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TECNICAS PARA AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO DE PRODUTOS FITOSSANITARIOS EM
Bacillus thuringiensis var. kurstaki

RESUMO

Objetivou-se comparar técnicas para a avaliagao “in vitro” do efeito de fungicidas e herbicidas sobre
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk). Foram testados cinco fungicidas: epoxiconazole, fentin
hidréxido, azoxystrobin, tebuconazole e carbendazin, e cinco herbicidas: sulfentrazone, lactofen,
imazethapyr, fenoxaprop e metribuzin, em duas concentragdes, sobre células e esporos, em agar
nutriente (AN) - solido (MS) e caldo nutriente (CN) - liquido (ML), além da metabolizagdo (MT)
destes por Btk. Para células, em AN os fungicidas foram testados incorporados ao meio e em
discos de papel-filtro impregnados nos produtos. Avaliou-se, respectivamente, as UFC/mL e a
formagdo de halo de inibicdo. Para células, a mistura Bt+produtos+CN foi incubada em
erlemmeyers (30+ 2°C, 150rpm, 24h), e em seguida, o meio CN foi diluido e inoculado em AN,
avaliando-se o numero de UFC/mL. Os testes de MT e esporos foram realizados em liquido (agua
para MT e CN para esporos). O efeito dos produtos variou conforme a categoria destes (fungicida e
herbicida), concentragbes, técnica, tempo de contato e fase/estdgio do desenvolvimento do
patégeno. O teste ML é o mais indicado para a avaliacdo do efeito em células, sendo observado
que a maioria dos fungicidas mostrou-se compativel as mesmas, € apenas epoxiconazole e
azoxystrobin foram metabolizados. Os herbicidas, independentes das concentragdes, foram
incompativeis com as células, e somente sulfentrazone e imazethapyr foram metabolizados. Fentin
hidroxido foi o Unico produto incompativel com esporos.

Palavras-chave: bactérias entomopatogénicas, seletividade, compatibilidade,



TECHNIQUES FOR EVALUATION /N VITRO OF THE EFFECT OF PHYTOSANITAY PRODUCTS ON
Bacillus thuringiensis var. kurstaki

ABSTRACT

The objective of this research was evaluation "in vitro" the effect of fungicides and herbicides on Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Btk). The five fungicides: epoxiconazole, fentin hydroxide, azoxystrobin,
tebuconazole and carbendazim, and five herbicides: sulfentrazone, lactofen, imazethapyr, fenoxaprop and
metribuzin were tested at two concentrations, on cells and spores, in nutrient agar (NA) - solid medium
(SM), and in nutrient broth (NB) - liquid medium (LM), in addition to their metabolization (MT) by Btk. For
cells, the phytosanitary products in NA were tested incorporated into the medium and on filter paper disks
impregnated with the products. The evaluation consisted, respectively, of the number of CFU/mL and of
the formation of an inhibition halo. For cells, the Bt+products+NB mixture was incubated in Erlenmeyer
flasks (30x 2°C, 150rpm, 24h) an then the NB was diluted and inoculated onto NA; the number of CFU/mL
was evaluated. The MT and spore tests were performed in liquid medium (water for MT and NB for
spores). The effects of the products varied with the category (fungicide and herbicide), their
concentrations, technique used, contact time, and developmental stage of the pathogen. The LM test is
the most indicated to evaluate the effect of the products on cells. It was observed that most fungicides
were compatible with cells, and only epoxiconazole and azoxystrobin were metabolized. The herbicides,
independents of the concentrations, were incompatible with cells, and only sulfentrazone and imazethapyr
were metabolized. Fentin hydroxide was the only product incompatible with spores.

Key words: entomopathogenic bacteria, selectivity, compatibility
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1 INTRODUGCAO

O atual modelo de producao agricola desenvolveu-se amplamente a partir
da década de 1950, ficando conhecido como “revolucao verde”. A partir de entao, a
demanda pela producao de alimentos tornou-se crescente, e paralelamente tem-se o
uso intensivo de insumos durante todo o processo produtivo. Tal uso de insumos
visa 0 aumento da lucratividade e ou minimizacao de perdas, sejam estas de origem
biética ou abidtica. Dentre os insumos, destacam-se os produtos fitossanitarios, os
quais embora sejam responsaveis por uma série de danos diretos e indiretos ao
meio ambiente, ainda sao indispensaveis, na atual situagdo do modelo agricola.

Diante do problema, na década de 1970 surgiu o “Manejo Integrado de
Pragas” (MIP) como um novo conceito de controle de pragas, visando minimizar os
problemas causados pelo uso indiscriminado de produtos fitossanitarios.

Dentre as varias estratégias utilizadas no MIP, como tratos culturais, uso de
defensivos quimicos, levantamento populacional de pragas e o controle biolégico,
este Ultimo apresenta-se como base fundamental, com destaque ao controle
microbiano. De forma geral, os entomopatdégenos se mostram cada vez mais
eficientes no controle de pragas, sendo que, atualmente a bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt) € responsavel pela maior comercializagdo e lucratividade do
mercado de bioinseticidas.

Assim, na premissa de uma agricultura economicamente viavel e

ecologicamente sustentavel, uma das estratégias recomendadas seria a utilizacao
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de produtos seletivos, os quais além de conservar as populacdes de inimigos
naturais, permitem a sua utilizacdo de forma associada e ou integrada ao controle
biolbgico.

Além da eficiéncia ja comprovada de varios entomopatégenos contra
diversas pragas urbanas e agricolas, tem-se observado que o comportamento dos
entomopatdgenos pode variar na presenca de produtos fitossanitarios. Isto se deve
a uma série de fatores como grupo quimico, concentracao e formulacao utilizada, de
forma que a sua acéo pode ser estimulada, inibida ou inalterada quando em contato
com estes produtos.

Assim, estudos sobre os efeitos de produtos fitossanitarios em
microrganismos sao necessarios, em especial com Bt, uma vez que, além de ser o
bioinseticida mais comercializado mundialmente, tais estudos sdo escassos € sem
uma padronizagdo na metodologia. Além disso, estes estudos enquadram-se nas
perspectivas do MIP, podendo possibilitar a potencializacdo de duas estratégias de
controle, com consequiente reducao na utilizacao de produtos fitossanitarios, custos
ao produtor e contaminacdo do ambiente, bem como preencherem uma lacuna de
informacdes existente sobre o assunto. Ressalta-se ainda a importdncia da
elaboracdo de um protocolo de avaliagdo de compatibilidade, como o ja existente
para fungos.

Nesse sentido, esse trabalho tem por objetivo avaliar in vitro o efeito de
cinco herbicidas e cinco fungicidas, em duas concentragdes, utilizados na cultura da
soja sobre células e esporos de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) por meio de

diferentes técnicas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bacillus thuringiensis (Bt)

2.1.1 Historico

O Bacillus thuringiensis (BERLINER, 1915) (Bt) foi isolado a partir do bicho-
da-seda, sendo apontado como o agente causal da “sotto-disease” (LUthy et
al.,1982; Lambert & Peferoen, 1992), o que acabou por inspirar o nome dado
inicialmente ao patégeno, Bacillus sotto (Lithy et al.,1982). O Bt foi descrito por
Berliner, em 1915 (Luthy et al., 1982), e em homenagem a cidade de Thuringia, o
patdgeno foi nomeado como Bacillus thuringiensis (Luthy et al., 1982; Lambert &
Peferoen, 1992). Foi Berliner também quem mencionou a presenca da inclusdo
parasporal, porém sem relaciona-la a propriedade inseticida, e mesmo sem o
conhecimento do real modo de acdo da bactéria, ele sugeriu o controle de Anagasta
kuehniella utilizando-se Bt (LUthy et al.,1982).

Embora tenha sido aplicada em campo entre os anos de 1920 e 1950,
somente em 1956 € que Angus provou a atividade inseticida dos cristais, quando,
em experimento, separou estes dos esporos (LUthy et al.,1982).

Comercialmente a utilizacdo do bioinseticida a base de Bt iniciou-se em
1938, na Franca, com o produto de nome Sporeine. Desde entdo, varias
formulacdes foram langadas no mercado para aplicacdo na agricultura e controle de

vetores de doencas. Atualmente, o Bt destaca-se como ingrediente ativo mais
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utilizado comercialmente nos bioinseticidas, representando 1% deste mercado, com

grande crescimento na década de 1990 (Moraes et al., 1998).

2.1.2 Toxicidade e modo de agéao do Bacillus thuringiensis

Centenas de espécies de bactérias associadas a insetos sdo conhecidas
atualmente, porém, sdo poucas as que apresentam capacidade de multiplicacdo na
luz intestinal ou invasdo da parede. Entretanto, varias espécies sdo capazes de se
multiplicar na hemolinfa e causar septicemia, sendo, portanto consideradas agentes
potenciais para a utilizacdo no controle microbiano (Habib & Andrade, 1998). Ainda,
de acordo com os autores, o género Bacillus é constituido por espécies com células
em forma de bastonete, sendo que a maioria tem a capacidade de esporulacao, pré-
requisito para producdo em escala comercial. Além disso, produzem toxinas e
possuem um complexo enzimatico, o qual possibilita o ataque a varios substratos.
Tais caracteristicas, com destaque para a producdo de esporos, fazem dos
individuos pertencentes a esse género agentes eficientes no controle bioldgico de
pragas.

Naturalmente encontrada no solo, Bt € uma bactéria esporulante, gram-
positiva, aerébia ou facultativamente anaerébia (Habib & Andrade, 1998; Bobrowski
et al., 2003), crescendo na faixa de 10 e 45°C, com temperatura ideal de 30°C
(Habib & Andrade, 1998). E uma bactéria quimioheterotréfica, que em condigdes
especificas, geralmente desfavoraveis, desenvolve um esporo de resisténcia de
formato elipsoidal localizado na regido central ou paracentral da célula (Arantes et

al., 2002) (Figura 1).
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Figura 1. Células de B. thuringiensis em microscopia de contraste mostrando em
coloragdo mais clara o esporo (A) e em coloracao mais escura o cristal (B). Fonte:
helios.bto.ed.ac.uk/bto/microbes/bt.htms

Ainda de acordo com Arantes et al. (2002), € caracteristico de Bt durante o
processo de esporulacdo, a producdo de uma inclusdo protéica formada por
polipeptideos denominada &-endotoxinas, ou proteinas Cry, que s&o liberadas
juntamente com os esporos no momento da lise celular (Figura 1). Ao final do ciclo
vital, essa inclusao protéica corresponde a cerca de 20% a 30% do peso seco da
célula (Lambert & Peferoen, 1992; Arantes et al., 2002).

As ©0-endotoxinas sao codificadas por genes cry extracromossémicos.
Segundo Crickmore et al. (1998), os primeiros sistematas a organizarem a
nomenclatura genética do Bt conforme atividade inseticida das proteinas do cristal
foram Hoéfte & Whiteley em 1989. Assim, segundo Hoéfte & Whiteley citados por
Habib & Andrade (1998), séo treze genes cry, que sao separados em quatro grupos
de acordo com a similaridade estrutural e o espectro de agdo das toxinas que

codificam (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificagao genética dos quatro principais grupos de genes proposta por
Hoéfte & Whiteley citados por Habib & Andrade (1998) & Crickmore et al. (1998).

Genes Familias de Insetos suscetiveis
cry | Lepidoptera

cry ll Lepidoptera e Diptera

cry Ml Coleoptera

cry IV Diptera

Contudo, a classificacao apresentou falha, uma vez que tentou relacionar
seqUéncias de aminoacidos semelhantes, com toxinas de diferentes atividades
inseticidas. Nesse sentido, Crickmore et al. (1998) propuseram uma outra forma de
classificacao, considerando apenas a sequéncia de aminoacidos, propiciando maior
relacdo entre as toxinas.

Com relacdo a estrutura da toxina do Bt, esta € classificada em primaria e
terciaria, sendo que ambas podem variar. A estrutura primaria varia de acordo com o
gene que codifica a proteina, enquanto a terciaria, que sado as &-endotoxinas
empacotadas em inclusées parasporais, varia de acordo com a subespécie e até
mesmo de acordo com as condicbes do meio de cultura utilizado para o
microorganismo (Gill et al., 1992).

Além das d6-endotoxinas, ou toxinas do cristal, os varios serétipos de Bt
produzem outras toxinas como: a a-exotoxina e a G-endotoxina A e B; a B-exotoxina
ou thurigiensina, toxina termoestavel utilizada no controle de dipteros, porém banida
do mercado devido aos seus efeitos mutagénicos em mamiferos (Habib & Andrade,

1998).
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Ainda ha as proteinas citoliticas (Cyt) e as proteinas vegetativas (VIPs),
porém, ressalta-se que estas ndo sao codificadas por genes cry. Segundo Habib &
Andrade (1998), a toxina citolitica age contra dipteros. Por sua vez, as proteinas VIP
foram primeiramente descritas para B. cereus e embora nao apresentem
similaridade estrutural, 0 modo de acado é semelhante para Bacillus thuringiensis
(Arantes et al., 2002).

No caso de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki (Btk) ocorre a producao
somente das &- endotoxinas. Estas, em conjunto, formam o cristal protéico com peso
molecular de cerca de 230Kd, o qual pode variar em tamanho, forma e niamero, de
acordo com o ser6tipo (Habib & Andrade, 1998). No serétipo HD-1, o corpo de
inclusao é constituido por cinco tipos de polipeptideos diferentes, sendo que trés sao
codificados por genes cry | e dois por genes cry |l (Gill, 1992).

A patogenicidade do Bt deve-se principalmente as &-endotoxinas,
formadoras do corpo de inclusdo parasporal. Contudo, para que as toxinas possam
agir ha a necessidade de condi¢cées especificas no interior do corpo do inseto,
dependentes de alguns fatores como o pH e acdo enzimatica no meséntero. Apds
ingestao do cristal, o processo se inicia com a sua solubilizacdo em meio alcalino,
liberando as &-endotoxinas ou pro-toxinas, as quais sdo ativadas por meio das
proteases intestinais. Apds ativagdo, as toxinas atravessam a membrana peritréfica
e se ligam aos receptores especificos presentes nas microvilosidades das células
epiteliais do meséntero, onde ocorre a formagao de poros na membrana celular com
consequente desequilibrio ibnico entre o citoplasma e o meio externo a célula, lise
celular; paralisia e morte do inseto (Gill et al., 1992; Gill, 1995; Habib & Andrade,

1998; Fiuza, 2003).
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Ainda com relacdo a patogenicidade, cabe ressaltar que o esporo também
apresenta determinada toxicidade. Porém, segundo Habib & Andrade (1998), a
atividade das proteinas do esporo acaba sendo mascarada, pois tais proteinas sao
encontradas em uma quantidade menor quando comparadas as do cristal.

Para o completo ciclo no hospedeiro é necessario que 0s esporos germinem,
dando origem a células que se multiplicardo e posteriormente originardo novos
esporos e novas toxinas. Porém, ressalta-se que a germinagao do esporo s6 ocorre
com a mistura da hemolinfa ao conteudo intestinal, quando se da a reducao do pH
do meio em que 0s esporos se encontram e a oferta de nutrientes € maior (no caso,
a hemolinfa) Habib & Andrade (1998).

Desta forma, em virtude da potencial patogenicidade dos esporos e visando
aumentar a atividade téxica da bactéria, a maioria dos bioinseticidas comercializados
a base de Bt é constituida por esporos e toxinas.

Como a patogenicidade esta diretamente relacionada a determinadas
caracteristicas do hospedeiro, a exemplos: o pH intestinal, complexo enzimatico,
receptores moleculares e também com caracteristicas da prépria bactéria, como o
isolado, verificam-se diferencas na suscetibilidade dos insetos em relagdo ao
patégeno.

Assim, varios trabalhos reportam a avaliagdo da toxicidade de Bt sobre
determinadas espécies de insetos. Dentre estes, pode-se citar o desenvolvido por
Praca et al. (2004), que selecionaram duas entre trezentas estirpes de B.
thuringiensis com potencial inseticida sobre insetos das ordens Diptera, Lepidoptera
e Coleoptera.

