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A necessidade de se controlar insetos-praga levou o homem a utilizar
inseticidas de forma indiscriminada e irracional, causando um desequilibrio
ecologico e fazendo com que essas pragas adquirissem certa resisténcia aos
produtos quimicos. Devido a esses problemas, viu-se a necessidade de um
novo método de controle que visasse minimizar os danos. Uma alternativa é o
Manejo Integrado de Pragas, onde o controle biologico é uma das ferramentas
utilizadas. Nas culturas de citrus, a cochonitha Orthezia praelonga € uma das
principais pragas, causando danos diretos na producao, sendo o Colletotrichum
gloeosporioides um dos métodos de controle atuaimente utilizado, em conjunto
com agrotoxicos. Este trabalho visou testar a ag&o toxica de nove agrotoxicos
sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides, avaliando-se o crescimento e
aspecto morfoldgico das coldnias crescidas em meios de cultura. Foram
preparados em meio de cultura BDA os produtos Dicofol (Kelthane 480),
Propargite (Omite 300 PM), Azocyclotin (Peropal 250 PM), Ethion (Ethion 500),
Methidathion (Supration fersol 400 CE), Betacyflutrin (Turbo), Imidacloprid
(Winner), Tebuconazole (Folicur) e Cyhexatin (Sipcatin 500 SC), os quais foram
vertidos em 12 placas de Petri correspondentes a cada tratamento. Apds a
solidificacdo do meio, inoculou-se o fungo. As avaliagbes foram realizadas ao
50 90 @ 13° dias apos a inoculagdo, sendo os resultados obtidos, submetidos a
analises estatisticas correspondentes. Concluiu-se que os produtos que melhor
permitiram o crescimento do fungo foram o propargite, dicofol, imidacloprid e
betacyflutin. Existiram diferengas morfologicas, em fungdo da aplicagdo dos

produtos, a nivel de crescimento e coloragdo das coldnias.
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La necesidad de se combatir los insectos-plaga llevo el hombre a utilizar
insecticidas de forma abusiva y irracional, produciendo un desequilibrio ecoldgica
y haciendo, a su vez, que dichas plagas fuesen ganando resistencia a los
productos quimicos. Debido a esos prablemas, huba la necesidad de cambiar el
metodo de control con el objetivo de disminuir los dafos. Una alternativa es la
lucha integrada, donde la lucha biologica es una de las herramientas utilizadas. En
los cultivos de Citrus, el homoptero Orthezia praelonga es una de las principales
plagas com dafnos directos en la produccion. Uno de los métodos de control
actualmente utilizados es el uso del hongo Colletotrichum gloeosporioides en
conjunto con productos quimicos. Este trabajo tuvo como objetivo probar la accion
toxica de nueve insecticidas sobre el hongo Colletotrichum gloeosporioides
evaluando el crescimiento y aspecto morfologico de las colonias que han crescido
en medio de cultura. Los productos Dicofol (Kelthane 480), Propargite (Omite 300
PM), Azocyclotin (Peropal 250 PM), Ethion (Ethion 500), Methidathion (Supration
fersol 400 CE), Betacyflutrin (Turbo), Imidacloprid (Winner), Tebuconazole
(Folicur) e Cyhexatin (Sipcatin 500 SC) fueron preparados en media de cultiva
BDA los cuales fueron puestos en 12 placas Petri correspondientes a cada
tratamiento. Tras la solidificaccion del medio, se hizo la inoculacidn del hango. Las
evaluaciones fueron realizadas a los 5°, 9° e 13° dias tras la inoculacion y los
resultados obtenidos fueron estadisticamente analisados. Se concluyd que los
productos que mejor permitieron el crescimiento de hongo Colletotrichum

gloeosporioides fueron propargite, dicofal, imidacloprid y betacyflutin.
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7 — Yntroducdo

Os insetos-praga causam danas econdmicas a agricultura e campetem
com 0s seres humanos e outros seres vivos na busca de alimentos, além de
transmitirem doencas em plantas e animais, inclusive a espécie humana.
Constituem o grupo mais numeroso dentre todos os seres vivos encontrados no
planeta, com uma estimativa de, na minima seis milhées de espécies existentes
(AZEVEDO, 1998).

QO combate a esses insetas, que sda de interesse agricala, médico
veterinario ou florestal baseou-se, durante muito tempo, no uso indiscriminado de
inseticidas quimicos. Esse fato tem levado a resisténcias de insetas, tarnando-se
necessaria a busca por novos inseticidas com cada vez mais teor de toxicidade.
Esta técnica, porém, desencadeia desequilibria biclagico, afetanda insetos
benéficos como polinizadores, parasitas, parasitides e predadores naturais,
além de animais silvestres e damésticos; causando também, sérios danos 3
saude humana, principalmente para as pessoas que os aplicam, tendo como
consequéncia o envenenamento da ecassistema cama um toda e a prépria marte

de muito seres vivos, inclusive o homem.



Manejo Integrado de Pragas (MIP), que cansiste na utilizacdo de tados os
meétodos de controle disponiveis, de uma forma mais racional, uma vez que, a
utilizacdo de métadog isaladas cama medida de maneja de pragas, muitas vaezes

nao resolve o problema.

antigiiidade, principalmente apas ag anas 7Q, devida aas prablemas advindos da

potencial de se aumentar g acaa dos inimigas naturais, num cantexta geral do
controle de pragas (CROCOMO, 1990). Entretanto, isso tem sido muito dificil de
se obter com os inseticidas dispaniveis, uma vez Que a grande maiaria deleg sdo

substancias de largo espectro.

com tais Caracteristicas estio disponiveis atualmente no mercado e,

consequentemente existe umg canstante necessidade em se Rracurar inseticidas



mais seletivos dentro dos que atualmente sdo comercializados (SMITH & VAN
DEN BQSCH, 1967).

