lNa'concentragéo de 10000 ug/ml, houve crescimento de
micélio branco, e leve inicio de esporulagao no centro, sen-
~do os esporos ainda mais claros que nas concentragoes anterio

res (Figura 6).

Houve um efeito esporostatico a medida em que
cresceram as concentragoes do sal, mas esse efeito foi se di-
luindo ao longo do experimento. Aos 3 dias, s6 havia esporula
cao até a concentragao de 1000 pg/ml. No 59 dia, a esporula -
cao estava normal inclusive em 5000 pg/ml. Na concentragao de
10000 pg/ml, o inicio da esporulagao se deu ao 99 dia, e a es

porulacao foi mais fraca que nas outras concentragoes.



Tabela 4 - M. anisopliae - Diametro das coldnias

apOs

5 e 10 dias e ntmero de coldnias/placa, apOs

6 e 12 dias de incubagcao a 289C, em meio de cul-

tura com concentragoes crescentes de sulfato

zinco. Média de 4 repeticgoes.
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Inoculagao

Concentragao Contral Semeadura

nug/ml —
5 10 3 6 12

0 2,52 4,15 98 98 98

1 2,12 3,76 98 98 98

5 2,08 3,85 94 94 94

10 2,14 3,85 90 91 91
50 2,16 3,73 91 93 93
100 2,00 3,54 86 86 86
1000 1,78 3,24 86 86 86
2000 1,50 3,18 86 87 87
5000 1,06 2,26 84 87 87
0 74 74

110000
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Figura 6. Aspecto morfoldgico das colonias de M.
em presenca de doses crescentes de ZnS0O,
2000, 5000 e 10000 pg/ml).

anisopliae
(1000,
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Na concentracao de 5000 pg/ml apareceram seto -
res que foram isolados e testados para verificar a possibili-

dade de serem mutantes mais resistentes ao zinco.

As Tabelas 5 e 6 mostram os dados obtidos com

esses dois setores (Zn. e Zn2).

1
Os isolados cresceram em todas as concentragoes
de 0 a 20.000 Hg/ml e houve pequena variacao em diametro e
nimero de colonias/placa, quando comparamos os dois setores
entre si. Morfologicamente, também nao houve diferengas entre

eles (Figuras 7, 8, 9, 10).

Houve um retardamento de germinagao e esporula-
cao para a dosagem de 20000 pg/ml, onde o fungo s6 iniciou
crescimento no 59 dia, e esporulagao no 89 dia, enquanto que
nas demais'concentraQSes (0, 2000, 5000 e 10000 ug): observa -

mos crescimento e esporulagao a partir do 39 dia.

Quanto ao aspecto morfoldgico, as colOnias se
épresentaram semelhantes a testemunha, em forma, havendo ape
nas uma diferenga de coloragao a partir de 5000 jig/ml(esporos
com coloragao verde mais clara, sendo a intensidade da cor

verde inversamente proporcional & concentracgao.)

Com relagao ao tamanho das colonias, houve di-
minuigdo com o aumento da concentragao, a partir de 5000 uHg/
ml. O niimero de colonias por placa também diminuiu, mas somen
te a partir de 10000 Mg/ml.

"Esses dois variantes, Zn

1 € Zn,, apresentaram

resistencia ao ZnSO4 na concentracao de 20000 ug/ml, embora
se tenha notado que, nessa concentracao, houve retardamento
na germinacao (5 dias) e na esporulacao (8 dias). De todo mo
do, este gen para resisténcia ao Zn04néo parece ter efeito dano-
so sobre o fungo, pois se compararmos 0 numero de coldonias/placa
e os diametros das mesmas, com medidas de linhagem original,

ambos na concentracao de 0 ug/ml, nao notamos grandes diferencas en
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Tabela 5 - M. anisopliae - Variante Zn, - Didmetro das cold
nias (cm) apdos 5 e 10 dias e nuamero de colonias/
placa, apds 3, 6 e 12 dias de incubagao a 28°C ,
em meio de cultura com concentragoes crescentes
de ZnsSO,. Média de 4 repetigoes.
Inoculagao
Concentragao Central Semeadura
Hg/ml 5 10 3 6 12
0 2,00 5,30 85 85 85
2000 - + 2,00 5,90 80 80 80
5000 1,50 4,80 85 85 85
10000 1,30 4,45 73 79 79
20000 0,95 3,95 0 65 65




46

Tabela 6 - M. anisopliae - Variante Zn, - Diametro das cold

nias (cm) apds 5 e 10 dias e nimero de colonias/
placa apds 3, 6 e 12 dias de incubagao a 289C,

em meio de cultura com concentragoes crescentes

de ZnsO,. Meédia de 4 repetigdes.