Silva & Carvalho (2004) estudaram a patogenicidade de Btk sobre lagartas

de Urbanus acawoios, potencial invasora da cultura da soja, e atual praga de Clitoria
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fairchildiara, utilizada em arborizacdo urbana e de estradas. Além desses trabalhos,
ha outros como os desenvolvidos por Rogoff et al. (1969), Fast & Morrison (1972),
Habib & Andrade (1984), McGuire et al. (1990), Miller (1990), Polanczyk et al.
(2003), Khaligue & Ahmed (2003) e Brighenti et al. (2005), que tratam de estudos de
patogenicidade de Bt para diferentes espécies de insetos.

Na Tabela 2 pode ser verificada uma quantidade aproximada de espécies de

insetos que sao suscetiveis ao Bt.

2.1.3 A importancia no controle biol6gico de pragas agricolas

Os entomopatégenos ocorrem naturalmente no ambiente e sdo importantes
fatores na regulacao de populagdes de pragas. Muitas espécies sédo aplicadas como
agentes de controle biolégico em campo e estufas, em pomares, cultivo de plantas
ornamentais, pastagens, produtos armazenados, florestas e ainda no controle de
vetores de importancia médica e veterinaria (Lacey et al. 2001).

Os entomopatdgenos de forma geral mostram-se vantajosos para o controle
de pragas, uma vez que possuem acao especifica com baixa ou nenhuma toxicidade
aos vertebrados e insetos benéficos, diminuem a quantidade de residuos toxicos nos
alimentos, além de possibilitarem o0 aumento da biodiversidade nos
agroecossistemas.

Dentre os entomopatdgenos, o Bt tem sido utilizado ha mais de 50 anos para
o controle de pragas agricolas e insetos vetores de doencas. Assim, destaca-se
como ingrediente ativo mais utilizado comercialmente nos bioinseticidas, com um

crescimento significativo em torno de 10 a 25% ao ano Newton et al., citados por
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Nardo & Capalbo (1998), com um mercado atual variando de 80% (Moraes et al.,
1998) até 90 a 95% (Valadares-Inglis et al.,1998) do mercado mundial de
bioinseticidas, no final da década de 1990.

Sosa-Gémez & Moscardi (2003) ressaltam as bactérias entomopatogénicas
como potenciais agentes reguladores de populagdes de pragas nas principais
culturas de importancia agricola, tais como: algodao, citros, mandioca, soja, trigo,
milho etc.. Fiuza (2003) ainda salienta que varios insetos-praga mostram-se
suscetiveis ao Bt, sendo estes pertencentes a varias ordens como: Diptera,

Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, dentre outros (Tabela 2).

Tabela 2. Espécies de insetos suscetiveis ao Bacillus thuringiensis conforme Glare &
O’Callaghan, citados por (Polanczyk 2004).

Ordem Numero de espécies
Diptera 266
Hemiptera 48
Hymenoptera 62
Isoptera 5
Coleoptera 106
Lepidoptera 572
Neuroptera 4
Orthoptera 6
Siphonaptera 7
Thysanoptera 3
Total 1079

O continente americano lidera o mercado mundial de bioinseticida a base de

Bt, com 50% do montante em circulacdo (Cannon, 1993), sendo que deste total, a
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América Latina é responsavel por cerca de 8 a 10% Tamez-Guerra et al., citados por
Polanczyk (2004). Ainda conforme salientam Arantes et al. (2002), a comercializagao
do Bt nos Estados Unidos chega a superar a dos inseticidas quimicos.

Dentre os varios produtos comerciais a base de Bt, o produto Dipel (Bacillus
thuringiensis var. kurstaki HD-1) € o mais comercializado mundialmente, sendo muito
eficaz contra 170 espécies de insetos-praga da ordem Lepidoptera e pouco téxico
para colebpteros, acaros, dipteros e hemipteros (Glare & O Callaghan, citados por
Polanczyk, 2004).

Na América do Norte, com excecao do México, o Btk é largamente utilizado
no controle de lagartas desfolhadoras de florestas (Cannon, 1993), sendo que nos
Estado Unidos entre 1980 e 1995, cerca de dois milhdes de ha de florestas foram
tratados para o controle Lymantria dispar, com erradicacdo da praga em alguns
casos (Glare & O’Callaghan citados por Polanczyk , 2004).

Na Austrdlia, Btk € empregado no controle de pragas em culturas como:
algodao, frutiferas, fumo, ornamentais entre outras Glare & O’Callaghan e van
Frankenhuyzen, citados por (Polanczyk, 2004), enquanto que na China é aplicado
em cerca de um milhdo de ha para o controle de pragas de hortalicas, grandes
culturas e florestas Salama & Morris, citados por (Polanczyk 2004), com destaque ao
controle da traca do repolho Plutella xylostella (Cannon, 1993).

Em Cuba e no México, a utilizacdo de Btk € feita nas culturas de banana,
fumo, citros, hortalicas, milho, algodao e pastagens, e por serem 0s Unicos paises da
América Latina que possuem produto formulado proprio, apresentam vantagem
competitiva em relagdo aos produtos quimicos (Polanczyk, 2004). Ainda de acordo

com o autor, no Brasil, embora Btk seja utilizado em cerca de 150.000 ha para o
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controle de aproximadamente de 30 pragas, a area tratada corresponde somente a
terca parte da area tratada no México.

O sucesso do Bt no controle de pragas pode ser atribuido a uma série de
fatores que conferem vantagens como: seletividade tanto dos esporos quanto das
proteinas do cristal, ndo sendo toxicos para mamiferos nem prejudiciais para
predadores e insetos-nao-alvo (Lithy et al., 1982; Arantes et al., 2002). Também nao
apresentam fitotoxidade, permitindo a sua utilizacdo em qualquer época, inclusive
préximo as colheitas, o que é importante no caso das hortalicas (Lithy et al., 1982).
Além disso, Arantes et al. (2002) ressaltam como vantagem, as técnicas de
producdo em fermentadores, baixo custo de producdo, utilizagdo dos mesmos
equipamentos utilizados para a aplicacao de produtos quimicos e reduzida selecao
de insetos resistentes.

Entretanto, também ¢é importante ressaltar que Bt apresenta uma série de
desvantagens. A mesma especificidade que Ihe confere vantagem, acaba sendo
fator limitante, pois uma série de pragas ocorre ao mesmo tempo nos
agroecossistemas. Além disso, a sua aplicagdo requer maiores cuidados por parte
dos produtores, quando comparado com os produtos quimicos. Isso se deve a
dependéncia de alguns fatores abioticos e bidticos como: temperatura, umidade, luz
e idade das larvas, respectivamente (LUthy et al., 1982). Os autores também
mencionam que a necessidade de patentes desestimula o investimento em
programas de pesquisa. Arantes et al. (2002) ainda apontam como desvantagens a
baixa persisténcia do cristal no meio ambiente, bem como o acesso limitado a
determinadas partes da planta e a necessidade de sucessivas aplicacdes.

Embora tenha sido dado um maior enfoque ao Btk, cabe ressaltar que

existem no mercado produtos formulados com outras variedades de Bt, com acéo
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mais especifica, como Novodor® com B. thuringiensis var. tenebrionis e Vectobac®
com B. thuringiensis var. thuringiensis recomendados, respectivamente para o

controle de coledpteros e dipteros.

2.2 Controle quimico e o manejo integrado de pragas

Os registros da utilizagao de substancias quimicas, organicas e inorganicas
na agricultura sao referidos desde a Antiguidade Classica. Manuscritos gregos e
romanos descreviam a utilizacdo de produtos como o arsénico e enxofre para o
controle de insetos. Entre 0 século XVI até o final do século XIX, nos Estados Unidos
e Europa houve uma grande demanda sobre as substancias organicas como a
nicotina e o piretro, respectivamente extraidas do fumo e crisantemo, (Gasparin,
2005).

Desde o inicio do século XX, até os dias atuais, muito se avancou no setor
de producdo e comercializagdo dos produtos fitossanitarios em todo o mundo,
principalmente apds a 22 Guerra Mundial, pois parte da tecnologia desenvolvida para
a guerra foi aplicada em outras areas como a agricultura.

Assim, com inicio na década de 1950, o atual modelo de producéo agricola
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se disseminou por todo o mundo, apoiado no “tripé” formado por maquinas,

substancias quimicas e sementes selecionadas, ficando conhecido como “revolucéo
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verde”. Contudo, esse “tripé” é fragil e apresenta sérios inconvenientes como erosao
e compactacao do solo; favorecimento a acao de fitopatdgenos, insetos e plantas

competindo ou se beneficiando das culturas (Furtado, 2003).
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Concomitantemente a essa “revolucao” e na tentativa de minimizar ou
eliminar os prejuizos causados por pragas e doencas, 0 uso de produtos
fitossanitarios intensificou-se. Assim, como consequiiéncias diretas, verificam-se as
selecoes de espécies de pragas resistentes, surgimento de pragas que até entao
eram consideradas secundarias, eliminacao de inimigos naturais, contaminacao de
alimentos, do solo e da agua, intoxicacdo direta do homem, dentre outros. Além
disso, Foerster (2002) ressalta que o sucesso dos produtos sintéticos apds a 22
Guerra Mundial acabou deixando em plano secundario as pesquisas com inimigos
naturais, e também levou a uma separacao dos entomologistas em dois grupos: um
defensor dos métodos quimicos e os defensores dos inimigos naturais.

Paralelamente a intensificacdo no uso dos produtos fitossanitarios, tem-se o
aquecimento do mercado, que somente no Brasil, movimenta atualmente bilhées de
dolares. Entretanto, sabe-se que hoje, a eficiéncia de tais métodos nao é
proporcional as cifras movimentadas, de forma que as perdas de producéo
permanecem altas.

Segundo Gallo et al. (2002), as pragas, doencas e plantas daninhas causam
um prejuizo de cerca de 38% nas culturas e de acordo com Silva-Filho & Falco,
(2000), cerca de 13% se atribui somente aos insetos.

O Brasil é atualmente um dos maiores consumidores de produtos
fitossanitarios do mundo, tanto os agricolas como os utilizados em campanhas de
saude publica. De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Agricola — SINDAG (2003), o mercado de produtos fitossanitarios gera em
torno de sete mil e trinta mil empregos diretos e indiretos respectivamente, o que

correspondeu a um faturamento de cerca de US$ 1,95 bilhao no ano de 2002.
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Ainda de acordo com Brasil /20037/, dentre os produtos fitossanitarios
comercializados, destacam-se o0s herbicidas com cerca de 51% do mercado,
seguidos pelos inseticidas, fungicidas e acaricidas com 24%, 18% e 4%,
respectivamente. Os fitorreguladores, O6leos minerais/vegetais e espalhantes
adesivos também sao considerados, perfazendo um total de 3% dos produtos
comercializados (Tabela 3).

Além disso, ao se fazer uma andlise isolada por cultura, quanto ao consumo
de produtos fitossanitarios, tem-se uma grande variacdo entre as mesmas, com

lideranca expressiva da cultura da soja (Tabela 4).

Tabela 3. Comercializacao de produtos fitossanitarios no Brasil, referentes aos anos
de 2001 e 2002.

Vendas por Classe de Produto US$ (2001) US$ (2002)
Herbicidas 1,143 0,988
Fungicidas 0,363 0,360
Inseticidas 0,631 0,468
Acaricidas 0,066 0,072
Outros (fitorreguladores e adjuvantes) 0,085 0,064
TOTAL 2,288 1,952

Brasil /20037/.



Tabela 4. Consumo de produtos fitossanitarios por culturas.

Cultura Porcentagem
Soja 38,9
Cana-de-acgucar 11,5
Algodao 9,3
Milho 8,6
Citros 5,9
Feijao 3,7
Trigo 3,7
Arroz 2,7
Batata 2,5
Café 2,4
Tomate 1,6
Horticultura 1,4
Pastagem 1,4
Fumo 1,3
Maca 0,9
Reflorestamento 0,9
Fruticultura 0,7
Demais culturas 2,6

Adaptado de Brasil/20037/
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Embora os dados referentes a comercializagcao dos produtos fitossanitarios
sejam alarmantes, o crescimento desse mercado é lento, comparado ao dos
produtos bioldgicos. Principalmente pela série de problemas que estes produtos
comecaram a apresentar a partir da década de 1950, com agravantes na década de
1960, chamado de “periodo negro” do controle de pragas.

A partir de entdo, diante de toda a problematica, e juntamente com os altos
custos dos produtos fitossanitarios e as campanhas realizadas por diversas
entidades governamentais e ndo governamentais, houve um aumento gradativo na
busca de novas estratégias de controle, como a integracdo entre os métodos de
controle.

Assim, na década de 1970 surgiu o Manejo Integrado de Pragas (MIP), que
consiste numa tecnologia que opera em harmonia com o agroecossistema, cujas
praticas economicamente compativeis, tém por objetivo a regulacado das populacdes
de pragas, preservando e aumentando os inimigos naturais (Gravena et al., 2000;
Gallo et al., 2002).

Além disso, conforme salientam Silva-Filho & Falco (2000), hd uma
crescente demanda pelo desenvolvimento de uma agricultura “limpa”, com a
utilizacdo de menos recursos energéticos, produtos fitossanitarios e
consequentemente, reducao das agressées ambientais.

Nesse cenario, dentre as praticas utilizadas no MIP, destacam-se o controle
biolégico e o desenvolvimento de plantas resistentes. Conforme van den Bosch et al.
(1982), o controle bioldégico € um processo dinamico, que varia de acordo com
aspectos dependentes e independentes da densidade. Corréa-Ferreira (2003), ainda

salienta que o controle biolégico constitui-se como uma das estratégias
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fundamentais dos programas de MIP, encontrando nesses programas suas melhores
chances de ser bem sucedido, com destaque para o controle microbiano.

Além de fundamental em qualquer programa de MIP, o controle biolégico
pode ser integrado com uma série de outros métodos de controle como: fisico,
cultural, resisténcia de plantas, os comportamentais e métodos quimicos (Parra et
al., 2002).

Ainda, de acordo com Arantes et al. (2002), apesar dos entomopatégenos
representarem apenas 5% do mercado total mundial de produtos para a protecédo de
plantas, a utilizacdo de bioinseticidas vem apresentando um crescimento anual dez
vezes maior, quando comparado a produtos quimicos.

Porém, salienta-se a predominancia da utilizacdo de produtos quimicos nos
programas de MIP (Silva-Filho & Falco, 2000; Arantes et al., 2002; Gallo et al.,2002).
Assim, tal integracao se faz importante, uma vez que a completa auséncia do uso de
produtos quimicos, nas condicdes em que se conduz a agricultura moderna, parece
ser inviavel.

Dessa forma, € importante ressaltar que desde o periodo no qual os
produtos fitossanitarios comegaram a ganhar o titulo de “vildes” e a demanda por
uma agricultura “limpa” e sustentavel aumentou, as pesquisas em entomologia
voltaram-se para uma nova linha de pesquisa. Tal linha buscava, e ainda busca, a
integracdo dos produtos fitossanitarios juntamente com outras estratégias de
controle, com destaque ao bioldgico, visando a um controle de pragas mais limpo e
eficiente, bem como a redugdo de custos dos produtores e menores danos

ambientais.
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2.3 Efeito dos produtos fitossanitarios sobre entomopatégenos e as técnicas de

avaliagcao

Atualmente, muitos agricultores utilizam estratégias como o controle
bioldgico, as préaticas culturais e a utilizacdo de plantas resistentes, dentre outras,
para o controle de pragas, nos programas de MIP. Contudo, ressalta-se que a
maioria dessas estratégias é de carater preventivo, de forma que quando ha uma
explosao populacional de determinada praga, recorre-se a medidas terapéuticas
eficientes, como a utilizagao de produtos fitossanitarios, que é a pratica mais usual e
difundida.