Um razoavel sucessa na melharamenta da acda desses inseticidas se
obtém, simplesmente aplicando-0s apenas na area que necessita de tratamento
e, aa mesma tempa camhbinando-0s cam iscas au cam atraentes especificqs,
buscando assim trazer a praga para o inseticida. Esses exemplos, além de outros,
tem sido preferidos em casas de seletividade ecaldgica, na qual a inseticida n&o
seletivo fisiologicamente é usado de forma que n&o atinja os inimigos naturais
diretamente au o faga em menar intensidade da que a praga (GRAVENA & LARA,
1982).

Nesse contexta, esta seletividade fisiolagica relaciona-se com o
desenvolvimento de inseticidas de pequeno espectro e baixa toxicidade para
animais superiores e cam larga margem de seguranga para as insetas benéficos,
como os polinizadores, parasitéides e predadores. A seletividade fisiologica &
pais, uma caracteristica inerente da inseticida que atua, de tal moda a ser tc’zxig;o
para a praga e preservando simultaneamente, em varios graus, a fauna de
insetas henéficos, que campde a complexa bidtica da agraecassistema.

A cochonilha Orthezia praelonga Douglas, 1981 (Hemiptera: Ortheziidae)
conhecida vulgarmente cama “pialha branco” au “artézia” € um inseta mujto
prejudicial as plantas citricas. Aléem dessas, pode atacar também outras plantas
cultivadas, particularmente as arnamentais e as selvagens. Sua distribui¢ida no
Brasil, atinge os Estados do PA, PE, SE, BA, ES, RJ, SP, RS. Em plantas citricas,
O. praelonga localiza-se de preferéncia na face inferiar das falhas, praliferando-

se intensamente e, praticamente sem inimigos naturais eficientes, afeta em pouco



tempo, toda a arvore. Os principais danos diretos causados as plantas
infestadas por O. praelonga sdo decarrentes nao sé da alimentagdo do inseto
através da succgao da seiva, como também pela introdugéo de toxinas (ROBBS,
1973). Além dissq, esta praga langa suas dejecGes adacicadas sobre a parte
verde da planta, propiciando o desenvolvimento de um fungo preto, da familia
Capnaidaceae, canhecida par “fumagina’. Tal revestimenta dificulta as trocgs
gasosas e a sintese clorofiliana, que se verificam na planta. O conjunto de danos
diretos e indiretos é respansavel pela enfraquecimento da planta e pela queda
dos frutos antes do seu total desenvolvimento. Os frutos remanescentes
apresentam baixos teores de agucar e acidas, tarnando-se impraprios para a
comercializagao.

Um das métadas de cantrale que vem sendo utilizade é a emprega do
fungo entomopatogénico Colletotrichum gloeosporioides. |

Ha pouco tempaq, era canhecida apenas a agda tdxica das agrataxicos
sobre insetos parasitas e predadores. Com o0 avango cientifico alcancado na
ultima decada, verificou-se que as agrotdxicas, além de eliminar insetos
responsaveis pelo controle biolégico podem também, atuar negativamente,
inibindo fungos e outraos entomaopatdgenas. A partir desse canhecimento,
numerosos trabalhos foram realizados e vém demonstrando que, da mesma
forma que existem produtas altamente taxicas aas patdgenas, acarrem autras que

apresentam grande seletividade aos mesmos.



9- Revisdo da Llitoratura

2.7 - Infestacées

PYENSON (1 938) apud KOGAN (1964) fai a primeira a registrar sérios
danos causados por O. praelonga, 3 citricultura no Estado de Pernambuco.
RQOBBS (1947) chama a atencéa pela primeira vez de um surta de Q. praelonga
que vinha se apresentando CoOmo séria praga de plantas citricas e ornamentais
desde 1943, nqg antigo Distrito Federal, atual Estado da Rio de Janeiro. Tal
infestagdo assumiy depois forma catastréfica contribuindo para o declinio da
citricultura na Baixada Fluminense. Em 1973, faram registrados par ROBQS
vérios focos da praga no Estado de Sergipe e, no Estado de S&o Paulo, essa
praga fai canstatada pela primeira vez na municipia de Severinag, regiaa citricqla
de Bebedouro, por GONCALVES & CASSINO (1987). Dessa data, até 1995,
houve uma generalizacia de ataque pelas principais regites de citricultura do
Estado (PRATES & PINTO, 1987).

Segundo ROBBS (1947), as infestacdes primariag em pamares citricos
ocorrem normalmente com a introducdo de plantas ornamentais infestadas,

proximas aos POmares, au de caixarias utilizadas ém paomares atacadas A



disseminagéo dentro do pomar ou para a vizinhanga se dé pelo vento ou pelas
pessoas que transitam pela pamar.

O grande potencial bidtica, adaptacdo as mais diversas condi¢des
ambientais, adubacées organicas, grande numero de hospedeiros cultivados e
selvagens, aliados a alguns iNimigos  naturais nAa eficientes sao fatares

responsaveis pela agressividade apresentada pela O. praelonga (ROBBS, 1973).

2.2 - Danos Gausados

Os principais danos diretos causados as plantas infestadas sao
decorrentes ndo s6 da alimentacéo do inseto, através da sucgéo da seiva, como
pela introdugéo de toxinas ( ROBRBS, 1973). Indiretamente tais danas acarrem por
conta de um fungo preto, da familia Capnoidaceae, conhecido como “fumagina”,
que utiliza como substrata as dejecdes da cachanilha, recobrindo as partes
verdes da planta e dificultando assim, a sintese clorofiliana e as trocas gasosas
que se verificam na planta. Q conjunto de danas diretos e indiretos é o
responsavel pelo enfraquecimento da planta e pela queda dos frutos, como pela
interferéncia na qualidade daos frutag praduzidas, que apresentam baixos teares

de aclcar e de acidos, tornando-os, improéprios para a comercializagéo.