Concentragéo Ingggiigio Semeadura
ug/ml 5 10 3 6 12
0 1,95 5,70 87 87 87
2000 1,93 5,80 80 80 80
5000 - 1,50 4,85 85 85 85
10000 1,25 4,50 68 68 68
20000 0,90 3,95 0 57 57
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Figura 7. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae’

variante Zn, (inoculagao central) em presenga de

1
Znso, (Hg/ml)

_ Figura 8. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae

~ variante . Zn, (semeadura) em presenga de Znso,
(ng/ml) .
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Figura 9. Aspecto morfoldgico das coldnias de M. anisopliae
(inoculacdo central), variante Zn
ZnSO, (ug/ml).

, em presenca de

Figura 10. Aspecto morfolégicb'das colonias de M. anisopliae
variante Zn2 (semeadura) em presenca de ZnSO4
(bg/ml) .
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tre os resultados. A Figura 11, compara o comportamento da 1i
nhagem original de M. anisopliae com Os variantes Zn, e Zn, ,
nas concentragoOes usadas.

Visto que o gen para resisténcia nao interfere .
no desenvolvimento do fungo esses variantes poderiam ser usa-
dos como marcos genétiéos para cruzamento, uma vez que o ci-
clo parassexual ja foi descrito nesta espécie (MESSIAS,- 1979
e MESSIAS e AZEVEDO, 1980).

Também & importante que se conheca a resistén -
cia do fungo a produtos & base de zinco, uma vez que este ele
mento entra na composigao de muitos fungicidas, como Zineb
(Dithane Z-78), Ziram (Zerlate), Propineb (Antracnol), poises

tes dados sao muito importantes em controle integrado.

_ Assim, MACHROWICZ, 1967, citado por ROBERTS e
CAMPBELL (1977) testou alguns fungicidas, entre eles Zineb, e

verificou que este Ultimo inibiu o crescimento de M. anisopliae.
4.1.4. Sulfato de manganés

Na Tabela 7, encontram-se os dados experimen-

tais referentes ao efeito do MnSO, sobre o M. anisopliae.

O fungo mostrou resisténcia ao MnSO, em todas
as dosagens, nao havendo influéncia do sal sobre a germinagao,
pois o nimero de coldnias, nas diferentes concentragoes & mui -

to semelhante, inclusive quando comparado & testemunha ;.

Houve um retardamento do crescimentb na concen-
tragdo de 10000 pg/ml, pois o fungo sO iniciou a germinagao
aos 5 dias. Nesta mesma concentragao e na concentracgdo de
5000 pg/ml houve efeito esporostatico, pois no 129 dia de ino
culacao, havia poucas coldnias apresentando esporulagaoc  nas
dosagens referidas.

Quanto ao aspecto morfoldgico, as colonias apre
sentaram forma, cor e diametro semelhantes 3 testemunha e en-
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Tabela 7 - M. anisopliaeﬁ— Didmetro das colonias (cm) apds
5 e 10 dias e nlmero de coldnias/placa, apbs 3,
6 e 12 dias de incubagao a 289C, em meio de cul-
tura com concentragdes crescentes de MnSO,. Mé-

dia de 4 repeticoes

Concentracgao Inggg%ggéo Semeadura
Hg/ml 5 10 3 6 12
0 2,42 4,20 98 98 98
1 2,18 4,27 92 92 92
5 2,22 4,28 95 95 95
10 2,26 4,18 91 91 91
50 2,24 4,20 92 92 92
100 2,18 4,01 92 92 92
1000 1,98 4,25 84 84 84
2000 1,40 3,80 82 84 84
5000 0,16 0,87 68 85 8%

10000 0 0,37 0 76 76
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tre as concentracoes, até 1000 ug/ml. Nas dosagens de 1000
até 10000 pg/ml, houve acentuada diminuicao no diametro das
colonias, sendo que na concentracao mais alta, havia ainda

desuniformidade vo tamanho das coldnias dentro da mesma placa.

Além disso, o aspecto das colonias a partir de
1000 pg foi diferente da testemunha e demais concentragSes .
Neste caso, as colonias apresentaram-se com o centro de cor
branca, mais elevado em relagcao ao restante dalcolania,'e a
esporulacgao.distribuida ao -redor. A coloragao dos esporos foi

normal para todas as concentragoes (Figuras 12 e 13).