Os produtos fitossanitarios apresentam uma série de vantagens em sua
utilizacdo como a sua facilidade de aplicacédo, disponibilidade de equipamentos,
eficiéncia quanto a rapidez no modo de acao e prestacao de servicos no mercado.

Assim, em virtude da promissora capacidade de controle bioldgico aliada a
outras técnicas empregadas no MIP e a as vantagens do controle quimico, muitos
estudos visando a integracdo e ou uso simultdneo dessas duas estratégias de
controle foram e vém sendo desenvolvidos. Contudo, para que essas estratégias
possam ser utilizadas em conjunto, € necessaria a utilizacdo de produtos seletivos
aos diversos agentes de controle biolégico.

Dentre as estratégias de utilizacdo de entomopatégenos, a mais viavel
economicamente é aquela que visa a conservacdo destes em campo. Essa
conservacao pode ser realizada por meio de técnicas como: espagamento
adequado, escolha de variedades com porte e resisténcia favoraveis, bem como a
aplicacdo de produtos fitossanitarios seletivos aos entomopatdégenos (Alves et al.,

1998).
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Infelizmente, ainda ndo se tem uma lei que obrigue as empresas que
fabricam os produtos fitossanitarios a produzirem moléculas seletivas aos agentes
microbianos. Conforme Alves et al. (1998), os testes de toxicidade limitam-se a
grupos de vertebrados e em alguns casos, a grupos de parasitdides e predadores.
Assim, potenciais agentes de controle, como: fungos, virus e bactérias, que se
encontram naturalmente nos agroecossistemas e ou que podem ser aplicados, sdo
ignorados em tais testes de toxicidade.

Picanco et al. (2003) e Foerster (2002) chamam a atencao para os tipos de
seletividade que podem ser estudadas, sendo estas a ecoldgica e a fisiologica. A
primeira procura minimizar a exposi¢cao do inimigo natural ao produto fitossanitario,
enquanto a segunda visa a aplicacao de produtos fitossanitarios que sejam mais
toxicos as pragas do que aos inimigos naturais.

A utilizacao de produtos fitossanitarios seletivos é necessaria, principalmente
nas culturas onde a utilizacdo de tais produtos seja indispensavel, como: as
frutiferas de clima temperado, citros, café, algodao, soja, dentre outras, nas quais os
danos causados pelos insetos sejam considerados pontos-chave no seu
desenvolvimento. Além disso, tal seletividade diminui o impacto sobre os agentes de
controle biolégico natural (Alves et al., 1998).

Alves & Pinto (2003), ainda chamam a atencdo para a importancia da
integracdo de agroquimicos com entomopatégenos nos casos em que ocorrem
simultaneamente as presencas de insetos suscetiveis e ndo suscetiveis, espécies ou
estagios de desenvolvimento diferentes, onde se faz necessaria a utilizacdo dos dois
métodos de controle. Contudo, também salientam a importancia de se considerar
uma série de interagdes, positivas ou negativas, que possam existir em tal

associacgao.
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Além disso, Sosa-Gomez & Moscardi (2003) salientam que a acao dos
agentes de controle microbiano pode ser estimulada, reprimida ou permanecer
inalterada mediante aplicacdo de produtos fitossanitarios. Ainda de acordo com
Alves et al. (1998), tais produtos podem atuar inibindo o crescimento vegetativo e a
esporulagdo dos microrganismos, além de causar mutacdes genéticas, as quais
podem levar a diminui¢cao da viruléncia a determinada praga.

Assim, dentre os varios estudos sobre o efeito de produtos fitossanitarios em
agentes de controle bioldgico, que em sua maioria estao relacionados a seletividade
fisiologica, tem-se se encontrado tanto interagcdes negativas quanto positivas. Nesse
espectro, pode-se listar varios autores que realizaram tais estudos.

No caso de estudos com bactérias entomopatogénicas, citam-se o0s
trabalhos desenvolvidos por Sutter et al. (1971), Dougherty (1971), Chen et al.
(1974), Morris (1975), Al-Zubadi et al. (1988), Jimenez et al. (1989), Hardman & Gaul
(1990), Mohamed & Ahmed (1990), Saleh et al. (1990), Pawinska (1992), Smit et al.
(1994), Bhattacharya et al. (1998), Seleena et al. (1999), Stwart et al. (1991),
Kizilkaya & Aksoy (1999), Chung et al. (2001), Batista Filho et al. (2001),
Bhattacharya et al. (2004) e Accinelli, (2004). Além desses, citam-se Schuster
(1979), Hafez et al. (1987) que estudaram o efeito de adjuvantes. Ainda, Bueno et al.
(2003) estudaram in vitro e em campo o efeito de fungicidas sobre a bactéria
Bradyrhizobium japonicum e a nodulacao da soja.

Com relacdo a seletividade de produtos fitossanitarios aos artropodes,
Carvalho et al. (2001), Perioto et al. (2002), Lara et al. (2002) e Giolo et al. (2005),
avaliaram os efeitos de produtos fitossanitarios sobre parasitdides, enquanto

Papaioannou et al. (1998), Amalin et al. (2000), Bacci et al. (2001), Fragoso et al.
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(2001), Torres et al. (2002) e Picangco et al. (2003) estudaram tal efeito sobre
predadores.

Negrisoli Junior (2005) avaliou o efeito de produtos fitossanitarios sobre
nematéides entomopatogénicos em condicdes de laboratério por meio de diferentes
técnicas.

Por sua vez, Moscardi et al. (1985, 1987, 1988), Silva (1995) e Gomez &
Rumiatto citados por Negrisoli Junior (2005), avaliaram os efeitos de varios produtos
fitossanitarios com o virus da poliedrose nuclear contra a lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis.

Entretanto, além de mais recentes, a maioria dos trabalhos sobre os efeitos
de produtos fitossanitarios em entomopatégenos para a agricultura refere-se aos
fungos entomopatogénicos, como os desenvolvidos por Neves et al. (2001), Batista
Filho et al. (2001), Loureiro et al. (2002), Tamai et al. (2002), Cavalcanti et al. (2002),
Tanzini et al. (2002), Mello et al. (2003), Mourao et al. (2003), Batista Filho et al.
(2003), Almeida et al. (2003), Oliveira et al. (2003), Andalé et al. (2004), Mendes et
al. 2004 e Silva & Neves (2005).

Embora se apresente como uma estratégia viavel salienta-se que a acao dos
produtos fitossanitarios sobre os entomopatdgenos pode variar de acordo com 0s
fatores como: a espécie e linhagem dos patégenos, a natureza quimica dos produtos
fitossanitarios, bem como as concentracées dos produtos (Alves et al., 1998).

Neste sentido, também se deve levar em consideracgéo o tipo de formulagéao,
uma vez que produtos com a mesma molécula inseticida, porém com formulagdes
diferenciadas, concentrado emulsionavel e suspensdao concentrada, foram
classificados como téxico e compativel respectivamente, com relacdo ao fungo

Beauveria bassiana (Tamai et al., 2002).
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Embora a utilizacdo do controle associado entre produtos quimicos e
biolégicos possa se configurar como uma estratégia economicamente viavel e
ecologicamente segura é escassa a literatura sobre a compatibilidade entre ambos.
Além disso, a maioria dos testes é realizada in vitro e reportada aos fungos
entomopatogénicos. Um outro fator que acaba sendo um entrave nos testes sobre
os efeitos de produtos fitossanitarios em agentes de controle bioldgico, é a falta de
padronizacdo na metodologia destes. Alves et al. (1998) chamam a atencao para
essa falta de padronizacao dos testes realizados para os entomopatdégenos de forma
geral, pois a maioria dos trabalhos nado indica uma classificacdo precisa, que
considere o crescimento vegetativo, esporulacéo, ou quaisquer outras caracteristicas
passiveis de modificagdes na realizacdo de tais testes. Isso compromete a
interpretacdo dos dados obtidos em cada trabalho, bem como a comparacao entre
estes.

Assim, diferentemente dos trabalhos publicados para outros
entomopatdgenos, os estudos de compatibilidade realizados entre virus e produtos
fitossanitarios, em sua maioria, foram desenvolvidos em condi¢cées de semi-campo e
campo. Tal fato se justifica pela caracteristica do patdégeno, que é parasita
intracelular obrigatério, o que dificulta a sua manutencao em laboratério.

Testes in vitro foram feitos para avaliar a eficiéncia de inseticidas e o virus
da poliedrose nuclear multipla (AgMNPYV), isoladamente, e mistura de ambos contra
Anticarsia gemmatalis. A mistura causou mortalidade larval superior a 90%, sendo
que a combinacdo da menor concentracao de profenofés e AQMNPV apresentou
maior equilibrio quanto & mortalidade por virus e inseticida. Resultados semelhantes

foram obtidos em campo, porém constatou-se que a producéo de virus por lagarta
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morta decresceu a medida que as concentracbes dos produtos aumentaram
Moscardi et al. (1985).

Também em condigdes de campo, Moscardi et al. (1987) testaram os
inseticidas carbaril, endosulfan, triclorfom, B. thuringiensis, diflubenzurom, clorpirifés
e profenofés com o AgMNPV, sendo todos a "4 da concentracdo recomendada.
Observaram inicialmente, maior mortalidade nos tratamentos com inseticidas
isoladamente. Porém, ao longo do tempo, a combinacdo carbarii e AgMNPV
mostrou-se eficiente na reducao de lagartas com 94,6% e 53,3% de mortalidade,
comparado com 72,2% e 41,9% nos tratamentos com o carbaril isoladamente aos 11
e 18 dias apods a aplicacao, respectivamente. De forma geral, os inseticidas carbaril,
B. thuringiensis, profenofés e endosulfan mostraram-se adequados para a mistura
com o virus. Além disso, as parcelas tratadas com os inseticidas carbaril, triclorfon e
profenofés combinados com AgMNPV, apresentaram menor desfolha e
consequentemente, maior produtividade.

Outro trabalho desenvolvido por Moscardi et al. (1988), atesta a
possibilidade de combinacao entre virus e inseticidas como triclorfon e tiodicarbe,
uma vez que estas combinacdes persistiram por mais tempo no ambiente.

Da mesma forma, Gomez & Rumiatto, citados por Negrisoli Junior (2005) em
avaliacdo da integracdo de herbicidas pés-emergentes com AgMNPV, nao
verificaram interferéncia dos produtos fitossanitarios na acao dos virus sobre a
lagarta da soja. De forma geral, os resultados de Silva (1995) corroboram os dados

de compatibilidade de Moscardi et al. (1985, 1986, 1987).
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Ainda conforme Santos', atualmente é pratica usual a utilizacdo de mistura
de produtos fitossanitarios e o AQMNPYV para o controle de Anticarsia gemmatalis na
cultura da soja.

Existe uma ampla literatura que trata da compatibilidade de nematdides
entomopatogénicos, parasitdides e predadores com produtos fitossanitarios.
Contudo, mesmo que sejam considerados entomopatégenos para fins praticos, os
nematéides, assim como os artrépodes, sdo animais pluricelulares com estrutura
mais complexa e desenvolvida do que os microrganismos entomopatogénicos, aos
quais foi dada maior énfase nessa revisdo. Uma revisdo mais ampla e atual com
referéncia aos nematodides entomopatogénicos pode ser encontrada em um trabalho
desenvolvido por Negrisoli Junior (2005).

Assim, em linhas gerais, verifica-se que, da mesma forma que para os
entomopatdgenos, as metodologias dos testes com nematdides, bem como as
respostas a interacdo com produtos fitossanitarios, variam conforme espécie, idade
e estagio de desenvolvimento do organismo. Salienta-se ainda que para nematéides
0s experimentos sdo desenvolvidos in vitro, ao passo que a maioria dos estudos
com parasitéides e predadores sao realizados em campo.

Além disso, a extinta empresa americana Biosys disponibiliza na internet
uma tabela de compatibilidade de nematdides entomopatogénicos com produtos
fitossanitarios. Tal tabela € constituida por cinco bioinseticidas, quatro reguladores
de crescimento de insetos, quinze inseticidas, um acaricida, doze fungicidas e trés

herbicidas, os quais sdo considerados como compativeis, podendo ser utilizados na
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responsdvel pelo setor de pesquisa e producdo de inseticida bioldgico da Cooperativa Agropecudria de
Desenvolvimento Tecnolégico e Econdmico — COODETEC, Cascavel — PR — comunica¢do pessoal, 2005.
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mistura de tanque com Steinernema carpocapsae e S. riobravis (Negrisoli Janior,
2005).

Com relacdo aos fungos entomopatogénicos, Alves et al. (1998),
padronizaram um método, o qual, por meio de uma férmula, calcula o grau de
toxicidade de produtos fitossanitarios para esses patégenos. Tal técnica é realizada
in vitro, utilizando-se meio sélido e baseia-se na porcentagem média da esporulagao
e no crescimento vegetativo micelial com relacdo a testemunha (100%), como
segue: T= 20[CV] + 80 [ESP]/ 100, onde: T: valor corrigido do crescimento vegetativo
e esporulacdo para classificacdo da toxicidade do produto; CV: porcentagem de
crescimento vegetativo com relagdo a testemunha; ESP: porcentagem de
esporulagdo com relacado a testemunha. Os valores de T definem a toxicidade nos
intervalos que seguem: 0-30= muito toxico; 31-45= toxico; 46-60= moderadamente
toxico e acima de 60 compativel.

Embora seja uma padronizacdo muito utilizada nos trabalhos de
compatibilidade do referido entomopatégeno, ainda verificam-se algumas
discrepancias.

Silva & Neves (2005) estudaram os efeitos de dois fungicidas e um inseticida
em trés concentragbes diferentes, sobre o fungo Beauveria bassiana por meio de
quatro diferentes técnicas, tendo como critérios de avaliacdo, a germinacéo,
unidades formadoras de col6nias, crescimento vegetativo e esporulacao. As técnicas
constaram de pulverizagdo do produto antes e depois da inoculacdo do
entomopatdgeno, mistura do produto ao meio de cultura e mistura dos conidios com
os produtos e posterior inoculagdo em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA).
Para o critério germinagdo, com o produto endosulfan, na concentracdo

recomendada, verificaram diferenca entre as técnicas, sendo que na pulverizagéao
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antes e apos a inoculacao do fungo houve maior incompatibilidade. Por outro lado,
nas técnicas em que misturaram o produto ao meio de cultura e/ou os conidios ao
produto, verificaram maior compatibilidade, sendo estas significativamente iguais
entre si e significativamente diferentes das anteriores.

Por outro lado, com o fungicida iprodione, na concentragcdo recomendada,
Silva & Neves (2005) nao verificaram diferenca significativa entre as técnicas
testadas. Ja com o dobro da concentracdo recomendada, o maior grau de
incompatibilidade foi observado quando o produto foi misturado ao meio de cultura,
resultado contrario ao endosulfan. Ainda com relagao a germinacao, com o fungicida
azoxystrobin, na concentragcdo recomendada, os autores ndo encontraram diferenca
significativa entre as técnicas, sendo que o maior grau de incompatibilidade,
independente da concentracdo do produto, foi encontrado na técnica proposta por
Alves et al. (1998). Por sua vez, com a metade da concentracdo, nas técnicas com
pulverizagcdes antes e depois da inoculagao do fungo, observaram altos indices de
germinagéo. Resultados diferentes entre as técnicas também foram verificados com
o dobro da concentracdo recomendada.

Nos demais critérios avaliados, de forma geral, Silva & Neves (2005)
também encontraram variacdo entre as técnicas, concentracbes e produtos
utilizados, o que reforca a idéia de estudos mais aprofundados para a elaboragcao de
um protocolo mais confiavel.

Em trabalho sobre os efeitos de produtos fitossanitarios sobre B. bassiana
com produtos quimicos, Mouréo et al. (2003) verificaram que endosulfan apresentou
compatibilidade moderada em relacdo aos demais produtos estudados quando

misturado ao meio de cultura BDA, corroborando Alves (1998), sendo resultado
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semelhante ao obtido por Silva & Neves (2005), considerando-se o critério
germinacao.