2.3 - DMstodos de Controle

No Estado do Ria de Janeiro faram realizadas algumas tentativas de
controle biolégico da praga, através da introdugéo de predadores exoticos, com
resultados insatisfatdrios (GIACOMETTI, 1962).

O controle rotineiro da praga é realizado com o emprego de inseticidas
granulados aplicados aa saola ou em pulverizagdes na planta tada.

Entre os entomopatogenos associados as mortalidades da praga, sdo
registrados os fungos Colletatrichum glaeasparicides Penz, Verticillum lecanii

Zimm e Cladosporium herbarum var. aphidicola (PRATES & PINTO, 1987).

2.3.7 = Yungo - * Colletotrichum gloeasporioides”

C. gloeosporioides pertence a Classe dos fungos imperfeitos, cuja Ordem é
Melancaniales e Familia Melancaniaceae.

Examinando ninfas de O. prolonga coletadas em citros, ROBBS, (1947),
constatau a presenca de um ‘funga vermelha”. BATISTA & BEZERRA (1966) o
identificaram como C. gloeosporioides, fungo este constituido por inumeras
farmas especiais e, varianda na mada de vida, da saprogénese a paiogénesg e
comumente considerado como um fitofagéfago oportunista. Essa identificagdo foi
confirmada em 1990 pelo Instituto de Cantrale Bioldgico de Ascat da Inglaterra,
sendo esta a primeira constatacdo desse fungo como patégeno de insetos
(CESNIK, infarmacaa verb@l).

Segundo MELQ (1996), esse funga apresenta variabilidade na sistema de

proteinas totais, sendo o padrdo de bandas detectadas nas linhagens



fitopatogénicas, diferente daquele das linhagens dos isolados utilizados para o
controle da ortézia. Na mesmo estudo, a mesma autor observau que as isolados
entomopatogénicos diferiam quanto & cor das coldnias, ao crescimento micelial, &
esporulagéo e ao tamanha das canidios, quanda comparados com as isalados
fitopatogénicos.

Testes preliminares sobre a eficiéncia de C. glaeaspariaides na contrale a
O. prelonga, foram realizados ja a partir de 1980, por técnicos da Embrapa Meio
Ambiente (CESNIK et al,1993). Aplicacdes de 800 ml de uma suspensio aquasa
(1000000 esporos/ml) por planta tem demonstrado uma consideravel reducao da
praga (CESNIK & QLIVEIRA, 1993).

Testes de eficiéncia de cantrale em campa, cam uma cepa de C.
gloeosporioides isolado Orthezia foram realizados em um experimento de citros
com alta infestagéo, na regisa de Limeira, cam as seguintes variedades: Lima,
Natal e Péra (laranjas) e Cravo e Ponkan (tangerinas). Anotou-se o numero de
insetas adultos e a parcentagem da area infestada antes da pulverizagia cam o
fungo. Foi observada uma redugéo significativa da infestagdo da praga de 66 a
84% e, do numera de insetas, de 43 a 82% aos 35 dias. Uma reducia da praga
de 80 a 96% e do numero de adultos de 85 a 96% foi observada aos 70 dias.
Apds 100 dias da aplicagia hauve uma leve tendéncia de reinfestacio da praga.
Observou-se também uma correlagdo positiva significativa entre a altura da
planta e a parcentagem de infestagda nas variedades Natal e Crava (CESNIK, et
al., 1996).

Esta ndo é a primeira tentativa de se utilizar a C. gloeosparicides no

controle de organismos indesejaveis. Estudos recentemente conduzidos por



pesquisadores europeus tornaram possivel a preparacdo de um produto
conhecido como “Collega”, a base de uma estirpe deste funga, para a cantrale da
planta invasora Rottboelial sp.

Onze linhagens de C. glaeosporioides que atacam a cachanilha O.
praelonga foram obtidas a partir de Orthezia em cultivos comerciais de citros nos
Estados de Sdo Paulo e Ria de Janeira. Avaliou-se as linhagens quanta a
sensibilidade a benomy!, através da incorporagéo do fungicida ao meio de cultura
(BDA) e quanto ao crescimenta em meia liquido (Czapeck Dax) cantendo
somente carbendazim (BMC) como unica fonte de carbono, utilizando-se as
seguintes cancentragdes 1, 1Q, 5Q, 1Q0, 500ug/ml. Qs resultadas demonstrar?m
que todas as linhagens testadas s3o resistentes as concentrages utilizadas, com
uma menor redugdo na sensihilidade do fungicida na dase de 20pg/ml, quando
analisados os valores de ED50. Quando um isolado (CTAA) foi desenvolvido em
meio liquido suplementada cam carbendazim fai feita a quantificacaa de consumo
do fungicida através de HPLC, onde detectou-se que o fungo utiliza o produto
como fonte de carbona. Qs resultadas demanstraram que estas linhagens
adquiriram resisténcia a benomyl, possivelmente pela pressdo exercida diante de
sucessivas aplicagbes para cantrale de padridaa flaral da citras (MELQ, et al,,

1996).

2.4 - Emprego de Agroloxicos

Segundo ZAMBRONE (1986) agratoxicas sda ‘substancias quimic;?s,

naturais ou sintéticas, destinada a matar, controlar ou combater de algum modo
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as pragas, no sentido mais amplo: tudo aquilo que ataca, lesa ou transmite
enfermidades as plantas, aocs animais e aa prapria hamem”. Qs agrataxicos,
também conhecidos como defensivos agricolas ou biocidas, podem ser
classificados confarme a susg fungda, em herbicidas, fungicidas, inseticidas,
nematicidas, rodenticidas, acaricidas e molusquicidas (BULL & HATHAWAY,
1986).

Outra classificagda dos agrotaxicas é feita pela estrutura quimica ou
principio ativo, que segundo EDWARDS (1996) apud SCHNEIDER (1996), é o
mais importante fator na determinacda da estabilidade da agratdxica na mqio
ambiente. Assim, tem-se os seguintes grupos de biocidas: organoclorados,
organafosforados, piretrinas (naturais e sintéticas), triazinas, dinitrofenc')]is,
clorofenoxiacidos e paraquat.