Em algumas placas apareceram setorés (Figura
14). Um deles foi isolado, purificado e testado para resistén

cia a altas concentragbes de MnSO,.
Os resultados obtidos estao na Tabela numero 8.

Observamos que o variante Mn, mostrou ser alta-
mente resistente ao sulfato de manganés, crescendo e esporu-
larido normalmente até a concentragao de 50000 ug/ml, como po-

demos notar pelas Figuras 15 e 16.

O didmetro das colonias foi semelhante quando
comparamos as diferentes concentragoes entre si e com a teste
munha. Da mesma forma, o numero de colanias/placa também foi
praticamente o mesmo entre as concentracdes, e com relagdo a
testemunha. A esporulagcao foi normal a partir do 39 dia em to

das as concentracoes.

Morfolagicamente, nao houve grandes diferencas
entre as concentragOes e a testemunha, mas todos apresentaram
diferencas se comparados a linhagem original do fungo. De mo-
do geral, as colonias mostraram centro mais elevado, com as-

pecto filamentoso, branco, com esporos no centro e ao redor.

Da mesma forma que aconteceu com o sulfato de

zinco, o gen para resisténcia ao MnSO4, confere alto grau de
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Tabela 8 - M. anisopliae - Variante Mn, - Didmetro das cold

nias (cm) apds 5 e 10 dias e ntmero de coldnias/

placa apds 3, 6 e 12 dias de incubagao a 289C em

meio de cultura com concentragoes crescentes

MnSO,. Mé&dia de 4 repeticgoes.

Inoculacao

Concentracao central Semeadura
ng/ml 5 10 3 6 12
0 2,20 4,00 101 101 101
10000 2,17 4,10 92 92 92
20000 2,20 4,10 92 92 92
30000 2,15 4,15 92 92 92
50000 2,15 4,00 90 90 90
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Figura 12. Aspecto morfoldgico de M. anisopliae em presencga
de MnSO, (pg/ml).

Figura 13. Aspecto das coldnias de M. anisopliae, em presencga
de MnsO,, 6 dias apds a inoculagao, nas concentra-
coes de 5000 e 10000 ng/ml).



Figura 14. Coldnias de MnSO, nas concentragoes de 1, 1000
2000 e 5000 pg/ml, apresentando setores.
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Figura 15. Aspecto morfoldogico das col®nias de M. anisopliae

variante Mn, (inoculagd@o central) em presencga de

MnSO, (ﬁg/ml).

Figura 16. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae
variante Mn, (semeadura) em presencga de MnSO ,
(hg/ml).
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resisténcia e ndo parece ter qualquer efeito nocivo sobre o
variante Mnl, pois comparando crescimento das coldnias e nime
ro de colonias/placa, na dosagem de 0 ug/ml com as medidas
da linhagem original nesta mesma concentragao observamos que
os resultados encontrados sao muito semelhantes.

A Figura 17 compara o comportamentc da linhagem
original do fungo e do variante Mng com relagao &s doses utili
zadas de MnSO,.

Tais variantes poderiam ser utilizados como mar
cadores genéticos em cruzamentos, da mesma forma que o varian
te an; uma vez que o ciclo parassexual j& foi descrito (MES-
SIAS, 1979 e MESSIAS e AZEVEDO, 1980).

Por outro lado, o manganés entra na composigao
de fungicidas, como por exemplo, o Maneb, que sao muito wusa
dos em controle integrado. Por isto & muito importante que se

conheca a agao do sal sobre o fungo.
4,1.5. Bicloreto de mercirio

Para o HgCl2 foram usadas concentragoes
de 0; 1; 5; 10 e 20 yg/ml pois em um teste preliminar, o fun-
go cresceu apenas até 10 ug/ml. As concentragaes e resultados

obtidos encontram-se na Tabela numero. 9.

Por estes dados, podemos observar que o M.
anisopliage foi fortemente inibido pelo HgCl,, sO crescendo a-
té a concentragao de 10 pg/ml, tanto nas placas de semeadura,

como nas placas inoculadas no centro.