Por outro lado, ha discrepancia entre os trabalhos de Mouréao et al. (2003) e
Silva & Neves (2005), quando se considera o critério diametro de colbnia, na técnica
em que misturaram endosulfan ao meio de cultura. Para Mourdo et al. (2003), o
inseticida € moderadamente compativel, enquanto que para Silva & Neves (2005)
apresentou a maior compatibilidade quando comparado com as outras técnicas
testadas. Mourao et al. (2003), ainda verificaram que etion, triadimezol apresentaram
seletividade moderada, enquanto dissulfoton foi o mais seletivo, ndo inibindo o
crescimento micelial.

Da mesma forma, utilizando-se da técnica proposta por Alves et al. (1998),
Tanzini et al. (2002), testaram o efeito de seis inseticidas sobre oito fungos
diferentes e verificaram que este variou de acordo com a espécie. Além disso,
encontraram diferencas entre os isolados de Metarhizium anisopliae, sendo que o
isolado Esalq 1144 se mostrou totalmente suscetivel aos inseticidas testados, ao
passo que para o isolado Esalg 1189, o grau de toxicidade variou de compativel,
moderadamente toxico a téxico. Ainda de acordo com os autores, alguns produtos
fitossanitarios propiciaram crescimento micelial significativamente igual ao da
testemunha, porém foram considerados incompativeis, uma vez que a producéo de
conidios foi muito baixa. Isso porque no célculo para o grau de toxicidade proposto
por Alves et al. (1998), a esporulagcao tem um peso maior.

Tamai et al. (2002), também realizaram estudo sobre o efeito de produtos
fitossanitarios em fungos entomopatogénicos e observaram variacdo no grau de
toxicidade conforme a categoria do produto. Assim, testaram o isolado PL 43 de B.

bassiana com produtos fitossanitarios e classificaram noventa e trés produtos por
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meio da férmula proposta por Alves et al. (1998). Do total pesquisado, 23,6% dos
produtos foram compativeis, 5,4% moderadamente téxicos, 6,5% téxicos e 64,5%
muito téxicos. Quando analisados por categoria, foi verificada maior
incompatibilidade para os fungicidas, uma vez que dos trinta e seis fungicidas
testados, 92% foram classificados como téxicos contra 56% dos inseticidas e/ou
acaricidas. Além disso, uma maior producdo de conidios foi verificada em alguns
tratamentos que nao diferiram estatisticamente da testemunha quanto ao grau de
toxicidade.

O produto fenpropatrina, segundo Tamai et al. (2002), foi classificado como
compativel, porém, resultados divergentes foram obtidos por Cavalcanti et al. (2002)
sobre o isolado UFLA-4 de B. bassiana, classificando fenpropatrina como téxico para
este isolado.

Entretanto, Cavalcanti et al. (2002) verificaram que a viabilidade dos esporos
nao foi afetada, tanto no tratamento com fenpropatrina como nos tratamentos com
tiametoxan, imidaclopride, e iprodione. Batista Filho et al. (2003), também chamam a
atencao para o critério viabilidade dos esporos, pois identificaram produtos que
segundo a féormula proposta por Alves et al. (1998) sdo compativeis, porém, os
conidios apresentam baixa viabilidade, o que comprometeria todo o processo do
modo de acdo do fungo. Cavalcanti et al. (2002) ainda avaliaram o critério
patogenicidade, e verificaram que mesmo com redugédo do crescimento vegetativo e
esporulacdo, ndo houve diferenca significativa na mortalidade de lagartas entre a
testemunha e os fungos que esporularam nos tratamentos com tiametoxan,
imidaclopride e fenpropatrina.

Ainda com relacdo ao produto fenpropatrina, a mesma técnica utilizada por

Tamai et al. (2002) e Cavalcanti et al. (2002) foi aplicada por Loureiro et al. (2002)
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para avaliar o efeito em fungos entomopatogénicos. Entretanto, os resultados
obtidos corroboraram somente com Cavalcanti et al. (2002), sendo que o produto foi
classificado de toxico a muito toxico para B. bassiana, M. anisopliae, Paecilomyces
fumosoroseus e Verticilium lecanni. Além disso, outros produtos foram testados por
Loureiro et al. (2002) sendo que os resultados variaram de acordo com o produto
e/ou o entomopatégeno utilizado, identificando-se produtos compativeis a ambos
critérios avaliados, crescimento micelial e esporulacdo, ou apenas a um dos dois, ou
ainda totalmente incompativeis aos dois critérios.

No caso de B. bassiana, por exemplo, os produtos tiametoxan, imidaclopride
e ciromazina nao apresentaram efeito inibitério sobre o crescimento micelial.
Resultados semelhantes ja tinham sido verificados por Neves et al. (2001), com
relagdo ao efeito de tiametoxan e imidaclopride sobre B. bassiana, embora as
médias tenham sido menores do que as da testemunha.

Ainda de acordo com Loureiro et al. (2002), alteracées morfoldgicas foram
verificadas em colénias de M. anisopliae na presenca de alguns produtos. Além
disso, mesmo causando reduc¢do significativa na produgéo de conidios, os produtos
tiametoxan, imidaclopride, bifentrina e acefato nao afetaram o crescimento micelial.
Para tiametoxan, os resultados corroboram com os encontrados por Neves et al.
(2001), na menor concentracao utilizada do produto.

Com relacao ao fungo V. lecanii, Loureiro et al. (2002) observaram que 0s
produtos tiametoxan, ciromazina, bifentrina e imidaclopride, ndo afetaram seu
crescimento vegetativo, porém, com excecdo de imidaclopride, para P.
fumosoroseus houve reducao na producao de conidios. Entretanto, esses resultados
discordam das observacoes feitas por Neves et al. (2001), nas quais identificaram

um aumento na producdo de conidios nas maiores concentracdes utilizadas de
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tiametoxan para Paecilomyces sp. Batista Filho et al. (2001) ja tinham verificado
resultados semelhantes, sendo que dez microrganismos testados foram compativeis
para tiametoxan.

Da mesma forma, Oliveira et al. (2003), com o isolado CG 425 e Andal6 et
al. (2004), com o isolado UEL 114, ambos, B. bassiana, verificaram compatibilidade
para tiametoxan. Contudo, salienta-se que os critérios avaliados foram diferentes,
sendo germinacéao, crescimento micelial e esporulacado para Oliveira et al. (2003) e
crescimento micelial e producao de conidios para Andalé et al. (2004).

No mesmo sentido, trabalhos com enfoques diferentes dos abordados até
entao, porém com metodologias semelhantes, foram desenvolvidos por Mello et al.
(2003) e Mendes et al. (2004). Os primeiros estudaram a compatibilidade de
Cercospora caricis, utilizado para o controle de Cyperus rotundus e produtos
fitossanitarios, enquanto Mendes et al. (2004) avaliaram a compatibilidade de
Fusarium sp. (isolado FCAV#940) com cinco herbicidas utilizados para o controle de
macréfitas aquaticas, em diferentes concentracées.

Mello et al. (2003) observaram variacado na inibigdo do crescimento micelial
de acordo com os produtos e concentracdes utilizadas. Para o produto oxicloreto de
cobre nao foi verificada inibicdo em nenhuma das concentragcdes utilizadas. Por
outro lado, Mendes et al. (2004) observaram que em todas as concentracdes
estudadas, nenhum herbicida apresentou efeito inibitério no crescimento micelial do
Fusarium sp. Além disso, embora ndao tenham sido evidenciadas quaisquer
alteracées morfolégicas nos conidios dos fungos que cresceram nos diferentes
tratamentos, diferencas significativas foram observadas para germinacdo e

esporulagéo entre os tratamentos.
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Contudo, Mendes et al. (2004) ressaltam que embora ndo haja diferenca
significativa, no caso do herbicida glifosato, em todas as concentracdes testadas a
média da porcentagem de germinacdo foi maior do que a testemunha, o que
evidencia a capacidade do fungo de utilizar as substancias dos produtos ao seu
favor.

Em linhas gerais, ainda verifica-se que os resultados obtidos nos diferentes
trabalhos desenvolvidos com fungos denotam uma série de diferencas que variaram
conforme as técnicas e os critérios de avaliacao adotados, sugerindo um estudo
mais aprofundado sobre o assunto para que possa ser atestada a toxicidade dos
produtos fitossanitarios aos microrganismos, ou para que se possa adequa -los a
estratégia pretendida.

Com referéncia as bactérias entomopatogénicas, os testes de
compatibilidade s&o ainda mais restritos e a maioria dos estudos realizados séo
relativamente desatualizados, uma vez que muitas moléculas testadas para
bactérias nas décadas de 1960, 1970, 1980 e 1990 nao estdo mais disponiveis no
mercado. Além disso, € importante salientar que a maioria dos trabalhos referentes
aos efeitos de produtos fitossanitarios em bactérias, assim como ocorre para outros
entomopatdgenos, foram realizados focando-se os inseticidas. Dessa forma, além
dessa escassez de informacéo, um outro fator observado e talvez o mais agravante,
como ja mencionado, € a falta de uma padronizacdo para atestar os efeitos dos
produtos fitossanitarios. Isto acaba por comprometer e dificultar ainda mais a
interpretacdo dos resultados e consequientemente a adaptacdo ou desenvolvimento
de uma estratégia de controle.

Nesse sentido, Dougherty et al. (1971) e Jimenez et al. (1989) avaliaram os

efeitos de diversos produtos fitosssanitarios sobre esporos de B. thuringiensis var.
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thuringiensis, através da técnica de discos de papel impregnados com as
concentragdes dos produtos. Para ambos os autores, o critério avaliado foi a
presenca e auséncia do halo de inibicdo, sendo que Dougherty et al. (1971),
verificaram compatibilidade total, parcial e incompatibilidade entre os inseticidas e
herbicidas testados. Além disso, também observaram que a compatibilidade variou
de acordo com o solvente utilizado. Da mesma forma, os resultados obtidos por
Jimmenez et al. (1989), variaram conforme o produto, verificando-se produtos
compativeis e incompativeis, com diferencas nos halos de inibigao.

Diferentemente dos resultados obtidos por Jimmnez et al. (1989) para
endosulfan, Bhattacharya et al. (2004) observaram que o halo de inibicdo aumentou
conforme o aumento da concentracao do produto. Resultados semelhantes também
foram verificados com outros produtos, sendo que carbaryl e imidacloprid, em altas
concentracdes, inibiram o crescimento bacteriano, o que nao foi observado quando
utilizaram a concentragdo recomendada e a metade desta.

Por outro lado, Sutter et al. (1971) estudaram os efeitos de inseticidas sobre
células de B. thuringiensis var. thuringiensis em meio liquido. O comportamento da
bactéria variou conforme o inseticida e as concentracées destes. Além disso,
observaram inibicdo da multiplicacdo bacteriana por alguns inseticidas e a
compatibilidade, sem inibicdo, com outros. Além disso, verificaram a capacidade da
bactéria em metabolizar organofosforados e aumentando o niumero de células.

Também utilizando a técnica de crescimento em meio liquido, Morris (1975)
avaliou o efeito de varias concentragcdes de inseticidas sobre B. thuringiensis.
Entretanto, os critérios avaliados foram o crescimento bacteriano mensurado por
espectrofotometria ao longo de seis horas, e a germinacdao dos esporos. O

crescimento variou conforme a concentracdo utilizada e o tempo de exposicéo,
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sendo que o produto fenitrothion, nas mais baixas concentragées nao inibiu o
crescimento durante as seis horas de avaliacdo. Contudo, a partir da concentracao
de 4 ppm e 10 ppm, foi verificada inibicdo, ao passo que na concentracdo de 100
ppm, ocorreu uma reagao inversa, com estimulo de crescimento significativamente
acima da testemunha até as duas horas de incubacao.

No caso de germinacdo dos esporos Morris (1975), também verificou
variacdo conforme as concentracées e o produto utilizado. Além disso, o autor
chama a atencao para o efeito das substancias emulsificantes, pois verificou inibicao
da germinacao por parte de tais substancias, isoladamente.

Uma outra técnica de avaliacao utilizada é a de misturar os esporos aos
produtos fitossanitarios. Assim, Chen et al. (1974) testaram duas formulacdes de
Bacillus thuringiensis e diferentes concentracdes de inseticidas organofosforados e
carbamatos. Apés agitacao e filtracdo, os esporos foram inoculados em meio de
cultura e avaliados em diferentes tempos de incubacdo. Um decréscimo da
viabilidade dos esporos ao longo do tempo foi observado em todos os tratamentos,
porém, com diferencga significativa apenas para os produtos stirophos e propoxur (in
sic), com uma das formulacdes do inseticida biolégico. De maneira geral, a maioria
dos inseticidas testados foram compativeis com as duas formulagdes do Bt.

Entretanto, ainda de acordo com Chen et al. (1974), a maioria das misturas
de produtos quimicos e bioldgicos testadas contra larvas de Heliothis virescens em
laboratério ndo apresentou os efeitos sinégicos e antagdnicos, como verificado para
alguns produtos em testes isolados in vitro, considerando-se o critério germinagao.
Além disso, maiores porcentagens de mortalidade larval foram observadas nos
tratamentos com inseticida sintético e bioldgico isoladamente do que misturados. Por

outro lado, o produto carbaryl (in sic), que foi significativamente deletério na
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germinagcao, apresentou um efeito sinérgico em combinagdo com uma das
formulagbes de Bt contra as larvas.

Alguns trabalhos em condicbes de campo e semi-campo também foram
desenvolvidos. De acordo com Jimmenez et al. (1989), em campo, a mistura da
concentracao subletal de endosulfan de 0,12 kg de i.a /ha com B. thuringiensis var.
thuringiensis ndo aumentou a efetividade de cada tratamento sobre H. virescens.
Porém, quando a concentragdo misturada foi de 0,24 kg de i.a’/ha, tanto com B.
thuringiensis var. kurstaki como com B. thuringiensis var. dendrolimus foram
observados resultados satisfatérios na reducdo dos danos de lagartas em
plantagbes de tabaco.

Da mesma forma, Hardman & Gaul (1990) realizaram experimentos para
avaliacao de misturas de B. thuringiensis var. kurstaki e piretrdides, bem como a
eficiéncia individual dos produtos para o controle da traca de inverno (Lepidoptera:
Geometridae), em pomares de maca. Nos tratamentos com as misturas, verificaram
uma diminuicdo das injurias causadas pela referida praga nos frutos colhidos, bem
como a diminuicdo dos danos causados por outros lepidopteros pragas. Além disso,
0s niveis populacionais de alguns inimigos naturais foram maiores em tratamentos
com a mistura dos produtos do que nos tratamentos isoladamente na concentracéao
recomendada e na metade desta.

Resultados satisfatérios também foram verificados por Smit et al. (1994),
com a aplicacdo da combinagédo do fungicida ridomil-Z, com ou sem a adicdo de
surfactante, e B. thuringiensis var. tenebrionis em plantacdes de batata.

Em estudos realizados em casa de vegetacdo com a mistura de B.

thuringiensis var. san diego e os fungicidas chlorothalonil e mancozeb, Stwart et al.
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(1991) nao verificaram alteracao da eficacia do inseticida biol6gico contra larvas do
besouro Leptinotarsa decemlineata.

Porém, Salerno et al. (1999), também avaliaram o efeito dos produtos
fitossanitarios em diferentes concentragdes sobre duas cepas de B. thuringiensis em
casa de vegetacao e verificaram diferencas de compatibilidade com relacao as
concentracbes e a categoria dos produtos. As misturas foram aplicadas sobre
plantas de soja, e as coletas de folhas foram feitas 72 horas, 10 e 20 dias apés a
aplicacdo. As folhas coletadas foram colocadas em agitacdo em frascos com agua
destilada por 8 horas e posterior inoculacao de diluicoes decimais. Observaram que
no grupo dos herbicidas, o produto Scepter, na concentracao recomendada, foi o
mais compativel com a maior média para as duas cepas, diferindo estatisticamente
dos demais tratamentos, inclusive os de concentracdes abaixo das recomendadas
pelo fabricante. O fungicida e o inseticida, benlate e endosulfan, respectivamente,
apresentaram os efeitos mais inibitérios.