O controle da praga, em plantas citricas, tem sido feita através da emprego
de inseticidas sistémicos, & base de aldicarb e dimetoato, ou de fosforados, &
base de paration (CATL, 1987), senda escassos as estudas cam a contrgle
biolégico.

Qs efeitas de 09 fungicidas e 14 inseticidas e acaricidas faram estudados
por OLMERTH & KENNETH (1974). Esses autores adicionaram os agrotoxicos
ao meio de cultura e, posteriormente, fizeram avaliacdo da efeita dos mesmos
sobre isolados de Beauveria bassiana, Verticillium lecanni e Verticillium. sp.
Através da medicda das diametras das caldnias. Qs agratoxicas utilizadas fargm:
fluorsilicato de sodio, endosuilfan, omite, triclorfon, chlorobenzilate, diazinon,

ethion, azinphosmethyl, clarapyrifas, alea mineral, supracide, dichlorvas e



carbaryl. Nas dosagens recomendadas, apenas o fluorsilicato de sédio inibiu a
germinacaa dos esporas de B. hassiana.

ROBERTS & CAMPBELL (1977) efetuaram uma completa revisdo sobre a
toxicidade de agrotoxicas em fungas entamapatogénicos.

SIKURA & ZHIGAEV (1972) efetuaram pulverizagbes em macieiras contra
Cydia pomonella (L.), utilizanda a produto hialdgica Baverin (Beauveria bassiaqa)
misturado com os inseticidas carbaryl, triclorfon e dimethoate, observaram que
31% das larvas que sahreviveram a esse tratamenta canseguiram transfarmar-se
em adultos e que, das larvas que foram tratadas somente com inseticidas
quimicos, 556% praduziram adultas. Qs autares concluiram que a aplicag?o
conjunta de Boverin e inseticidas permitiu a redugdo de 10 vezes na quantidade
de aplicagdo da produta quimica referida.

BOLDYREV (1977) conduziu experimentos sobre o controle de Cydia
pamanella (L.) em macieira par meia de pulverizaces de varias microorganismos
incluindo o Entobakterin (Bacillus thuringiensis var. galleriae) em varias
formulagées: Dendrabacillin (B. thuringiensis var. dendralinus), e Baverin
(Beauveria bassiana) a 0,5% aplicados isoladamente ou com adigao de triclorfon
ou phosalone a um décimo da dosagem narmal. Faram feitas quatra aplicag:ﬁgs,
duas para o controle de cada geracdo da mariposa. A eficiéncia foi estimada
atraves da coleta de macgas caidas e daquelas recalhidas narmalmente. Os
resultados das vérias pulverizagdes foram diferentes de ano para ano mas, em
todos os casos, houve aproximadamente a mesma grau de pratecia e també"m

controlaram minadores de folhas e larvas de Tenthredinidae.



CASTRO et al. (1980) estudando a importancia da acdo conjunta de
agrotoxicos quimicos e biolagicos, avaliou a compatibiladade de B. hassiana com
trés herbicidas e um fungicida. Verificou que os herbicidas Trifluralin (Herbiflan) e
(Roundup) demanstraram alta compatibilidade e que a herbicida Alachlor (Lago)
e o fungicida Chlorothalonil (Daconil) mostraram efeito inibidor tanto na
germinac&o como no crescimenta do funga.

OLIVEIRA et al. (1997), visando subsidios ao MIP no controle de O.
praelonga, testou agia dos agratdxicas Abamectin (Vertimec), Acrimathrin
(Rufost), Hexythiazox (Savey), Oxicloreto de Cobre (Recop) e Propargite (Omite)
inoculado com C. gloeasparioides, em meia de cultura BD, e cancluiram que o
Oxicloreto de Cobre inviabilizou o desenvolvimento do fungo e todos os outros
produtos utilizados néa inibiram o crescimenta do micélia e a esparulacaa do
fungo sendo compativeis em MIP. O Propargite aumentou consideravelmente a
quantidade de esporas praduzidos em relagda a testemunha, enquanta que
Abamectin e Acrimathrin foram idénticos, em relagdo a testemunha e também
colaboraram para um aumenta significativa na praducéa de esparas. Ja parq a
producéo de micélio , Abamectin, Propargite e Testemunha tiveram o mesmo

desempenho.
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3 ~ Objetivos

Testar a agdo tdxica dos pradutos ethion (Ethion) 5Q0, tebuconazgle
(Folicur), dicofol (Kelthane 480), propargite (Omite), azocyclotin (Peropal),
cyhexatin (Siphicatin), methidathion (Suprathion), betacyflutrin  (Turha) e
imidacloprid  (Winner) sobre o fungo entomopatogénico  Colletotrichum
gloeosporioides, um agente de contrale da cachanilha Qrthezia praelonqa,
avaliando-se o crescimento e o aspecto morfolégico das colonias crescidas em

meios de cultura.



4~ Maferial e Pstodos

4.7 - Local do experimenta

Este trabalho fai canduzida e instalade em duas etapas. A parte
experimental desenvolveu-se no Laboratério de Artropodes da Embrapa Meio
Ambiente, enquanta que a andlise estatistica das dadas abtidas e a redacia do

trabalho realizou-se na Universidade Federal de Uberlandia.

4.2 - DMatoriais

Faram utilizados para este experimenta Q9 agrataxicas, que sda as mais
utilizados na cultura de citrus, ethion (Ethion) 500, tebuconazole (Folicur), dicofol
(Kelthane 480), propargite (Qmite), azacyclatin (Perapal), cyhexatin (Siphicatin),
methidathion (Suprathion), betacyflutrin (Turbo) e imidacloprid (Winner), nas
dosagens recomendadas para uso na campa. Estes agrotdxicas tem agéo

independente ou em canjunto como inseticidas, fungicidas e acaricidas. As



caracteristicas gerais dos agrotdxicos estio relacionadas na Tabela 1. Além
destes, utilizou-se o funga Calletatrichum gloeasparioides, coma meia de ingculo.