Podemos notar que o diametro das coldnias  foi
semelhante, quando comparamos as diferentes concentragoes en-
tre si e com a testemunha. Na verdade, nota-se uma pequena di
minuicdo no diametro das coldnias, conforme a concentracdo au

menta, tanto aos 5, como aos 10 dias de inoculagao (Figura 18).
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Tabela 9 - M. anisopliae - Diametro das coldnias apOs
5 e 10 dias e nimero de colonias/placa
6 e 12 dias de incubagao a 289C, em meio de cul-
tura com concentragoes crescentes de HgClz. Mé-
dia de 4 repetigoes.
~ Inoculacgao
Concentragao Central Semeadura
ng/ml 5 10 3 6 12
0 2,62 4,46 97 97 97
1 2,60 4,12 - 80 80 80
5 2,48 4,04 76 76 76
10 2,30 3,78 65 65 65
20 0 0 0 0 0




Quanto a semeadura, notamos que j& com 1 ug/ml,
ha uma diminuigao na quantidade de coldnias com relagao a
testemunha, mas esse nimero se mantém praticamente constante
até a concentragéo de 5 ug/ml, caindo um pouco na concentra

cao seguinte (10 pg/ml) (Figura 19).

Observou-se esporulagao em todas as concentra -
goes e nao houve diferenciagao morfoldgica entre as diferen -
tes concentragoes. A partir de 20 pg/ml, o HgC12 inibiu forte

mente o fungo.

Embora os fungicidas & base de mercurio (Grano-
san, Neantina, etc) tenham seu uso limitado ao tratamento de
sementes, €& sempre bom lembrar que o uso destes produtos deve
ser evitado em locais onde se espera que haja crescimento do

fungo em questao.

Por outro lado, o mercurio pode ser importante,
devido a sua alta toxicidade ao fungo, em experimentos de cam
po, quando se deseja isolar lotes adjacentes, onde serao apli

cados fungo e inseticida.

Segundo SANTOS (1978), usando-se o fungicida pa
ra o qual o fungo €& suscetivel, teremos garantia de que ele
nao passara para o lote tratado com inseticida e assim nao in

fluirad nos resultados do controle gquimico e bioldgico.

A Figura 20 mostra o comportamento do fungo em

presenca de concentragoes crescentes dos sais minerais utili-

zados.
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Figura 18. Aspecto morfoldgico das coldnias de M. anisopliae

(inoculagao central) em presenca de HgCl, (ng/ml)

Figura 19. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae

(semeadura) em presenca de HgCl2 (ng/ml)
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4.2. Influéncia dos defensivos no crescimento e esporula -

cao do M. antisopliae.
4.2.1. Malathion

A Tabela 10 ilustra os resultados obtidos nos
experimentos realizados com o inseticida Malathion, com a fi-

nalidade de estudar seus efeitos sobre o fungo M. anisopliae.

Por esses dados, podemos observar que o . Mala
thion exerce forte efeito inibitdrio sobre o fungo, nao permi
tindo o crescimento além da concentragao de 2000 ug/ml.Além dis
so exerce efeito esporicida, pois a quantidade de colOnias
.(esporos germinados) na semeadura, nas diferentes concentracgoes

cai pela metade em relacao a testemunha.

O Malathion influencia também o desenvolvimento
vegetativo das coldénias, pois hd diminuigao do di&metro das
mesmas, em relagao inversa. com a concentragao do inseticida

(Figura 21).

Nota-se ainda um efeito esporostatico do inseti
cida, pois até 100 ug/ml houve esporulagao no 39 dia, en-
gquanto que para as concentragoes de 1000 e 2000 ug/ml a espo-

rulacao foi iniciada apenas no 59 dia apds a inoculagao.

Quanto ao aspecto morfoldgico, até a concentra-
géo de 100 ug/ml as coldnias se apresentaram semelhantes a
testemunha, em forma, esporulagao e cor. Nas concentragoes de
1000 e 2000.ug/mlas coldnias se apresentaram morfologicamente
bem diferentes, com centro bem elevado, esporulagao verde nao

radial, e coberta por micélio branco (Figura 22).

Estes resultados estao de acordo com oOs dados
encontrados por ALVES (1978) gue observou que M. anisopliae

foi inibido pelo Malathion nas dosagens de 10, 100 e 1000 ppm.

Também CARNEIRO (1981). verificou que Malathion
inibia o crescimento do fungo em relagao inversa a concentra-

¢ao usada.



Tabela 10 - M. gnisopliae - Diametro das colOnias (cm) apbs

5 e 10 dias, e nlmerc de coldnias/placa apds 3,
6 e 12 dias de 1incubacao a 289C, em meio de
cultura com concentragoes crescentes do insetici

da Malathion 50 CE. Média de 4 repeticoOes.