Além das técnicas de avaliagéo ja descritas, Salerno et al. (1999) avaliaram
a compatibilidade de 16 cepas de B. thuringiensis com herbicidas, fungicidas e
inseticidas, na concentracdo recomendada e sete subconcentragdes, misturando-as
em meio de cultura, agar nutriente (AN) fundido a 50°C. Apés solidificacdo do meio
de cultura inocularam células previamente incubadas por 72 horas em agitador
horizontal. Os produtos Basagran, Scepter, Fungoxan, Benlate e Decis foram
compativeis com as cepas na concentracdo recomendada. Porém, para outros
produtos como Agil, Select e Isomero, o crescimento das colbnias so foi possivel na
concentracdo minima estudada de 1,6%. Por sua vez, a compatibilidade do fungicida

camaril-zeb e o inseticida endosulfan foi verificada em concentracées baixas, de
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6,25% e 12,5% respectivamente. Além disso, em alguns tratamentos, foram
verificadas alteragdes morfoldgicas nas colbnias.

Da mesma forma que Salerno et al. (1999), Kizilkaya & Aksoy (1999),
testaram o efeito de um fungicida, um herbicida e um inseticida em varias
concentragdes, sobre o crescimento de diferentes Bacillus spp. em laboratério.
Verificaram que os efeitos dos produtos variaram de acordo com a concentracédo
utilizada, sendo que o fungicida e o inseticida aumentaram o crescimento de B.
cereus var. mycoides e B. pumilus, ao passo que o herbicida diminuiu o crescimento
de ambos. Ja os isolados 2362 e 1593 de B. sphaericus, mostraram aumento no
crescimento, quando expostos ao inseticida, e decréscimo em exposicdo ao
fungicida e herbicida. Por sua vez, o herbicida e o inseticida tiveram efeito positivo
sobre o crescimento de B. thuringiensis var. isralelensis.

Ainda com referéncia a técnica de mistura dos produtos fitossanitarios ao
meio de cultura, Batista Filho et al. (2001) avaliaram fungos, virus e Bt com varios
inseticidas, nas concentragdes maxima e minima recomendadas. Para Bt, avaliou-se
o numero de unidades formadoras de colénias (UFC), e como ja verificado por
outros autores, a compatibilidade variou de acordo com o produto e concentracéo
utilizada, sendo que diafentiuron na concentracdo minima estimulou a germinacao
diferindo estatisticamente da testemunha. Por outro lado, com o produto imidacloprid
a média de UFC foi maior no tratamento com a maior concentragao do produto. Além
disso, o autor também verificou inibicdo total com os produtos monocotophos e
deltramethrim, ambos na concentracdo maxima recomendada.

Todos os testes descritos até entdo, estdo relacionados a germinagao, ao
crescimento e a patogenicidade de Bt, quando misturado com produtos

fitossanitarios. Porém, ¢é importante salientar que embora alguns produtos
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apresentem-se compativeis, conforme tais critérios, ha a necessidade de selecionar
produtos que ndo comprometam a acao das endotoxinas das bactérias, uma vez
que a acao inseticida do microrganismo depende dessas endotoxinas.

Nesse sentido, Accinelli et al. (2004) estudaram a influéncia da toxina de Btk
na degradacao de herbicidas em dois tipos de solo. Foi constatado que a adicao de
toxinas no solo aumentou a meia vida de ambos os herbicidas testados. Por outro
lado, verificaram que a atividade da toxina de Btk decresceu ao longo do periodo de
incubacéao de vinte e oito dias, avaliando-se a mortalidade de lagartas para as quais
foram servidas dietas contendo amostra de solo dos tratamentos. De acordo com o
estudo realizado, ha a possibilidade de que as toxinas do Btk tenham efeito sobre
algumas propriedades do solo ou em mecanismos que influenciam a degradacéao do
herbicida.

A preocupacao no desenvolvimento de novas estratégias para o controle de
pragas, ndo se remete apenas a agricultura, mas também a saude publica. Dessa
forma, alguns trabalhos mais recentes vém sendo desenvolvidos, visando a
integracao entre inseticidas sintéticos e bioldgicos para o controle de culicideos
vetores de doengas, como Aedes sp..

Assim, Seleena et al. (1999) avaliaram formulagdes comerciais de B.
thuringiensis var. israelensis e alguns inseticidas quimicos em larvas e adultos de
Aedes sp.. Os tratamentos constaram de produtos quimicos e produto bioldgico
isoladamente e a mistura de ambos. No caso da mistura, esta foi feita e logo em
seguida pulverizada contra fémeas adultas e larvas do mosquito. A mortalidade
larval maxima provocada pelos produtos quimicos, isoladamente, se deu até cerca
de uma hora apéds aplicacdo, enquanto que a atividade do produto bioldgico,

isoladamente, causou mortalidade por sete dias ap6s aplicacdo. Com referéncia a
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mistura, nao verificaram diferenca significativa em relacao ao inseticida quimico e Bt
isoladamente, apds uma hora da aplicagdo. Além disso, a atividade larvicida da
mistura foi maior do que somente a do produto quimico nos sete dias, com excecao
de um produto. Para os adultos nao verificaram nenhuma diferenca entre a mistura e
os produtos isoladamente.

Dentro da mesma linha de estudo Chung et al. (2001) avaliaram a mistura do
adulticida pirimiphos-methyl e do larvicida a base de B. thuringiensis var. israelensis
para o controle de Aedes aegypti, com a aplicacdo por meio de termonebulizador.
Os testes foram realizados com fémeas adultas e com larvas, sendo que a mistura
foi realizada momentos antes da aplicacédo, avaliando-se a mortalidade de larvas e
adultos, a altura e a distancia ideal de aplicacao.

Os resultados obtidos foram considerados satisfatérios, uma vez que
nenhum dos produtos interferiu na eficacia do outro. Além da mortalidade imediata
de adultos, a mortalidade das larvas permaneceu alta pelo periodo de vinte e oito
dias, nos tratamentos com distancia de aplicacdo de trés metros. Entretanto,
verificaram que a medida que se aumentou a distancia entre o alvo e o aplicador, ao
longo dos dias, a mortalidade larval caiu gradativamente, chegando a zero aos vinte

e um dias na distancia de doze metros.



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Zoologia de
Invertebrados do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude e nos Laboratérios de
Bioquimica e Controle Microbiolégico de Agua, Alimentos e Medicamentos do Centro
de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(Unioeste), Campus de Cascavel.

A bactéria utilizada foi Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) obtida do
isolamento do produto comercial Dipel PM® e as amostras comerciais dos produtos
fitossanitarios, fungicidas e herbicidas, foram obtidas junto a Cooperativa
Agropecuaria de Cascavel (Coopavel), cujas informacdes referentes a formulagéo,
concentragdes recomendadas, grupos quimicos e nomes técnicos, encontram-se na

Tabela 5.
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Tabela 5. Produtos fitossanitarios utilizados nos experimentos.

Nome Conc.
Grupo Quimico
Técnico Comercial Form.! Uso? L/ha®
Sulfentrazone Boral SC H Aril triazolinonas 1,2
Fentin Hidroxido Brestanid SC F Organoestanico 0,5
Lactofen Cobra CE H Difenil éter 0,5
Carbendazin Derosal SC F Benzimidazolico 0,5
Tebuconazole Folicur CE F Triazol 0,5
Epoxiconazole Opera EC F Estrobilurinas e triazol 0,5
Imazethapyr Pivot SL H Imidazolinona 1,0
Fenoxaprop Podium EC H Acido Fenoxicarboxilico 1,0
Azoxystrobin Priori SC F Estrobilurinas 0,4
Metribuzin Sencor SC H Triazinonas 1,0
' Formulagao

2 H= herbicida; F= fungicida
8 Concentracao recomendada pelo fabricante por hectare

3.1 OBTENGCAO DO ISOLADO

Para isolamento do Btk foi diluido 1g do produto comercial Dipel PM® em 50
mL de agua destilada esterilizada. Ap6s agitacdo com bastdo de vidro, foram
pipetadas aliquotas de 0,1 mL, sendo estas inoculadas e distribuidas com alga de
Drigalsky na superficie do meio de cultura agar nutriente (AN) em placas-de-petri, as
quais foram incubadas a 30+2°C. Para isolamento de colbénias puras, por meio de
uma alga de platina, foram retiradas amostras das placas incubadas anteriormente,
sendo estas novamente inoculadas em placas-de-petri com meio AN pelo método de
esgotamento e incubadas nas mesmas condi¢cdes ja descritas. A partir das colénias
isoladas obtidas pelo método de esgotamento, foram feitas repicagens em placas-
de-petri com meio AN e espalhadas com alca de Drigalsky pelo método de placa

cheia. As mesmas condi¢cdes de incubacao ja descritas foram adotadas nessa etapa.
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3.2 ARMAZENAGEM DO ISOLADO

3.2.1 Tubos de cultura

A partir do isolado puro, amostras foram coletadas e inoculadas em tubos de
cultura com meio AN inclinado. Foram preparados 12 tubos, sendo estes incubados
(30+2°C, 96h), sendo em seguida, os meios cobertos com 6leo mineral Nujol®

esterilizado e os tubos lacrados e armazenados em geladeira (+4°C).

3.2.2 Fitas de papel-filtro

Além do armazenamento em meio de cultura, o isolado puro foi armazenado
em freezer. Para tal, pequenas fitas de papel-filtro devidamente esterilizadas foram
esfregadas sobre a massa bacteriana pura, e acondicionadas em tubos ependorff,

os quais foram armazenados em freezer a —10°C.

3.3 QUANTIFICACAO DO INOCULO

3.3.1 Estabelecimento da curva padréao

Para a quantificagdo do inéculo de forma rapida e pratica, foi estabelecida
uma curva padrdo, correlacionando-se a concentracdo celular (UFC/mL) e a
densidade éptica. Assim, a partir do patdégeno armazenado, foram inoculadas

placas-de-petri com meio AN, sendo incubadas (30+2°C, 24h) para a ativacado da
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bactéria. Em seguida, por meio de uma alga de platina foram retiradas amostras das
placas com o patdégeno ativado e inoculadas em trés frascos erlenmeyer contendo
50 mL de meio caldo nutriente (CN) cada. Os frascos foram incubados em agitador
horizontal (shaker) (30+2°C, 150 rpm, 24h). Um frasco foi mantido somente com CN
para o controle experimental de contaminantes.

Apoés periodo de incubacgéo e verificagdo da auséncia de contaminantes, o
conteudo dos erlenmeyer foi misturado em um anico frasco, do qual foi retirada uma
amostra de 1 mL, seguindo-se o método de diluicdes seriadas até 107°.
Posteriormente, foi deita a leitura da densidade Optica das diluicdes em
espectrofotobmetro a 600 nm. De cada diluicdo foram feitas trés leituras, das quais se
obteve uma média, que foi registrada.

Em seguida, cada diluicdo foi agitada por 30 segundos em agitador do tipo
vértex e inoculada por meio de um micropipetador em cinco pontos na superficie do
meio AN em placas-de-petri, de acordo com a técnica desenvolvida por E.M. Rios
(UFPE/Recife, Departamento de Antibibticos), relatada por Alves & Moraes (1998).
Foi utilizado um volume de 5ulL/ponto e trés placas para cada diluicdo. As placas
foram deixadas abertas na camara de fluxo laminar durante cinco minutos para a
evaporacdo do excesso de agua dos pontos inoculados e em seguida foram
incubadas (30+2°C, 18 a 24h), conforme adaptacao proposta por Moraes, citada por
Alves & Moraes (1998). Apéds tal periodo, realizou-se a contagem do numero de
colénias em cada ponto, cuja média foi correlacionada com a D.O. correspondente e

estabelecida uma curva padrao de quantificagao.
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3.4 EFEITO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS SOBRE CELULA DE BTK

Para tais testes foram utilizadas duas técnicas de avaliacdo, ou seja, em
meio sélido e meio liquido, sendo que cada uma foi considerada um experimento no
qual foram testados os fungicidas e herbicidas.

Assim, previamente a execucdo dos bioensaios de compatibilidade, uma
amostra da cultura estoque dos isolados foi retirada e inoculada em placas-de-petri
em meio AN e incubadas (30+2°C, 24h) para ativagdo da bactéria. Em seguida,
amostras dessas placas foram coletadas com alca de platina e inoculadas em
frascos erlenmeyer contendo 50 mL de CN, os quais foram incubados em agitador
horizontal (shaker) (30+2°C, 150 rpm, 24h). A partir desse pré-cultivo, uma amostra
de 1 mL foi pipetada e diluida em tubo de ensaio na propor¢céo 1:10 procedendo-se
a leitura da absorbancia em espectrofotébmetro a 600 nm. O valor obtido foi langado
na curva padrdo, a qual possibilitou a estimativa da quantidade de in6culo utilizada
em cada bioensaio.

Para o céalculo da concentracdo dos produtos fitossanitarios utilizados nos
experimentos, adotou-se como padronizacgéo a diluicdo em 200 L H,O/ha? (Tabela

5).

3.4.1. Avaliacdo em meio sélido

A avaliagdo em meio sdlido foi feita através de duas técnicas diferentes: uma

que emprega os produtos fitossanitarios em concentracées pré-estabelecidas

? Prof. Dr. Robinson Luiz Contiero — professor da disciplina de Controle Quimico, Graduacio e pés- graduagio
em Agronomia da Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon — comunicagio pessoal, 2004.



58

misturadas ao meio de cultura e uma que emprega os produtos fitossanitarios

impregnados em disco de papel filtro.

3.4.1.1 Produtos fitossanitarios misturados ao meio agar nutriente

Foram preparados frascos erlenmeyer contendo 90 mL de meio AN fundido, e
antes destes solidificarem (45-50°C), foram adicionados os diferentes produtos
fitossanitarios nas concentracées equivalentes as recomendadas pelo fabricante e a
metade destas. Em seguida, aliuotas de 10 mL da mistura foram vertidas em
placas-de-petri e apods a solidificacdo foi realizada a inoculagdo do meio com
suspensdes de células nas concentracdes de 102, 10 e 10, sendo estas 1,7x10%,
1,7x10° e 1,7x10° UFC/mL, respectivamente. Para cada suspensdo foram
inoculadas duas placas, sendo que cada uma recebeu cinco pontos na superficie do
meio, no volume de 5ulL/ponto, conforme ja descrito. No tratamento testemunha a
bactéria foi inoculada em meio de cultura, sem a adicao dos fitossanitarios.

As placas foram mantidas abertas na camara de fluxo para a evaporacao do
excesso de agua dos pontos inoculados. Em seguida, as placas foram incubadas
(30£2°C, 18 a 24h). Foi avaliado o efeito dos produtos fitossanitarios sobre o
crescimento vegetativo da bactéria, quantificando-se as unidades formadoras de
colénias (UFC/mL) em cada ponto, na suspensao que possibilitou melhor contagem
(10%). Para a andlise estatistica, foram consideradas somente os pontos mais

uniformes quanto ao numero de UFC/mL.
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3.4.1.2 Produtos fitossanitarios impregnados em discos de papel-filtro

Como ja descrito no item anterior, ap6s preparacdo do pré-cultivo na
concentracdo de 1,2x10” UFC/mL foram retiradas aliquotas de 0,1 mL(1,2x10%) e
inoculadas em placas-de-petri, com meio AN e espalhadas com alca de Drigalsky.

A preparacao das solucdes dos produtos fitossanitarios foi feita como no item
anterior, porém estas foram preparadas em frascos contendo 50 mL de agua
destilada estéril. Em seguida, discos de papel-filtro de 1 cm de diametro foram
mergulhados nas solucdes com as concentracdes pré-estabelecidas e colocados em
contato com a superficie do meio de cultura ja inoculado com Btk. Em cada
tratamento foram utilizadas duas placas com cinco discos cada.