Todo material foi manuseado em camara NUAIRE modelo NO.NU — 425-
200 classe I, tipa A/B3, de fluxa unidirecianal para verter o meia de cultura\ e
realizar a inoculagéo do fungo; autoclaves horizontais Tecnal e Market Forge
Starialmatic para a esterilizagdo de materiais: micrascapia comum ZEIQS,
balangas digitais Gahaka BG 4400 e Scientech SA 210 da Tecnal, camara de
Newbauer, placas de Petri (100 mm de didmetra x 20 mm de altura), tubas de
ensaio para diluicdo, Erlenmeyers de 500 mi, Tween 80, alcool 70% e comercial,
agua destilada, pingas, alca de platina e de Drigalsky, algadaa e lamparina a
alcool foram também utilizados para a condugéo do experimento.

Além de todos esses materiais utilizou-se cama meias para a inocula(;éo
do fungo, os meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e Glucose-Peptona-

Agar (GPA) e o antibiagtica Streptomicina.

4.3 -~ Weiodo/ogia

4.3.1~ esles para verificacdo o delerminacdo  da
melodologia de inacula da Sfungo  Golletotrichum

gloeosporioides

Com a finalidade de verificar a metadalagia de inaculagaa que melhar se
adequaria a este trabalho, foram previamente realizados trés diferentes

bioensaios, dois em meia de cultura BDA e um terceira em meia BOD, utilizanda-se
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os mesmos agrotoxicos, Karathane e Kelthane, nas concentragbes de 0,2 e 0,3 ml,
respectivamente.

Para a realizacédo dos bioensaios em meia sdlida, faram preparadas vinte placas
de Petri com o meio de cultura BDA, sendo dez placas para cada produto. O meio de
cultura foi preparado adicionando-se, em dois Erlenmeyers de 500ml devidamente
identificados com o nome de cada produto, 11,7 g de BDA (j& pronto) em 300 ml de agua
destilada. Os frascos foram adequadamente fechadas a fim de esteriliza-los par 20
minutos em autoclave a temperatura de 120°C e a presséo de uma atmosfera. Esperou-
se até que o meio de cultura apresentasse temperatura de apraximadamente 35° — 36°C
para que fosse possivel a adigdo de 0,065 g do antibidtico em ambos os frascos, € a
adigdo das concentragbes especificas de cada pesticida na seu respectivo frasca. Apos
tal procedimento, o meio de cultura foi levado a Camara de fluxo para que fosse vertido,
em quantidades iguais, nas placas de Petri, que faram numeradas de Q1 a 1Q e
identificadas com o nome do respectivo agrotoxico, indicando o tratamento. Depois de
solidificado o meio, procedeu-se a inoculacda do funga ande, nas cinca primeiras placqs,
de cada tratamento, a inoculagéo foi feita através de uma aliquota conhecida da
suspensdo de esporos do fungo C. gloeosporioides numa concentragao de 8x10°
esporos. Nas placas restantes, inaculau-se o funga ao meia de cultura através do micéljo,
devidamente cortado em forma de circulo com aproximadamente 1cm de diametro,
retirados de uma placa de Petri onde havia uma coldnia de GC. gloeaspariaides
desenvolvida em fase de esporulagdo. Seguido a inoculagdo, foram realizadas
avaliacbes da area de crescimenta do fungo.

O terceiro bioensaio foi realizado em meio de cultura liquido BD e para tal,

utilizaram-se 10 Erlenmeyers de 250 ml cantenda, cada um 100 ml da meio, 0,0216 g do
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antibiotico e, em cinco deles foram adicionados 0,3 ml de Kelthane e nos outros cinco,
0,2 ml de Karathane. Depois de hamageneizadas, acrescentau-se 3 “radinhas” da micelio
do fungo, como especificado acima. Os Erlenmeyers foram devidamente fechados e
levados a um agitador numa rotagdo de 110 rpm par um periodo de 7 dias, apas a qual,
retirou-se uma aliquota de 0,5 ml de cada tratamento. O micélio, com esporos, foi filtrado
a vacuo e apos seco, avaliado o peso.

Apos comparacdo dos resultados daos trés hicensaios, optau-se desenvalver o
trabalho em meio de cultura sélido, com a inoculagéo do fungo através de uma aliquota
conhecida da suspensdo de esporos, par meia de uma al¢a de platina.

Os resultados dos bioensaios em meio de cultura BDA, estdo relacionados na

Tabela 2 e o meio de cultura BD esta relacionado nzTabelq 3.

Tabela 2 - Resultado das médias das avaliagdes dos didmetros, em cm?, das colénias
crescidas em meio de cultura BDA, em dais produtos.

INOCULO CIRCULO ALIQUOTA DA SUSPENGAO ESPOROS

KARATHANE KELTHANE KARATHANE KELTHANE

x

DATA |> DIAM |<DIAM. |> DIAM. [<DIAM. |> DIAM. |[<DIAM. |> DIAM. |<DIAM.

09/08 26cm |1.8cm (3.1cm 22cm |1.2¢cm 08cm |19cm 1.1 cm

10/08 30cm |22cm {3.5cm Z27cm [T.4cm 12cm {2.8cm Z0cm

11/08 |32cm [25cm (38cm |30cm t+%em |1.5cm [3.3em |2.7cm

12/08 34cm |27cm |(41cm 34cm {2.2cm 19cm |3.9cm 3.4cm
13/08 [36c¢cm [30cm [48cm |37cm [26cm [22cm |[46cm |41 cm




Tabela3 - Resultado da pesagem em gramas do micélio do fungo
Colletotrichum gloeaspariaides, em meia de cultura BD.