Concentragao Inggg%ig?o Semeadura
Hg/ml 5 10 3 6 12
0 2,84 4,46 95 95 95
1 2,36 4,22 57 57 57
5 2,18 4,12 58 58 58
10 1,92 4,06 59 59 59
50 1,66 3,30 59 59 59
100 B 1,28 2,86 59 59 59
1000 0,60 1,12 56 56 56
2000 0,36 0,82 56 56 56
5000 0 0 0 0 0
10000 0 0 0 0 0
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Figura 21. Aspectos morfoldgicos das colonias de M. anisopliae
(inoculagao central) em presenga de Malathion
(hg/ml) .

Figura 22. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae

(semeadura) em presencga de Malathion ( ug/ml )
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Por outro lado, MATTA e OLIVEIRA (1978), verifi
caram que nao houve agao letal do Malathion sobre o fungo e

nem perda da patogenicidade ou viabilidade com o uso do produ
to.

4,2.2'. Dimetoato

A Tabela 11 sumariza os resultados obtidos com
a inoculagao do M. anisopliae em meio de cultura com dosagens

crescentes de Dimetoato (0 ~ 10000 pg/ml).

Pelos dados da Tabela, observamos que o inseti-
cida provocou inibigao quanto ao nimero de esporos germinados
(nimero de coldonias nas placas semeadas), a partir da concen-
tracao de 1 pg/ml, com relagao & testemunha, e esta inibicgao
foi aumentando com a concentragao. A partir de 5000 ng/ml hou
ve completa inibicao do fungo, tanto na semeadura, como na i-

noculagao no centro das placas.

Quanto ao crescimento das coldonias, em diametro,
observamos que comegou a- haver inibigao na dosagem de 50 ug/ml;
a partir dai o diametro foi inversamente proporcional & con-
centragao (Figura 23).

A esporulagao foi iniciada no 59 dia apds inocu
lagao para todas as concentragoes nos dois tipos de inocula

cao.

Quanto a morfologia, as colonias apresentaram-
se semelhantes & testemunha, até a concentragdao de 100 ug/ml,
no tipo e cor dos esporos, cor do micélio e forma da coldnia.
Na dosagem de 1000 e 2000 pg/ml, o aspecto das coldnias mudou,
e estas se apresentaram com centro mais elevado, com esporula
cao, sendo esta de um verde mais claro que a testemunha. A
area micelial ao redor do centro esporulado (branco), apresen

tou-se bem: maior nestas duas Gltimas concentragoes (Figura 24).

ALVES (1978) trabalhando com M. antsopliae con-

cluiu que o Dimetoate nao afetou seriamente o desenvolvimento
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Tabela 11 - M. anisopliae - Diametro das colonias (cm) apds 5
e 10 dias e nUmeros de colonias/placa apds 3, 6
e 12 dias de incubagao a 289C, em meio de cultura
com doses crescentes do inseticida Dimethoate. Mé

dia de 4 repetigoes.

Inoculagao °

Concentragdo Central Semeadura
Hg/ml 5 10 3 6 12
0 2,32 5,40 94 94 94
1 2,25 5,32 81 81 81
5 2,45 5,50 ;80 80 80
10 2,40 5,50 79 79 79
50 2,12 5,17 76 76 76
100 1,95 4,72 74 74 74
1000 1,65 3,65 74 74 74
2000 1,20 2,82 75 75 75
5000 0 0 0 0 0

10000 0 0 0 0 0
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Figura 23. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae
(inoculagao central) em presenca de Dimetoato
(ug/ml)

Figura 24. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae

(semeadura) em presenca de Dimetoato (Qg/ml)
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do fungo, nas doses de 10, 100 e 1000 ppm.

LOCH (1978) estudou o efeito do Dimetoato so-
bre o fungo Nomurea rileyi e concluiu que o defensivo nao ini
be nem o desenvolvimento micelial nem a esporulagao do referi

do fungo, nas concentracgoes usadas de 10, 100 e 1000 ppm.

CARNEIRO (1981), estudou o efeito do Dimetoato
sobre os fungos B. bassiana e M. antsopliae, utilizando as do
sagens minima, média e maxima recomendada pelos fabricantes
Concluiu que o inseticida afetou medianamente o desenvolvimen
to dos fungos, nas dosagens média e maxima para Beauveria e
na dosagem maxima para o Metarhizium. Afetou também a esporu-
lagao de Beauveria quando utilizado na dosagem maxima. Ja pa-
ra o M. anisopliae, o Dimetoato foi o que menos afetou a espo

rulacao nas trés. concentracoes usadas.