As placas foram mantidas abertas na camara de fluxo por cinco minutos para
a evaporacao do excesso de agua dos discos de papel. Apés incubagao (30+2°C,
24h) procedeu-se a avaliacdo. Como parametro, foi considerado a presenca ou nao
do halo de inibigdo no crescimento das col6nias ao redor dos discos impregnados.
Cada disco foi avaliado individualmente, sendo o disco com a formagéo de halo
considerado incompativel representado por (--); halo com UFC, parcialmente
compativel e ou parcialmente incompativel e representado por (+-) € a nao formacéao

de halo, compatibilidade e representado por (++).
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3.4.2 Avaliagdo em meio liquido

3.4.2.1 Produtos fitossanitarios misturados ao meio liquido

Os testes foram realizados em frascos erlenmeyer contendo 50 mL de CN,
adicionados dos diferentes produtos fitossanitarios nas concentracées equivalentes
a recomendada pelo fabricante e a metade desta. Em seguida, cada frasco recebeu
uma aliquota de 0,5 mL (1x10” UFC/mL) do pré-cultivo, sendo em seguida
incubados em agitador horizontal (shaker) (30+2°C, 150 rpm, 24h). Posteriormente
foi retirada de cada frasco uma amostra de 1 mL e submetidas ao método de
diluicdes decimais até as concentragées de 102, 10* e 10°. Para cada diluicao
foram inoculadas duas placas, sendo que cada uma recebeu cinco pontos no
volume de 5ulL/ponto na superficie do meio de cultura. No tratamento testemunha, a
bactéria inoculada foi incubada apenas em meio de cultura.

Apés evaporacao do excesso de agua pelo método descrito anteriormente, as
placas foram incubadas (30+£2°C, 18 a 24h). Foi avaliado o efeito dos produtos sobre
crescimento vegetativo, quantificando-se o nimero das UFC/mL em cada ponto, na
suspensdo que possibilitou a melhor contagem (10™). Para a anélise estatistica,
foram consideradas somente os pontos mais uniformes quanto ao numero de

UFC/mL.

3.5 METABOLIZAGAO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS POR BTK

Para verificacdo da capacidade de metabolizacdo dos produtos

fitossanitarios pelo Btk, da mesma forma como descrito no item 3.4.1.1, os produtos
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fitossanitarios foram adicionados proporcionalmente a 50 mL de agua destilada
esterilizada, para a obtencao das concentracdes equivalentes a recomendada, e a
metade desta. Em seguida o meio foi inoculado com 0,5 mL (7x 106 UFC/mL) do pré-
cultivo. O processo de incubacdao em agitador horizontal foi 0 mesmo adotado no
item anterior.

Posteriormente, aliuotas de 1mL foram pipetadas e depois de feitas as
diluicbes decimais, foram inoculadas as suspensdes de células nas concentracoes
de 103, 10* e 10™° em placas-de-petri com meio AN, sendo duas placas para cada
suspensado. Todos os procedimentos e condigdes para a inoculagcédo, incubacao,
avaliacao e analise estatistica foram os mesmos utilizados no item 3.4.2.

Previamente a incubacdo do Btk + produtos fitossanitarios em agitador
horizontal, e ao final do periodo de 24 horas, mediu-se o pH de cada suspensao

avaliada.

3.6 EFEITO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS SOBRE ESPOROS DE BTK

As caldas foram preparadas em frascos erlenmeyer contendo 50 mL de
agua estéril, conforme descrito no item 3.4.1.1. Utilizando-se o produto comercial
Dipel PM®, foi preparada uma suspensdo de 10° UFC/mL ajustada a partir da
diluicao de 5g do produto em 20 mL de agua destilada, a qual foi inoculada em cada
frasco contendo a calda com os produtos fitossanitarios nas concentragdes pré
-estabelecidas. No tratamento testemunha, os esporos foram inoculados apenas em
agua estéril. Os frascos foram incubados em agitador horizontal (shaker) (30+2°C,

150 rpm, 2h). Foi pipetado uma amostra de 1 mL de cada frasco, nos tempos de
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uma e duas horas respectivamente, a partir das quais procedeu-se uma diluicao
decimal e inoculacdo em duas placas-de-petri com meio AN.
Todos o0s procedimentos e condigdes para a inoculacdo, incubacgéao,

avaliacao e analise estatistica foram os mesmos utilizados no item 3.4.2.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Exceto para técnica dos discos impregnados, os experimentos foram
realizados segundo delineamento experimental inteiramente casualizado,
considerando cada ponto inoculado nas placas como repeticdo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas entre si pelo
teste de Tukey, ambos com 5% de significAncia. Para o teste com esporos foi
utilizada a analise de parcelas subdivididas no tempo (Split Plot), sendo as médias

comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significaAncia. Quando necessario,

os dados foram previamente transformados em +/x+1. Para todas as analises

utilizou-se o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2005).

3.8 ESTABELECIMENTO DA CURVA DE CRESCIMENTO

Apbs realizacdo dos testes e verificacdo do efeito dos produtos
fitossanitarios sobre a bactéria, em meio liquido, e a capacidade desta de
metabolizar os mesmos, foi selecionado os dois produtos fitossanitarios mais
compativeis, para estudo do comportamento durante o periodo de incubagéao. Dessa
forma, foi estabelecida a curva de crescimento do Btk, quando incubado com os

fungicidas epoxiconazole e o azoxystrobin, ambos na metade da concentragéao
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recomendada pelo fabricante. Para tal, foram preparados frascos erlenmeyer com
100mL de CN, aos quais foram adicionados os produtos nas concentracoes pré-
estabelecidas, sendo a testemunha apenas CN.

Cada frasco recebeu indculo a partir de um pré-cultivo, até se atingir a absorbancia
de 0,05 a 600 nm, sendo em seguida, incubados em agitador horizontal (shaker) (30+2°C, 150
rpm, 24h). A cada trinta minutos foi coletada uma amostra de 1 mL de cada frasco
(tratamento) para a leitura da absorbancia. Para a calibragem do espectrofotometro, foi
utilizado como “branco” uma calda do produto na concentracio estudada, sem a presenca da
bactéria. No tratamento testemunha, a bactéria foi inoculada em CN, sendo o “branco” apenas
o CN. Quando necessdrio, as amostras foram diluidas em agua destilada para a leitura no
espectrofotometro. Os valores foram registrados e plotados para a constru¢do dos graficos da

curva de crescimento.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS SOBRE CELULA DE BTK

4.1.1 Avaliagdo em meio sélido

4.1.1.1 Produtos fitossanitarios misturados ao meio agar nutriente

Dentre as técnicas testadas para a avaliagdo do efeito dos fungicidas, esta
foi a que apresentou o maior numero de produtos fitossanitarios considerados
incompativeis ao Btk, sendo que os fungicidas epoxiconazole, tebuconazole,
azoxystrobin e fentin hidréxido, independentemente da concentracao utilizada, nao
permitiram o crescimento da bactéria. Apenas carbendazin, na metade da
concentracdo recomendada, permitiu a formagdo de UFC/mL, significativamente
semelhante a testemunha, sendo que na concentracdo recomendada a média de
UFC/mL foi significativamente menor que em ambos tratamentos. Estes resultados
discordam dos obtidos por Salerno et al. (1999), que na concentracdo recomendada
verificaram o desenvolvimento das 16 variedades de Bt testadas. A diferenca entre
os dois resultados esta na formulagao do produto utilizada, que foi pé6 molhavel para
Salerno et al. (1999) e suspensao concentrada neste trabalho.

Entretanto, mesmo que significativamente a testemunha, para carbendazin,

na metade da concentracdo, houve reducdo de 10,3%, ao passo que para a
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concentracao recomendada a reducao foi de 44,8% , (Tabela 6). Além disso, em
todos os tratamentos houve reducdo da concentragdo do patdégeno inoculado
inicialmente nos frascos erlemmeyer em relacdo a média de UFC/mL obtida apés 24
horas de incubacdo, sendo esta reducdo de 5,4x10°% 6,6x10° e 10,6x10°, para
testemunha, carbendazin na metade da concentragdo e carbendazin na

concentracdo recomendada, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Média de UFC/mL (£ EP) a partir de células de B. thuringiensis var.
kurstaki incubado em caldo nutriente (30+2°C e 150 rpm, por 24h) e inoculado em
agar nutriente misturado com diferentes concentracdes de fungicidas.

% Relacdo  Dif.Inoc.Inic.*

Tratamentos Conc.! Média UFC/mL (x10°) ) ]

Testemunha“® (x10°) UFC/ mL
Testemunha L 11,6 £ 0,57 a L -54
Carbendazin 2 R 10,4 £0,99 a -10,3 -6,6
Carbendazin R 6,4+0,49b -44.8 -10,6
Epoxiconazole R 0,0c 8 o
Epoxiconazole 2R 0,0c _ .
Tebuconazole R 0,0c L L
Tebuconazole 2 R 0,0c L L
Azoxystrobin R 0,0c . .
Azoxystrobin 2 R 0,0c . .
Fentin Hidroxido R 0,0c _ _
Fentin Hidroxido 2R 0,0c _ _
CV (%) 17,37

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (q =5%)

! Concentragao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada

2 Formula: [(Média de UFC/mL do tratamento/ Média de UFC/mL da testemunha x 100 ) — 100], sendo
os valores positivos para aumento de UFC e negativos para a redugao em relagdo a testemunha

% Calculo nao realizado por nao haver formagéo de UFC/mL

4 Diferenca com relagédo ao inéculo inicial = [(Concentragédo inicial de inoculo (UFC/mL) nos frascos
erlenmeyer) — (Concentragéo celular (UFC/mL) apos 24h )], sendo os valores positivos para aumento
de UFC/mL e negativos para reducéo.
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A reducao observada com relacdo a concentracdao do inéculo adicionada
inicialmente aos frascos erlenmeyer, pode ser justificada pelo método de
quantificacao inicial da concentracao, que foi por meio da leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro e a correlagcdo com curva padrao. Nesse método pode ocorrer a
interferéncia de particulas e substancias, como células mortas integras e lisadas, e
metabdlitos, respectivamente. Esses fatores, assim como as células a serem
mensuradas, absorvem luz e elevam os valores de absorbéancia, resultando, na
correlacdo, um maior numero de UFC/mL.

Entretanto, ressalta-se que tal forma de quantificacdo foi empregada em
alguns trabalhos semelhantes, como o desenvolvido por Sutter et al. (1971), que
avaliaram a compatibilidade de diferentes concentracées de inseticidas e B.
thuringiensis var. thuringiensis em meio liquido, mensurando o crescimento
bacteriano por meio da leitura da transmitancia em espectrofotdmetro. Além disso,
os autores realizaram a contagem das células por meio da inoculagédo de diluicdes
seriadas em meio sélido e também com camara de Petroff-Hausser, sendo que os
dados foram semelhantes nos trés métodos de quantificacdo. Morris (1975) também
quantificou Bt através correlacdo de uma curva padrao.

Assim, mesmo com 0s riscos inerentes a tal técnica de quantificacdo
indireta, os resultados obtidos por Sutter et al. (1971) justificam a utilizacdo da
quantificacao indireta por correlacao adotada neste trabalho.

No caso dos herbicidas, em ambas as concentracdes, os efeitos dos produtos
fitossanitarios sobre Btk foram ainda mais extremos, uma vez que independente da
concentragao utilizada, nenhum dos produtos fitossanitarios possibilitou crescimento
bacteriano, sendo, portanto, classificados, segundo tal técnica, como incompativeis

(Tabela 7).
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Tabela 7. Média de UFC/mL (£ EP) a partir de células de B. thuringiensis var.
kurstaki incubado em caldo nutriente (30+2°C e 150 rpm, por 24h) e inoculado em
agar nutriente misturado com diferentes concentragdes de herbicidas.

% Relacdo  Dif.Inoc.Inic.*

Tratamentos Conc.! Média UFC/mL (x10°)

Testemunha (x10°%) UFC/ mL
Testemunha L 11,6 £0,57 a L -54
Sulfentrazone “»R 0,0b @ -
Sulfentrazone R 0,0b _ _
Fenoxaprop R 0,0b L L
Fenoxaprop 2 R 00b L L
Lactofen R 00b . .
Lactofen 2R 0,0b _ _
Imazethapyr R 0,0b _ _
Imazethapyr 2R 0,0b _ _
Metribuzin R 0,0b . _
Metribuzin 2R 0,0b . _
CV (%) 9,35

Médias seguidas pela mesma letra minlscula na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (q =5%)

! Concentracao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada

2 Calculo n&o realizado por ndo haver formacéo de UFC

% Diferenca com relacéo ao inéculo inicial = [(Concentragdo inicial de inoculo (UFC/mL) nos frascos
erlenmeyer) — (Concentragéo celular (UFC/mL) ap6s 24h )], sendo os valores positivos para aumento
de UFC/mL e negativos para reducéo.
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4.1.1.2 Produtos fitossanitarios impregnados em discos de papel-filtro

De acordo com essa técnica, a maioria dos produtos fitossanitarios foi
compativel ao Btk. Com relacdao aos fungicidas, ndo houve efeito negativo dos
produtos epoxiconazole e azoxystrobin, sendo que independente da concentracéo
utilizada, estes foram classificados como compativeis ao Btk, pois nao houve
formacao de halo de inibicao em nenhum dos discos (Figuras 2 e 3). O mesmo foi
observado para o produto carbendazin, porém, somente na metade da concentracao
recomendada. Por sua vez, carbendazin, na concentragdo recomendada,
apresentou trés discos com a formacao de halo com algumas UFC, o que possibilita
classifica-lo, segundo tal técnica, como compativel ao Btk (Tabela 8).

Por outro lado, o produto tebuconazole, em ambas as concentracdes, em
todos os discos apresentaram halo de inibicdo, porém com algumas UFC, sendo
coerente classifica-lo como parcialmente compativel ou parcialmente incompativel
ao Btk (Tabela 8).

O Unico produto que apresentou halo de inibicdo sem a presenca de UFC,
independentemente da concentragdo utilizada, foi o fungicida fentin hidréxido,

sendo, portanto, classificado como incompativel ao Btk (Figuras 4 e 5).
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Tabela 8. Efeito de fungicidas e herbicidas em diferentes concentracdes em B.
thuringiensis var. kurstaki ap6s 24 horas de incubacao (30+2°C)

Tratamentos Discos
Concentracao

Fungicidas (1 v v v vl vl IX X
Epoxiconazole R ++ ++ ++ H+ A+ A+ A+
Epoxiconazole 2R ++ ++ A+ 4+
Azoxystrobin R ++ o+t A+ A+
Azoxystrobin 2R ++ ++ ++ H+ A+ A+ A+
Carbendazin R ++ ++ o+t -+ A+ -+
Carbendazin 2 R ++ o+ A+ A+
Tebuconazole R e R e =
Tebuconazole 2R T el T S S e S R
Fentin Hidroxido R T
Fentin Hidroxido 1% R - e e e em el
Herbicidas

Sulfentrazone R I I S T T S R S
Sulfentrazone 2R e e T e e = =
Fenoxaprop R e S R s s
Fenoxaprop 2 R i T o R = S
Metribuzin R T s s o= S S o R o S T S
Metribuzin 2R S i ol T o S o S T S
Imazethapyr R Sl SR SR R T i R 5 S
Imazethapyr 2 R i I e s s
Lactofen R L = T = T e S o e S T =
Lactofen 2R A I R R s T = T = i =
Testemunha - ++ 4+ ++ A+ A+

++ = compativel

+- = parcialmente compativel (presenc¢a de halo de inibicdo com algumas colénias)

-- = incompativel



Figura 2. Crescimento de B.
thuringiensis var. kurstaki em meio de
cultura ao redor de discos de papel-
filtro  impregnados com  4gua
destilada, ap6s incubagcao (30°C+2,
24h\

Haln de inihicAn ecem

T

\ Fentin Hidréxido -

Figura 4. Crescimento de B.
thuringiensis var. kurstaki em meio de
cultura contendo halos de inibicdo
formados pelo fungicida fentin
hidréxido, na concentragdo recomenda,
apoés incubacao (30°C+2, 24h).
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Auséncia de Halo de inibicao

S /

Figura 3. Crescimento de B.
thuringiensis var. kurstaki em meio de
cultura ao redor de discos de papel —
filtro impregnados com epoxiconazole,
na concentracdo recomendada, apos
incubacgao (30°C+2, 24h).