~ REPETICGES " KARATHANE | KELTHANE
[ Y R — 0.0455 0.4026

02 0.0195 0.5641

03 0.0483 0.4381

04 0.0369 0.4707
j:’h"*h’(ié” “““““ 00403 ' 0.5991

4.3.2 — Repelicoes

Foram utilizadas, por tratamento, doze placas devidamente esterilizadas,

totalizando 120 placas de Petri.

4.3.3 —~ Preparacéo do meio de cultura BDA

Pelo fato de nao ter acorrida salidificagdo da meia de cultura GPA ande foram
adicionados o0s agrotoxicos ethion, dicofol. propargite, azocyclotin, methidathion,
betacyflutrin e imidacloprid optou-se entdo, por desenvalvé-lo em meia de cultura BDA
Uma vez que este proporciona ao C. gloeosporioides um 6timo desenvolvimento, de
acordo com informacées de técnicas da Embrapa Meia Ambiente

Foram selecionados, pelo volume, 10 Erlenmeyers de 500 m correspondente 3

cada tratamento, incluindo a testemunha, onde faram Rreparadas os meias de cultura. Foi
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adicionado em cada frasco 11,7 g de BDA ja pronto em 300 ml de &gua destilada. Todos
os Erlenmeyers foram devidamente fechadas e levadas par 20 minutas em autoclave a
temperatura de 120°C e a pressdo de uma atmosfera para que fossem esterilizados. Em
seguida foram colocados em cima de uma placa agitadara ETICA Mad.174 e quando o
contetdo se encontrou a uma temperatura de aproximadamente 35° - 36°C foram
adicionados os 0,065 g do antibidtica Streptamicina e os agrotoxicas nas concentracges
utilizadas em pomares de citrus no municipio paulista de Barretos, segundo a Tabela 4.
O conteudo de cada Erlenmeyer, carrespandente a um tratamento, fai transferido ?m
quantidades iguais para as doze placas, as quais constituiram as repetigdes, que foram
devidamente numeradas e identificadas com o nome da agratdxico, bem coma o
tratamento testemunha. O experimento foi repetido para os tratamentos dicofol (Kelthane
480), tebuconazole (Folicur), cyhexatin (Siphicatin) e azacyclatin (Perapal), para
verificacdo ou nao do crescimento das coldnias, uma vez que no primeiro experimento as

colonias do fungo ndo cresceram frente a esses pradutos.

4.3.5 — Ynoculacao

Apds 24 horas, foi realizada a inoculagédo do fungo com o auxilio de uma alca de
platina, na parte central da placa. O potencial de inéculo por alca foi de 12,9x10°
esporos/ml. As placas inoculadas foram levadas a uma camara de crescimento mantida

sob condigdes de iluminagdo com foto fase de 12x12 horas e temperatura de 25 + 2°C.
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Tabela4 - Concentragcdes dos agrotoxicos utilizadas para preparacdo de 300 mi de
meio de cultura BDA..
TRATAMENTOS CONCENTRAGOES (ml)
Ethion (Ethion 500) 0,4 ml
N " Tebuconazole (Foliétﬂ) 0,2 mi
Dicofol (Kelthane) 0,4 mi
Propargite (Omite) 0,4 ml
Azocyclotrin (Peropat) 0,35 ml
Cyhexatin (Sipcatin) 0,2ml
Methidathion (Suprathion) 0,4 ml
Betacyclitrin (Turbo) 0,3ml
Imidacloprid (Winner) 0,3ml
4.3.6 - Avaliagoes

Decorridos 5 dias da inoculacio, efetuau-se a primeira medigda da didmetra qas

coldnias de todos os tratamentos com o auxilio de um leitor de area foliar, onde foram

feitas trés leituras de cada calania, anatandao-se a média de crescimento.

O procedimento acima descrito foi efetuado ao 5°, 9° e 13° dias ap6s a inoculagéo

do fungo.

4.3.7 -~ Lnélise estalistica

A partir dos resultados obtidos das trés medigGes da didmetra das caolénias do

fungo, foram feitas analises de variancia e efetuado o Teste de Tukey para analise das

médias de crescimento nas trés medicdes que fasse passivel a avaliagdo das resultados.
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5 — Qosultados o Discussao

As avaliacGes foram realizadas a partir das dadas obtidas em relagia aa diametro
médio e aspectos morfologicos apresentados pelas colénias dos tratamentos que

permitiram o desenvolvimenta da funga Calletotrichum gloeospariaides.

A Tabela 5 mostra a andlise de variancia dos parémetros analisados e, de acordo
com os resultados obtidos, a interaca tratamenta x épaca foi significativa aa nivel de 1%
de probabilidade de acordo com o teste F. Portanto, a analise dos tratamentos foi

realizada levando-se em consideragéo as épocas de avaliagéo.

Tabela 5 - Quadro da Analise de Variancia para as variaveis analisadas em meio de

cultura BDA.
Causas da variagédo GL. QM Valor F
Tratamento - 9 ~ B4475 197,573 '
Epoca 2 100,519 235,100
Tratamento*Epoca 18 8,180 19,131**
Residuo 309 Q0,427

Média " o 239
CcvV. (% 2134
** Significative ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste E.
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5.4 — Scéo téxica dos agrotéxicos em meio de culfura BDA

Os resultados obtidos com relacdo ao didmetra médio das coldnias de C.
gloeosporioides encontram-se na Tabela 6. Todos os produtos a seguir descritos
diferiram significativamente e ao nivel de 1% de probabilidade em relacédo a testemunha.

A maioria dos trabalhos realizados visando detectar os possiveis efeitos dos
produtos fitossanitarios sobre entomopatégenas é referente a fungas entomapatagénicos,
em grande maioria conduzidos in vitro, entretanto, o maior problema desse tipo de estudo
é a falta de padronizagdo das candig@es das testes, ndo permitinda na maiaria das
vezes, que sejam feitas comparagbes entre produtos assim sendo, na presente
discussdo, buscamas aa maxima aproximar nossos resultados com uma discussao

coerente.