Os resultados encontrados pela autora, coinci -
dem com dados deste trabalho.

4.2.3. Decamethrina -

Na Tabela numero 12, encontramos os resultados
referentes aos experimentos conduzidos com o inseticida Deca

methrina em varias concentragoes.

As dosagens utilizadas deste inseticida embora
seguindo a mesma proporgao dos outros produtos, foram bem
mais baixas, para que pudessem ser encaixadas nas dosagens re

comendadas pelo fabricante.

Pode-se observar redugao do numero de colénias/
placa (nUmero de esporos germinados) com relagao a testemunha,
ja na.dosagem de 0,01 ¥g/ml, e esta redugao foi se acentuando
conforme foi crescendo a concentragao. Este produto foi bas-
tante toxico ao fungo, inibindo-o completamente na concentra-
cao de 40 ug/ml.

O di&metro médio das colbnias, manteve-se mais
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Tabela 12 - M. anisopliae - Diametro (cm) apds 5 e 10 dias e

nimero de colonias/placa ap6s 3, 6 e 12 dias

de

incubagao a 289C, em doses crescentes do inseti-

cida Decamethrina. Média de 4 repetigoes.

Coz:iziragao Ingggiigio Semeadura
5 10 3 6 12
0 2,32 5,40 94 94 94
0,01 2,27 5,25 82 82 84
0,02 2,30 5,25 84 84 .84
0,05 2,40 5,35 84 84 84
0,10 2,40 5,37 81 81 81
0,20 2,22 5,20 82 82 82
0,50 2,30 5,27 76 76 76
1,00 2,30 5,30 72 72 72
2,00 2,22 5,05 75 75 75
5,00 1,90 4,47 70 70 70
10,00 1,52 3,54 71 71 71
20,00 1,05 2,80 75 75 75
30,00 1,17 2,50 71 71 71
0 0 0
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ou menos constante e semelhante a testemunha, até a concentra
gao de 2,0 ug/ml, quando entao o efeito inibidor do insetici-
da se fez sentir e os diametros diminuiram em relagao inversa

com a concentragao (Figura 25).

O inicio da esporulagao se deu no 59 dia ap0s
inoculagao, em todas as céncentragaes. Até a concentracao de
5 ug/ml, a esporulagao foi radial. Dai em diante, aparece -
ram esporos sb6 no centro das colonias e a esporulagao foi

mais clara e mais fraca nas concentragoes mais altas.

Quanto a morfologia, as colonias se mostraram
semelhantes & testemunhas, até a concentragcao de 2 ug/ml. A
partir dai, as colonias comegaram a apresentar uma pequena e-
levagao central com halo de esporos os quais germinaram, dan-

do aspecto filamentoso ao centro da coldnia (Figura 26).

Os inseticidas piretrdides como a Decamethrina,
de modo geral, sao muito usados em controle quimico e integra
dc, devido as vantagens.que apresentam, como: baixa toxicida-
de aos mamiferos, controle de uma larga faixa de insetos, po-
der residual alto e baixa volatilidade, além de serem biode -
gradaveis (ELLIOT et alii, 1978). No entanto, o uso da Decame
thrina em controle integrado com M. antsopliae deve ser evita

do, uma vez que o fungo foi muito suscetivel ao inseticida.

No entanto, este produto poderia ser usado para
obtencao de mutantes resistentes, que poderiam ser empregados
como marcos genéticos para cruzamentos, bem como para estudos
basicos de genética. Além disso, esses mutantes poderiam ser
usados em controle integrado, se eles realmente se mostrarem

resistentes ao inseticida, sem perda da viruléncia.
4.2.4. Fenvalerate

Na Tabela 13 encontram-se os dados referentes

ao efeito do inseticida Fenvalerate sobre o M. anzsopliae.

Notamos que o inseticida foi bastante tdxico ao
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Figura 25. Aspecto morfoldgico das coldnias de M. antisopliae
(inoculacao central) em presenca de Decamethrina
(Lg/ml).

Figura 26. Aspecto morfoldgico das colonias de M. antsopliae

(semeadura) em presencga de Decamethrina (ug/ml).