5

o] Fentin Hidroxido 172 |/

Figura 5. Crescimento de B.
thuringiensis var. Kurstaki em meio de
cultura contendo halos de inibicdo
formados pelo fungicida fentin hidroxido,
na metade da concentracao
recomendada, apés incubagao (30°C+2,
24h).
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Com relagdo aos herbicidas, nessa técnica, nenhum apresentou total
incompatibilidade com Btk, sendo que sulfentrazone e imazethapyr, na concentragao
recomendada, apresentaram a maioria dos discos com a formagao de halos com a

presenca de UFC (Tabela 8, Figura 6).

Halo com a
presenca de UFC.

Figura 6. Crescimento de B. thuringiensis var. kurstak em meio de cultura contendo o
halo de inibigdo formado pelo herbicida sulfentrazone, na concentracdo
recomendada, apdés incubacao (30°C+2, 24h).

Nos tratamentos com metribuzin e imazethapyr, na metade das
concentracdes recomendadas, e lactofen, na concentracdo recomendada, cinco
discos nao apresentaram halos de inibicdo, enquanto que o0s outros cinco
apresentaram, contudo com a presencga de algumas UFC.

Sulfentrazone e lactofen, na metade da concentracdo recomendada, e

fenoxaprop, na concentracdo recomendada, embora possam ser classificados como
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compativeis com Btk, todos apresentaram quatro discos com a formacao de halos
com a presenca de algumas UFC (Tabela 8).

Por sua vez, fenoxaprop, na metade da concentracdo recomendada, e
metribuzin, na concentracdo recomendada, foram os herbicidas mais compativeis
com Btk, pois foram os tratamentos que mais se assemelharam a testemunha, com
apenas dois e trés discos apresentando halo com UFC, respectivamente (Tabela 8).

Os resultados obtidos com os herbicidas, através da técnica de discos
impregnados, indicam que a concentracdo utilizada influencia na compatibilidade,
pois com todos os produtos, exceto o metribuzin, os tratamentos com metade da
concentragcdo recomendada apresentaram mais discos compativeis do que os
tratamentos nas concentracoes recomendadas (Tabela 8).

Em trabalho de compatibilidade entre Bt e produtos fitossanitarios,
utilizando-se de técnica semelhante, Dougherty et al. (1971) verificaram variacéo de
compatibilidade com referéncia a categoria do produto fitossanitario (fungicida e
herbicida), sendo que os inseticidas foram, na maioria, classificados como
compativeis e os herbicidas como incompativeis.

Da mesma forma, Jimenez et al. (1989), em testes de compatibilidade com
inseticidas, e utilizando-se da mesma técnica, verificaram variagdo quanto a
concentracdo de inseticida testada, sendo que os tratamentos com a metade da
concentragao foram classificados como compativeis ao Bt.

Em razdo dos resultados obtidos, e da caracteristica da técnica de
avaliacao, ressalta-se que uma discussdo mais aprofundada sobre os efeitos dos
produtos fitossanitarios indicados por meio de tal técnica sera realizada mais

adiante, no item referente a comparacao entre as técnicas de avaliacéo.
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4.1.2 Avaliagdo em meio liquido

4.1.2.1 Produtos fitossanitarios misturados ao meio liquido

De maneira geral, a maioria dos fungicidas foi compativel ao Btk, sendo que
em alguns casos houve estimulo para o crescimento da bactéria. O produto
epoxiconazole, na metade da concentracdo recomendada, apresentou média de
UFC/mL significativamente superior aos demais tratamentos, com crescimento de
333,8%, em relacao a testemunha (Figuras 7 e 8, Tabela 9).

Por sua vez, azoxystrobin, na metade da concentragcdo recomendada, e
epoxiconazole na concentracdo recomendada, também apresentaram médias de
UFC/mL significativamente iguais entre si, porém, com crescimento de 143,4% e
107,3% respectivamente, em relacdo a testemunha (Tabela 9).

Por outro lado, carbendazin, em ambas as concentragfes, e azoxystrobin,
na concentracao recomendada, apresentaram média de UFC/mL significativamente
abaixo a da testemunha, com reducéao variando entre 54,8% e 87,5% em relacéo a
testemunha. Porém, quando tais médias sdo comparadas a concentracao do inéculo
adicionada nos frascos erlenmeyer antes da incubacéo, verifica-se que houve
crescimento bacteriano. Tal fato evidencia, assim como no experimento de discos
impregnados com produtos fitossanitarios, uma possivel selegcdo de populacoes
resistentes de bactérias, pois a populacao inoculada se manteve e cresceu, porém
ndao como no tratamento testemunha (Tabela 9). Tal resisténcia pode se atribuir a
capacidade de metabolizar o produto ou algum de seus componentes, apresentada

por individuos da populacao.
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Somente os produtos tebuconazole e fentin hidréxido, em ambas as
concentragdes, foram classificados como totalmente incompativeis, sem a presenca

de UFC/mL (Tabela 9).
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Testemunha (10

Figura 7. UFC/5uL de B. thuringiensis var. kurstaki incubados em agar nutriente
(30°C+2, 24h), apds incubacao (30°C+2 e 150 rpm, 24h) em caldo nutriente.

f:’-.:r;u' Epoxiconazole - 1 (10

By
e
-
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Figura 8. UFC/5uL de B. thuringiensis var. kurstaki incubados em agar nutriente
(30°C+2, 24h), apbs incubacao (30°C+2 e 150 rpm, 24h) em meio caldo nutriente
adicionado de epoxiconazole, na concentragdo recomendada.
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Tabela 9. Média de UFC/mL (£ EP) a partir de células B. thuringiensis var. kurstaki
apds incubacdo em caldo nutriente (30+2°C e 150 rpm, 24h) com fungicidas em
diferentes concentragdes.

% Relacdo  Dif.Inoc.Inic.*

Tratamentos Conc.! Média UFC/mL (x10°) ) )

Testemunha® (x10°) UFC/ mL
Epoxiconazole 2R 1180 +£2,32 a +333,8 +1178
Azoxystrobin R 662+1,39b +143,4 + 660
Epoxiconazole R 564 £2,24 b +107,3 + 562
Testemunha - 272+1,25¢c L + 270
Carbendazin %R 1283+0,59d -54,8 + 121
Carbendazin R 63+0,34 ¢ -76,9 + 61
Azoxystrobin R 34 £0,18 ¢ -87,5 + 32
Tebuconazole R 0,0 f 8 o
Tebuconazole R 0,0f

Fentin Hydroxyde R 0,0f
Fentin Hydroxyde R 0,0f

CV (%) 9,49

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, néo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (q =5%).

! Concentracao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada

2 Férmula: [(Média de UFC/mL do tratamento/ Média de UFC/mL da testemunha x 100 ) — 100], sendo
os valores positivos para aumento de UFC e negativos para a redugao em relacao a testemunha

% Calculo n&o realizado por ndo haver formacéo de UFC

* Diferenca com relacéo ao inéculo inicial = [(Concentragdo inicial de inoculo (UFC/mL) nos frascos
erlenmeyer) — (Concentragéo celular (UFC/mL) ap6s 24h )], sendo os valores positivos para aumento
de UFC/mL e negativos para reducéo.
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Com relacao aos herbicidas, nenhum produto apresentou média de UFC/mL
superior a testemunha. Sulfentrazone, em ambas as concentracbes, foi o Unico
produto que apresentou formacao de UFC/mL, porém, com respectiva reducao de
60,3% e 77,9% para a metade da concentracdo e concentracdo recomendada,
quando comparados a testemunha. Entretanto, salienta-se que da mesma forma
como a observada para os fungicidas, quando as médias de UFC/mL sao
comparadas a concentragdo do in6culo adicionada inicialmente nos frascos

erlenmeyer, verifica-se que houve crescimento bacteriano (Tabela 10).
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Tabela 10. Média de UFC/mL (+ EP) a partir de células de B. thuringiensis var.
kurstaki apds incubacdo em caldo nutriente (30+2°C e 150 rpm, 24h) com herbicidas
em diferentes concentracgdes.

Média UFC/mL % Relacdo  Dif.Inéc.Inic.*

Tratamentos Conc. . ) )

(x10°) Testemunha® (x10°) UFC/ mL
Testemunha L 272+1,25a L + 270
Sulfentrazone 2R 108 £ 0,48 b - 60,3 + 106
Sulfentrazone R 60+0,38 ¢ -77.9 + 58
Fenoxaprop R 0,0d _° _
Fenoxaprop 2R 0,0d - _
Lactofen R 0,0d . .
Lactofen 2R 0,0d _ _
Metribuzin R 0,0d _ _
Metribuzin 2R 0,0d _ _
Imazethapyr R 0,0d _ .
Imazethapyr 2R 0,0d _ .
CV (%) 11,35

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, néo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (q =5%).

! Concentracao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada

2 Férmula: [(Média de UFC/mL do tratamento/ Média de UFC/mL da testemunha x 100 ) — 100], sendo
os valores positivos para aumento de UFC e negativos para a redugao em relacao a testemunha

% Calculo n&o realizado por ndo haver formacéo de UFC

* Diferenca com relacéo ao inéculo inicial = [(Concentragdo inicial de inoculo (UFC/mL) nos frascos
erlenmeyer) — (Concentragéo celular (UFC/mL) ap6s 24h )], sendo os valores positivos para aumento
de UFC/mL e negativos para reducéo.
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4.2 METABOLIZAGAO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS POR BTK

Verificou-se a capacidade de metabolizacdo de Btk para alguns produtos
fitossanitarios, sendo que esta capacidade variou conforme a concentracao utilizada
do produto. No caso dos fungicidas, nenhum dos tratamentos diferiu
significativamente da testemunha. Contudo, é importante salientar que
epoxiconazole, em ambas as concentracdes, e azoxystrobin e carbendazin, na
metade da concentracdo recomendada, apresentaram médias de UFC/mL
superiores a testemunha, com crescimento variando de 35% a 100%, quando
comparados a testemunha (Tabela 11).

Além disso, é importante destacar que, da mesma forma como para
azoxystrobin e carbendazin, na metade da concentracdo, e carbendazin, na
concentracdao recomendada, o desenvolvimento das UFC/mL se deu normalmente,
sem alteragcdes morfologicas visiveis, assemelhando-se a testemunha (Figuras 9 e
10).

Por outro lado, nos demais tratamentos, exceto para carbendazin na
concentragcdo recomendada, houve reducdo na média de UFC/mL quando
comparados a testemunha, chegando a 65% no caso de tebuconazole, na metade
da concentracado recomendada (Tabela 11).

Também é importante salientar que ao comparar-se a média de UFC/mL
obtida na contagem das placas com a média de UFC/mL inoculada inicialmente nos
frascos Erlenmeyer, verifica-se que houve crescimento populacional em todos os
tratamentos, com excecao do produto tebuconazole na metade da concentracédo

recomendada (Tabela 11).
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De maneira geral, em todos os tratamentos com os fungicidas, houve um
aumento do pH do meio de cultura, porém sem atingir niveis que poderiam danificar

a atividade metabdlica da célula (Tabela 11).



82

Tabela 11. Média de UFC/mL (x EP) a partir de células de B. thuringiensis var.
kurstaki apos incubacdo (30+2°C e 150 rpm, 24h) com &agua e fungicidas em
diferentes concentragdes e pH inicial e final.

Média % Relacéo Dif.Inéc.Inic.® pH
Tratamento Conc.” A , A

UFC/mL (x10%) Testem. (x10"YUFCG/mL  0h 24h
Testemunha L 34 + 0,56 abc L +20 6,65 7,50
Epoxiconazole R 68 + 0,37 a + 100 + 54 6,80 7,65
Azoxystrobin 2R 5210,52ab +53 + 38 6,67 7,63
Carbendazin 2R 50+0,75 abc + 47 + 36 6,75 7,66
Epoxiconazole 2R 46 £0,58 abc +35 +32 6,70 7,68
Carbendazin R 34 + 0,30 abc 0 +20 6,85 7,70
Azoxystrobin R 32 + 0,30 abc -6 +18 6,85 7,68
Fentin Hidréxido R 22+ 0,23 bc -35 +8 7,36 7,75
Fentin Hidréxido 2R 18 £ 0,38 bc - 47 +4 7,03 7,75
Tebuconazole R 16 + 0,25 bc -53 +2 6,15 7,28
Tebuconazole R 12x0,22c - 65 -2 6,40 7,28
CV (%) 49,32

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, néo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (q =5%)

! Concentracao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada

2 Férmula: [(Média de UFC/mL do tratamento/ Média de UFC/mL da testemunha x 100 ) — 100], sendo
os valores positivos para aumento de UFC e negativos para a redugao em relacao a testemunha

% Diferenca com relacéo ao inéculo inicial = [(Concentragdo inicial de inoculo (UFC/mL) nos frascos
erlenmeyer) — (Concentragéo celular (UFC/mL) ap6s 24h )], sendo os valores positivos para aumento
de UFC/mL e negativos para reducéo.



83

Figura 9. UFC/5uL de B. thuringiensis var. kurstaki incubados em meio de cultura
(30°C+2, 24h), apds incubacao (30°C+2 e 150 rpm, 24h) em agua destilada.

Figura 10. UFC/5uL de B. thuringiensis var. Kkurstaki incubados em meio de cultura
(30°C+2, 24h), apds incubacao (30°Cx2 e 150 rpm, 24h) em agua destilada com
carbendazin, na concentracao recomendada.
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Com relagdo aos herbicidas, somente sulfentrazone, na concentragéo
recomendada obteve média de UFC/mL significativamente superior a testemunha,
com crescimento de 129,4%. Porém, para sulfentrazone e imazethapyr, na metade
da concentracdo, as médias de UFC/mL foram superiores a testemunha com
crescimento de 82,3% e 23,5%, respectivamente. Por outro lado, nos demais
tratamentos verificaram-se reducdo das médias de UFC, quando comparadas a
testemunha, sendo que esta reducao de 35,3% a 88,2% (Tabela 12).

Fenoxaprop, na concentracdo recomendada, foi o produto que mais afetou
Btk e o Unico que reduziu a populagcdo bacteriana quando comparado a
concentracdo adicionada inicialmente nos frascos erlenmeyer, sendo esta reducao
de 12x10* UFC/mL. Entretanto, nos demais tratamentos, assim como observado
para os fungicidas, verificou-se com o0s herbicidas, que houve crescimento
populacional com relagdo a concentracdo inoculada nos frascos erlenmeyer e o
obtido na contagem das placas, variando de 2x10* a 64x10* UFC/mL (Tabela 12).

Além disso, um outro fator que pode estar relacionado as reducdes
observadas para lactofen e fenoxaprop, em ambas as concentrac¢ées, é o pH, sendo
que ambos os produtos apresentaram os menores valores (Tabela 12). De acordo
com Moraes et al. (1998), o pH inicial ideal seria em torno de 7,2 a 7,6; uma vez que

no inicio da fermentacao tem-se um queda do pH.
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Tabela 12. Médias de UFC/mL (x EP) a partir de células B. thuringiensis var. kurstaki
apds incubacgédo (30+2°C e 150 rpm, 24h) com agua e herbicidas em diferentes
concentragdes e pH inicial e final.

; Média % Rel. Dif.Inéc.Inic.® pH
Tratamento Conc.