5.1.17 — Dicofol ( Kelthane)

O maior desenvolvimenta relativa das colénias ocorreu na primeira e segunda
avaliacdes, as quais corresponderam, respectivamente, aos periodos compreendidos
entre 0 12 e 5% e 6° e 9° dias, apos a inoculagdo. O menor desenvolvimento compreendeu
a 2° avaliagdo, sendo superado nesta pelo propargite e imidacloprid, porém n&o
apresentando diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade aos 4 primeiros
produtos, em nenhuma época de avaliago.

HALL (1981), trabalhando com Verticillium lecanii observou a compatibilidade do

mesmo com o agrotdxico em questao.
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N30 foi encontrado porém, na literatura, trabalhos mais especificos com o produto
acima citado, entretanto podemos supor que existiu algum tipa de antaganismo entre as
moléculas do produto e as toxinas de baixo peso molecular liberadas pelo fungo, haja
visto que tais maléculas podem ser alteradas por fatores externos (ROBERTS, 1981),

necessitando de estudos mais profundos para elucidar o fato.

5.1.9 — Propargite (Omite)

As colénias do fungo submetidas a este agrotoxico apresentaram
desenvolvimentos intermediarios na 1% e 22 avaliagbes, ocorrendo na 3° seu melhor
desenvolvimento, quando comparado aa dicofal, imidacloprid e betacyflutrin, entretanto,
nao diferiu significativamente ao nivel de 1% de probabilidade dos demais agrotoxicos.
Os resultados obtidos estdo de acordo com QLIVEIRA et al. (1997), onde fai constatado
que este produto n&o inibiu o crescimento micelial do fungo e também com OLMERTH &
KENNETH (1974) que, trabalhanda de maneira semelhante cam autros fungos néo

comprovaram inibigdo do crescimento dos fungos.

5.1.3 — Gmidacloprid (‘Winner)

O maior desenvolvimento relativo ocorreu do 9° ao 13° dia apds a inoculagdo, o
que corresponde a 3% avaligdo. Foi superado na 1* e 2° avaliagbes pelo dicofol e
propargite, porém ndo apresentando diferenca significativa ao nivel de 1% de
probabilidade em relagdo a estes mesmos agrotoxicos nas demais medicoes. As

nitroguaninas s&o compostos quimicas relativamente recentes, paucos séa as trabalhos
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sobre a toxicidade em mamiferos e esta quantidade chega a ser praticamente nula em se
tratando de acgéo sobre fungos entomopatogénicos, assim sendo, o que pademas deduzir
a partir dos resultados obtidos € que o inseticida em questéo, especificamente suas
moléculas, parecem nao afetar o narmal desenvalvimento do fungo. Pais é sabida que
existem substancias que sio letais para microorganismos, outras possuem efeitos
fungistaticos ou bacteriostatica e, finalmente, pradutos que em doses narmais ou
subletais podem favorecer seu crescimento, reproducdo efou viruléncia (LECUONA,

1991).

5.1.4 — Betacyflutrin (Turbo)

Apesar de nao ter apresentado diferenca significativa ao nivel de 1% de
probabilidade em relagéo aos produtos retro citados, este apresentou a 4? melhor média
nas trés medicdes. O fato de que o betacyflutin tenha possibilitada um crescimento
relativamente consideravel do fungo pode ser devido ao deu baixo poder residual,

caracteristica esta de um produto do grupa das piretraides.

5.7.5 — Ethion (Ethion 500)

As colénias do fungo submetidas a este tratamento apresentaram a 5% média em
todas as avaliagdes, diferindo significativamente do dicofol (Kelthane) na 1° avaliagao; do
propargite (Omite) e dicofol (Kelthane) na 2° e, na 32 avaliagdo, do propargite (Omite),

dicofol (Kelthane), imidacloprid (Winner) e betacyflutrin (Turbo). Segundo OLMERTH &
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KENNETH (1974) este produto n&o inibiu o crescimento dos fungos Verticillium sp., V.

lecanni e B. bassiana.

5.1.6 — Methidathion (Supration) e Azocyclotin (Peropal)

As coldnias submetidas ao tratamento Methidathion apresentaram as piores
médias em todas as avaliacdes, diferindo significativamente de tados os autros
tratamentos, com excecdo ao azocyclotin, que ndo possibilitou o desenvolvimento de
colonias de C. gloeosporioides. Podemas supor que as matérias ativas de tais pradutos
apresentaram um efeito altamente antagonista, ndo possibilitando o crescimento normal
do fungo. Maiores estudos devem ser realizados para se determinar o que acorre a niyel

molecular.

5.7.7 — Cybexalin (Sipcalin) e “lebuconazole (Golicur)

Como mostra a Tabela 6, estes dois produtos nido permitiram o desenvolvimento
de coldnias do fungo C. glaeaspariaides. A agaa de alguns pradutaes fitossanitarios sobre
entomopatégenos pode variar em fungdo da espécie e linhagem do patdégeno, da
natureza quimica dos produtos e das dasagens utilizadas  Sendo assim, supbe-se que,
talvez, em dosagens menores, que sejam compativeis tanto com o desenvolvimento do
fungo como associadas a mortalidade da praga, possibilitem a utilizagao destes pradutos

em Manejo de Pragas em Citrus.
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5.1.8 — Yesternunba

As coldnias do fungo submetidas a este tratamento obtiveram as maiares médias
de crescimento em todas as avaliacdes, haja visto que o meio de cultura estava isento de
agrotdxicos quimicos, diferindo significativamente de tadas os outras agrataxicas, ao

nivel de 1% de probabilidade.