Tabela 13 - M.

nimero de colonias/placa apds 3, 6 e 12 dias

anisopliae -~ Diametro (cm) apds 5 e 10 dias

incubagao a 289C, em doses crescentes do inseti- .
cida Fenvalerate. M&dia de 4 repetig6es.
Concentragao Inoculagao Semeadura
Central
Lg/ml
5 10 3 6 12
0 2,32 5,40 94 94 94
1 2,40 5,37 87 87 87
5 2,35 5,37 82 82 82
10 1,50 4,70 81 81 81
50 1,07 2,80 76 76 76
100 0,55 2,07 75 75 75
1000 0 0,35 0 70 70
2000 0 0 0 0 0
5000 0 0 0 0 0
10000 0 0 0 0 0
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fungo, inibindo a germinagao dos esporos, O crescimento e a
esporulagao do fungo.

O numero de colBnias/placa (esporos germinados),
foi menor gue na testemunha e decresceu na razao inversa da

concentragao.

Com 2000 pg/ml houve inibicao total, e com 1000
Hg/ml, o fungo teve sua germinagao retardada, sb iniciando

crescimento no 69 dia apds inoculagao -

O inseticida inibiu também a esporulacgao do fun-
go. Aos 3 dias apbs a inoculagao sO havia esporulagao nas pri
meiras concentracoes (até 10 ug/ml). Ao fim do 129 dia (colo-
nias semeadas) e 109 dia (inoculégéo central), sO apareceu es

porulacao até a concentracgao de 100 ug/ml.

O diametro das collnias sofreu redugao-de modo
inverso ao aumento da concentragao do inseticida, a partir de
10 pg/ml. Na concentragao de 1000 pg/ml, sb foi possivel me-
dir o didmetro das colfnias no 10Q dia apds a inoculag¢ao,pois

houve um atraso na germinacao (Figura 27).

'Até 10 pg/ml a morfologia das colonias nao foi
afetada, com relagao a testemunha. A partir de 50 pg/ml, as
coldonias diminuiram de tamanho, tornaram-se bem arredondadas,
com centro mais elevado, branco, circundado por halo de espo
ros, e seguido por halo micelial fazendo o contorno da col§
nia. Na concentracao de 1000 pg/ml, 12 dias apds a inoculacgao,
as coldnias se apresentavam brancas, sem esporulagao, com dia

metro bem reduzido (Figura 28).

Embora o Fenvalerate relina todas as vantagens
dos inseticidas piretrdides, ele nao deve ser usado em contro
le integrado com M. anisopliae, pelo menos até que se possa
obter mutantes resistentes ao produto. Estes mutantes poderao
ser utilizados tanto como marcos genéticos, como em estudos

genéticos basicos.
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Figura 27. Aspecto morfoldgico das coldonias de M. anisopliae
(inoculagao central), em presencga de Fenvalerate
(hg/ml)

Figura 28. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae

(semeadura), em presenca de Fenvalerate (ﬁg/ml)
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4.2.5. Bihedonal (2,4-D + MCPA)

. Na Tabela numero 14 encontram-se os resulta-
dos obtidos experimentalmente sobre o efeito do herbicida

Bihedonal no fungo M. anisopliae.

Notamos que ha um efeito levemente inibito-
rio sobre o nimero de colonias (semeadura) até 100 ng/ml,
com relagao a testemunha.. Esta redugao & acentuada'a par-
tir de 1000 ug/ml,Asendo inversmanete proporcional ao aumen-

to da concentracgao.

Na dosagem de 5000 pg/ml, houve um efeito
esporostatico, pois os esporos sO germinaram no 69 dia apOs

a inoculacgao.

Houve inibigao total para a concentracao de
10000 ug/ml.

A esporulagéo—foi semelhante a testemunha
até 100 ug/ml (esporulagao radial). Na concentracao de

5000 pg/ml houve inibigao total da esporulacgao.

O fungo apresentou diferencas morfoldgicas
com relagao a testemunha, nas concentragoes acima de 100
ug/ml. Neste caso, a colonia apresentou-se com centro ele-
vado, cotonoso, um halo de esporos ao redor do centro, segui-

do por outro halo micelial branco (Figura 29).

Também o diametro das coldonias foi menor que
o da testemunha a partir de 100 ug/ml, e esta redugao foi in

versamente proporcional a concentracao (Figura 30).

Estes dados parecem concordar com CAMARGO(1980)
que testou a toxicidade de alguns herbicidas com relagao ao
M. anisopliae. Os herbicidas testados foram: Tordon (2,4-D +

Picloran), Herbamina (2,4D) e Banvel (Dicamba + 2,4 - D), e o
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Tabela 14 - M. anisopliae - Diametro (cm) apds 5 e 10 dias e
nimero de colonias/placa apds 3, 6 e 12 dias de
incubagao a 289C, em doses crescentes do herbici
da Bihedonal.

Concentracao Inggﬁiigio Semeadura
ug/ml :

5 10 3 6 12
0 2,32 5,40 93 93 93
1 2,37 5,42 86 86 86
5 2,19 5,30 88 88 88
10 2,27 5,30 ‘83 83 83
50 2,15 4,96 82 82 82
100 2,05 4,75 80 80 80
1000 1,02 2,22 74 74 74
2000 0,36 1,37 73 73 73
5000 0,20 0,70 0 52 52

10000 . 0 0 0 0 0
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Figura 29. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae
(inoculagcao central), em presenca de Bihedonal
: (ug/ml)

Figura 30. Aspecto morfoldgico das colonias de M. anisopliae

(semeadura), em presenca de Bihedonal (ug/ml).
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autor concluiu que todos foram téxicos ao fungo, inibindo cres

cimento e esporulagado.

CARNEIRO (1980) também testou entre outros de-
fensivos, o herbicida DMA-6 (2,4-D), sobre B. bassiana e

M. anisopliae.

N

Observou que o DMA-6 inibiu completamente o cres
cimento das colonias e mostrou além disso agdo fungicida so-
bre os dois fungos estudados, pois quando os fungos foram re-
picados do meio contendo DMA-6 para outro meio sem herbicida,

eles nao apresentaram crescimento.

A Figura 31 ilustra o comportamento do fungo em
presenga de concentragdes crescentes dos defensivos utiliza -

dos.

De modo geral, os resultados obtidos, fornecem
dados que ajudam a esclarecer o comportamento do fungo em pre
senca de sais de metais e defensivos, o que € importante no

uso de controle integrado.

Esses resultados sdo importantes também para en
saios de campo, onde se faz controle quimico e aplicagao do
fungo, separadamente, em parcelas, de modo que ndo haja integ‘
feréncia de uma parcela para outra. Neste caso, sabendo-se que
o fungo € suscetivel a um certo defensivo, basta aplicar este
produto numa parcela para se ter certeza de que nao havera in

terferéncia nos resultados.

Em alguns casos, apareceram variantes que pode-
rao ser usados em estudos bidsicos de gen8tica, e tamb&m como
marcos genéticos, desde que sejam realmente mutantes resisten

tes e virulentos.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos

tirar as seguintes conclusoes:

1)

2)

3)

4)

De todos os sais minerais utilizados,o HgCl2 foi o que
mais inibiu o fungo, seguido pelo CuSO4 e Pb(CH3COO)2. Os
menos toxicos foram ZnSO4 e MnSO4. Isso indica que o uso
de defensivos quimicos a base de mercurio deve ser evita

do em controle integrado.

A associagao de varios sais com relagao a inibigao e mor-
fologia, especialmente no caso do acetato de chumbo, pode
servir como fator auxiliar no isolamento e caracterizagao

de Metarhizium anisopliae.

A obtencao de mutantes mais resistentes que a linhagem o-
riginal, em dois casos (sulfato de zinco e sulfato de man-
ganés), indica que marcadores genéticos podem ser obtidos
para estudos basicos com o fungo, bem como os mutantes as
sim conseguidos poderao ter utilidade em controle integra
do.

Alguns agentes inibidores empregados no presente trabalho,
provocaram redugao no didmetro das coIBnias, o que é de
grande valor em estudos genéticos. Estes agentes poderao

substituir outros utilizados com a mesma finalidade.
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5) Dentre os defensivos utilizados, Decamethrina e Fenvalera-
te, ambos piretrdides, foram os mais tOxicos ao M. anisopliae,
inibindo o crescimento nas dosagens de 40 ug/ml e 1000 yg/ml,
respectivamente. Os outros defensivos usados afetaram o fun
go em menor escala, seguindo-se pela ordem Malathion, Dime-
thoate e Bihedonal. Concluiu-se pois, que a utiliéagéo dos
piretrdoides acima, em controle integrado s& serd possivel ..
apOs a .obtencao de mutantes resistentes, desde que estes man

tenham sua viruléncia.
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