Tabela 6 - Teste de Tukey para médias de crescimento (mm?®) dos tratamentos, dentro

das trés avaliagtes do fatar épaca em meia de cultura BDA.

Tratamento 1° Avaliacao 2° Avaliagao 3° Avalicao
Testemunha 980 A 2752 A 60,16 A ‘
Dicofol 550 AB 10,81 B 30,80 B
Propargite 3,27 BC 10,47 B 23,85 B
Imiacloprid 3,00 BC 922 BC 22,57 B
Betacyclotrin 2,78 BC 7,72 BC 21,65 B
Ethion 0,71 CD 412 C 13,04 C
Methidathion 019 D 020 D 0,45 D
Azocyclotrin 0,10 D 0,10 D Q0,10 D
Cyhexatin 010 D 010 D 0,10 D
Tebuconazole 0,10 D 010 D Q0,10 D

"' Meédias seguidas por letras distintas difcrem cntre si a0 nivel de 1% de significincia.
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Figura 1 -Médias de crescimento, em (mm?), de colénias do fungo Colletotrichum
gloeosporioides em meio de cultura com agrotoxicos quimicos, ao 5° 9 e
13° dias de desenvolvimento.
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Figura 2- Médias de crescimento, em (mm?), de colénias do fungo Colletotrichum
gloeosporioides em meio de cultura com agrotoxicos quimicos, ao 5°, 9° e 13° dias de
desenvolvimento.
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5.3 — Aspectos Morfolégicos das Colonias

De um modo geral, as colénias de Calletotrichum gloeaspariaides apresentaram
alteracdes quanto a sua morfologia quando comparadas as das testemunhas, para todos
os produtos testados. Modificagdes estas, observadas quanto a redugdo nos diametros,
superficie de esporulagéo e coloragéo das colonias.

Alguns trabalhos ressaltam a capacidade inerente a alguns produtas quimicos de
produzir quebras ou mutagées no material genético dos microorganismos, podendo haver
assim, um efeito direto na patogenicidade e viruléncia (MESSIAS, 1979; AZEVEDQ et al.,
1977) e possivelmente também em aspectos morfoldgicos. Nossos resultados, portanto,
podem ser um indicativo de que os pradutos avaliadas ocasionaram algum tipo de
alteracdo a nivel genético, entretanto, estudos dessa natureza devem ser feitos para a

comprovagao de tais hipoteses.

5.3.7 — Yesternunba

As colénias submetidas a esse tratamentos, 13 dias apGs a inoculagio,
apresentaram-se circulares com aproximadamente 60 mm? , com esporos brancos ou
cinza, cobrindo toda a superficie. Estas col6nias ndo apresentaram altura superior a

1mm, (Figuras 3).

53.2 ~ gmidaclopria’ (CWinner) e (Beiacyﬂuln’n (Turba)

Como é mostrado nas figuras 4 e 5, esses produtos diferiram morfologicamente da
testemunha guanto ao tamanho e coloragdo, pais todas as coldnias apresentaram

didmetros inferiores e coloragdo alaranjada para ambos tratamentos.
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FESTESMUNHA BRI

Figura 3 - Crescimento da coldnia no tratamento Testemunha, em meio de cultura BDA.

TESTEMUNHA (BDA)

Figura 4 - Comparagéo do crescimento das colbnias nos tratamentos Testemunha e

Imidacloprid.



Figura 5 - Comparagéo do crescimento das colénias nos tratamentos Testemunha e

Betacyflutrin.

5.3.3 — Ethion (Ethion), Dicofol (Kelthane), Propargite (Omite)
o Dothidathion ( dupmfbion)

As coldnias com crescimentos nesses tratamentos, apresentaram diferencas

apenas quanto ao tamanho das colonias, senda este de diametra inferior quando

comparados a testemunha BDA (Figuras 6,7, 8 e 9).



32

Figura 6 - Comparacdo do crescimento das colonias nos tratamentos Testemunha e

Ethion.

Figura 7 - Comparacé@o do crescimento das colénias nos tratamentos Testemunha e

dicofol.



TESTEMUNHA (BDA) OMITE (BDA)

Figura 8 - Comparagdo do crescimento das colénias nos tratamentos Testemunha e

propargite.

FESTEME NIV (BDA)Y SUPRAHHON (BB A)Y

Figwra9 - Comparacdo do crescimento das colénias nos tratamentos Testemunha e

methidathion.
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6 — Gonclusoes

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

- Os produtos que apresentaram maior compatibilidade ao Colletotrichum
gloeosporioides foram Propargite (Omite 300 PM), Dicofal (Kelthane 480), Betacyflutrin
(Turbo) e Imidacloprid (Winner). Testes a nivel de campo serao necessarios para a
confirmacdo dos resultados. Sendo assim, esses pradutos podem ser utilizadas em
programas de Manejo Integrados de Pragas em citrus no controle de Orthezia praelonga,
uma vez que os mesmos padem afetar negativamente a praga sem inibhir o

desenvolvimento do fungo .

- Os produtos Ethion (Ethian 500), Tebuconazole (Folicur PM), Azocyclotrin
(Peropal 250 PM), Cyhexatin (Sipcatin 500 SC) e Methidathion (Suprathion Fersol 400

LT

do fungo. Sendo assim, ndo seriam, talvez, recomendados para uso em conjunto com

Colletotrichum gloeosporioides.

- Para os produtos que permitiram o desenvolvimento do funga, verificou-se uma
perda de eficiéncia dos mesmos, em relacdo ao fungo, uma vez que as coldnias

apresentaram altos indices de crescimento na terceira avaliagio.
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- Existiram diferengas morfolégicas em fungdo da aplicagdo dos produtos dicofol,
propargite, azocyclotin, ethion, methidathion, betacyflutrin e imidacloprid, quanto ao
crescimento e colorag¢do das coldnias, uma vez que as moléculas os principios ativos

atuam diferentemente com as moléculas do fungo.
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