UFC/mL (x10*)  Testem?  (x10YUFC/mL ~— oh 24 h
Testemunha - 34 + 0,56 bcd L +20 6,65 7,50
Sulfentrazone R 78 £0,50 a +129,4 + 64 7,81 7,25
Sulfentrazone 2R 62 +0,48 ab +82,3 +48 753 7,70
Imazethapyr 2R 42 %0,50 abc + 23,5 +28 6,45 7,52
Metribuzin R 28 10,60 bcd -17,6 + 14 6,90 7,68
Imazethapyr R 22+0,43 cd - 35,3 +8 6,60 7,55
Metribuzin 2R 22+0,38cd - 35,3 +8 6,66 7,66
Lactofen R 18 +0,23 cd -47,0 +4 4,78 7,16
Fenoxaprop 2R 160,25 cd -52,9 +2 577 6,20
Lactofen R 16 £ 0,20 cd -52,9 +2 4,57 6,50
Fenoxaprop R 2+0,13d - 88,2 -12 565 7,52
CV (%) 25,78

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (g =5%).

! Concentragao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada

2 Formula: [(Média de UFC/mL do tratamento/ Média de UFC/mL da testemunha x 100 ) — 100], sendo
os valores positivos para aumento de UFC e negativos para a redugao em relacao a testemunha

8 Diferenca com relagédo ao inéculo inicial = [(Concentragédo inicial de inoculo (UFC/mL) nos frascos
erlenmeyer) — (Concentragéo celular (UFC/mL) apos 24h )], sendo os valores positivos para aumento
de UFC/mL e negativos para reducéo.
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Diante dos resultados verificados para ambas as classes de produtos
fitossanitarios, devido ao aumento da populacéo bacteriana em relagdao ao indculo
inicial, pode-se inferir que os produtos fitossanitarios em si e/ou alguma substancia
presente nestes, pode ser utilizada como nutriente por Btk, sendo, portanto
metabolizada e propiciando a manutencdo e em alguns casos, 0 aumento da

populacao bacteriana.
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4.3 EFEITO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS SOBRE ESPOROS DE BTK

Diferentemente dos demais testes realizados com a célula, a maioria dos
produtos fitossanitarios no teste de compatibilidade com esporos pode ser
classificada como compativel. Além disso, em todos os tratamentos as médias de
UFC foram bem superiores as observadas nos outros experimentos (Tabela 13).

Embora tenha apresentado um dos piores resultados nos testes anteriores,
tebuconazole, na concentracao recomendada, apresentou as maiores médias, em
ambos os tempos avaliados, diferindo significativamente da testemunha no tempo de
duas horas, sendo, portanto, um produto que estimula a germinag¢ao de esporos de
Btk. Por outro lado, fentin hidréxido foi o produto que apresentou a maior reducao na
germinacao de esporos, em ambos 0s tempos e ambas as concentragcdes, sendo
esta de 97,1% e 96,8% no tempo de uma hora, para a concentracao recomendada e
a metade desta, respectivamente, e 99,1% e 97,9% no tempo de duas horas, para a
concentracdo recomendada e a metade desta, respectivamente. Todos os demais
tratamentos apresentaram médias de UFC/mL significativamente iguais a
testemunha no tempo de uma hora (Tabela 13).

De maneira geral, na maioria dos tratamentos houve tendéncia de redugéao
da germinacao dos esporos com o aumento do tempo de contato destes com os
produtos fitossanitarios. Porém, verificou-se diferenga significativa apenas para
carbendazin, na metade da concentracdo recomendada, e fentin hidréxido na
concentracdo recomendada (Tabela 13).

Por outro lado, tebuconazole e azoxystrobin na concentragédo recomendada,
azoxystrobin, na metade da concentragcdo e a testemunha apresentaram um

aumento na germinagcédo ao longo do tempo. Porém, houve diferenga significativa
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apenas para azoxystrobin, na metade da concentracdo recomendada, e
tebuconazole, na concentracdo recomendada. Entretanto, exceto para tebuconazole,
na concentracdo recomendada, mesmo com um aumento significativo na média de
germinacao de esporos no tempo de duas horas, verificou-se redugcdo na média de
germinagcdo com relacdo a testemunha. Para azoxystrobin, em ambas as

concentragdes a redugao variou de 4,4% a 5,03% (Tabela 13).
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Tabela 13. Média de UFC/mL (£ EP) a partir de esporos de B. thuringiensis var.
kurstaki com 1 e 2 horas de incubacao (30+2°C e 150 rpm) com agua e fungicidas
em diferentes concentracdes.

Germinagéo (1h)

Germinagéao (2h)

Tratamento Conc.’ 5. 7/ Relagao 5. /o Relagao
UFC/mL (x10°) , UFC/mL (x10°) )

Testem. Testem.
Testemunha 618 +0,51 Aab 676 £1,06 Ab L
Tebuconazole R 738 £1,08 Ba +19,40 792 £1,95 Aa +17,16
Epoxiconazole 2R 664 +0,68 Aab + 7,44 662 +1,67 Ab - 2,07
Carbendazin R 650 £1,39 Aab +5,18 646 £0,42 Ab -4,44
Tebuconazole 2R 650 +1,39 Aab +5,18 622 £1,14 Ab - 7,99
Carbendazin 2R 646 0,80 Aab +4,53 526 +0,86 Bb -22,19
Azoxystrobin R 638 £0,71 Aab +3,24 642 £1,98 Ab - 5,03
Epoxiconazole R 636 +0,79 Aab + 2,91 632 +0,48 Ab - 6,51
Azoxystrobin 2R 608 +0,78 Bb -1,62 646 +1,39 Ab -4,44
Fentin Hidréxido 2R 20 +0,42 Ac - 96,80 14 0,28 Ac - 97,93
Fentin Hidréxido R 18 £0,20 Ac -97,10 6 +0,18 Bc - 99,11
CV (%) 6,03 5,18

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e miniscula na coluna, nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (g =5%)
! Concentracao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada
2 Relagdo com a testemunha = [(Média de UFC/mL do tratamento/ Média de UFC/mL da testemunha
x 100 ) — 100], sendo os valores positivos para aumento de UFC e negativos para a reducao
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Na avaliacdo com herbicidas observou-se que todos o0s produtos,
independentemente da concentracdo, foram classificados como compativeis em
relacdo aos esporos, pois nao diferiram significativamente da respectiva testemunha
quanto a reducao da média de UFC/mL. Entretanto, salienta-se que os produtos
fenoxaprop, lactofen, metribuzin, sulfentrazone e imazethapyr, na concentracéo
recomendada, estimularam a germinacdo de esporos, no tempo de uma hora, com
diferenca significativa apenas para fenoxaprop (Tabela 14).

Ressalta-se ainda, que lactofen e imazethapyr, na metade da concentracao
recomendada, embora nao tenham diferido significativamente, a média de
germinacao foi superior a testemunha no tempo de uma hora (Tabela 14).

Os tratamentos com o0s produtos fitossanitarios, na concentracao
recomendada, foram os que apresentaram as maiores médias de UFC/mL, no tempo
de uma hora, o que denota estimulo a germinacao dos esporos. Porém, assim como
verificado para os fungicidas, o aumento no tempo de incubagéo dos esporos de Btk
com a maioria dos herbicidas tem influéncia negativa na germinagéo.

Assim, verificou-se que no tempo de duas horas, em todos os tratamentos,
com excegao para metribuzin, na concentracdo recomendada, houve redugédo na
porcentagem de germinacao, porém, sem diferenca significativa. Contudo,
fenoxaprop e lactofen, ambos na concentracdo recomendada, apresentaram
diferenca significativa de reducao da germinacéao dos esporos em relacdo ao tempo
de incubacao (Tabela 14).

Entretanto, ressalta-se que diferentemente do observado com os fungicidas,
no tempo de duas horas, varios herbicidas apresentaram aumento no numero de
UFC/mL, sendo estes sulfentrazone, fenoxaprop, metribuzin e lactofen, todos na

metade da concentracdo recomendada. Todavia, salienta-se que somente os
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herbicidas fenoxaprop e metribuzin, na metade da concentracdo recomendada,
apresentaram médias significativamente diferentes com relacdo ao tempo de

incubacéao (Tabela 14).
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Tabela 14. Média de UFC/mL (x DP) a partir de esporos de B. thuringiensis var.
kurstaki com 1 e 2 horas de incubacao (30+2°C e 150 rpm) com agua e herbicidas
em diferentes concentracdes.

1

Germinacéo (1h)

Germinagéo (2h)

Tratamento  Conc. 5 Relagao 5 Relagao
UFC/mL (x10°) , UFC/mL (x10°) »
Testem. Testem.

Testemunha -- 618 +0,51 Abcd 676 +1,06 Aab
Fenoxaprop R 742 1,27 Aa + 20,06 634 +0,42Bb - 6,21
Lactofen R 708 £0,84Aab  + 14,56 628 0,43 Bb -7,10
Metribuzin R 688 +2,36 Aab  + 11,33 738 £1,32 Aa  + 9,17
Sulfentrazone R 682+1,01Aab +10,36 634 £1,29 Ab - 6,21
Imazethapyr R 662 £1,50 Aab  +7,12 642 0,74 Aab - 5,03
Lactofen 2R 640 £+1,38Abc  + 3,56 662 +0,83Aab - 2,07
Imazethapyr 2R 640 £1,25Abc  + 3,56 640 £0,77Aab - 5,32
Sulfentrazone 2R 614 £0,68Abcd - 0,65 632 +0,48Ab - 6,51
Fenoxaprop 2R 566 £1,01Bcd - 8,41 642 +0,63Aab - 5,03
Metribuzin Se 2R 532 +1,19Bd - 13,92 618 +1,01Ab - 8,58
CV (%) 3,18 4,27

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e miniscula na coluna, nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (g =5%)

! Concentracao dos produtos: R= recomendada, 2 R= metade da recomendada

2 Relagdo com a testemunha = [(Média de UFC/mL do tratamento/ Média de UFC/mL da testemunha

x 100 ) — 100], sendo os valores positivos para aumento de UFC e negativos para a reducao



93

Nessa técnica de avaliacdo, ao se comparar os herbicidas e fungicidas,
verifica-se que a maioria dos herbicidas sdo compativeis aos esporos do Btk, no
tempo de uma hora, uma vez que a percentagem de aumento de UFC/mL com
relacdo a testemunha foi maior para os mesmos. Além disso, 0 maior percentual de
reducéo da média de UFC/mL para os herbicidas, nos tempos de uma e duas horas,
foi de 13,9% e 8,6% para metribuzin, na metade da concentracdo recomendada, ao
passo que no tratamento com o fungicida fentin hidroxido, a redugdo variou de

96,8% a 99,1% (Tabelas 13 e 14).

4.4 ESTABELECIMENTO DA CURVA DE CRESCIMENTO

Ao cultivar o Btk em caldo nutriente adicionado de produtos fitossanitarios e
caldo nutriente sem os produtos (testemunha), foi constatada uma variacdo no
comportamento do patdégeno entre os tratamentos e durante o periodo de incubacéo.
Para a testemunha a fase de adaptacgao (fase /lag) foi mais curta quando comparada
aos outros dois tratamentos, sendo que o crescimento exponencial (fase log )
ocorreu da segunda até a sexta hora de incubacéo (Figura 11).

Por outro lado, na presenca de azoxystrobin, a fase lag foi maior, com inicio
da fase log por volta da quarta hora de incubacéao, perdurando até o inicio da nona
hora (Figura 12).

Verificou-se que a velocidade de crescimento calculada da fase log também
variou entre os tratamentos, sendo que na testemunha, esta atingiu 0,72 h™' ao
passo que na presenca de azoxystrobin a velocidade foi de 1,11 h™ (Figuras 11 e

12).
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Figura 11. Curva de crescimento de B. thuringiensis var. Kurstaki em meio caldo
nutriente, incubado (30°Cx2 e 150 rpm, 24h) e equacdo da reta obtida na fase
exponencial de crescimento.
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Figura 12. Curva de crescimento de B. thuringiensis var. Kurstaki em meio caldo
nutriente com azoxystrobin, na concentracao recomendada, incubado (30°C+2 e 150
rpm, 24h) e equacgao da reta obtida na fase exponencial de crescimento.



95

Os resultados sugerem que a bactéria necessita de um maior tempo de
adaptagcao na presenca de azoxystrobin para que possa, a partir de entdo, iniciar o
processo de metabolizacdo. No tratamento testemunha, a fase lag foi mais curta
porque as células ja estavam adaptadas ao caldo nutriente, uma vez que o inéculo
foi pré-cultivado nesse meio. De acordo com Madigan et al. (2002), a fase lag é
comum ao adicionar a populacdo de bactéria a qualquer meio de cultura. Ainda
conforme os autores, logo que sao inoculadas em um meio de cultura, as células
selecionam os nutrientes do ambiente para a sintese de enzimas e coenzimas,
essenciais para processo de divisdo celular.

Nesse sentido, infere-se que apos esse periodo de preparacdo do aparato
enzimatico e com maior disponibilidade de nutrientes, o crescimento se da de forma
mais acelerada, o que justifica a maior quantidade de UFC/mL na presenca do
produto, como verificado nas técnicas de avaliacdo em meio liquido e metabolizacao
apresentados nos itens 4.1.2.1 e 4.2 (Tabelas 9 e 11).

Além disso, pode-se inferir que alguma substancia ou molécula constituinte
do produto fitossanitario, ou o préprio produto em si, estimule de alguma forma o
processo de divisdo celular.

O mesmo comportamento de estimulo no crescimento de Btk foi verificado
com epoxiconazole, porém, a absorbancia teve uma variagdo, oscilando entre
ndameros negativos, devido provavelmente a uma interferéncia de algum componente
do produto fitossanitario na leitura. Assim, o comportamento foi diferente do
verificado nos outros dois tratamentos, onde se evidencia dois momentos de
crescimento acelerado, além da presenca de pontos discrepantes (Figura 13).

Certamente o produto fitossanitario em si e/ou algum componente deste, ou

até mesmo um possivel metabdlito resultante da degradacdo do produto pela
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bactéria possa ter interferido no processo de leitura, dando um resultado de

absorbancia negativo.
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Figura 13. Curva de crescimento de B. thuringiensis var. kurstaki em caldo nutriente
com epoxiconazole, na concentragdo recomendada, incubado (30°C+2 e 150 rpm,
24h).

O produto epoxiconazole é classificado como altamente toxico, e de
periculosidade ambiental do grupo (Il), sendo que age como inibidor da biosintese
do ergosterol, um lipidio constituinte da membrana de fungos, e também no
transporte de elétrons na mitocéndria. Assim, a compatibilidade com Btk pode ser
justificada pela especificidade do modo de agdo do produto e as caracteristicas do
patdogeno. No caso, trata-se de um procarioto, o qual € destituido de organelas
citoplasmaticas, como a mitocéndria, além de possuir um arranjo estrutural
molecular de parede celular diferenciado dos fungos, ao qual o produto é
direcionado.

Além disso, como ja mencionado para azoxystrobin, o produto epoxiconazole
pode conter moléculas, ou substancias que de alguma forma estimulam o processo

de divisdo celular.
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4.5 COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS PARA AVALIAGAO DO EFEITO DOS
PRODUTOS FITOSSANITARIOS SOBRE CELULA DE BTK E AVALIAGAO DO

EFEITO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS SOBRE ESPOROS DE BTK

Como pode ser verificado, o efeito dos produtos fitossanitarios sobre Btk
variou conforme a técnica de avaliagdo empregada, a categoria dos produtos
fitossanitarios testados, o estagio ou fase do ciclo de vida do patégeno (célula e
esporo), bem como, as concentracdes dos produtos fitossanitarios utilizados.

A maioria dos trabalhos referentes a compatibilidade entre produtos
fitossanitarios e entomopatégenos é desenvolvida in vitro, cuja vantagem é o fato de
propiciar a exposicdo maxima dos entomopatdgenos aos produtos avaliados. Assim,
detectada a inocuidade de um produto em condi¢des de laboratério, sua aplicacéo
em campo € praticamente garantida com relacdo ao efeito testado em laboratério.
Contudo, a toxicidade em laboratério ndo significa que o mesmo se refletird em
campo (Alves et al. 1998).

O desenvolvimento e a utilizacao da técnica de avaliagdo por meio de discos
de papel impregnados com substancias se deu na década de 1940, com a finalidade
de se obter uma maior praticidade na avaliagdo dos efeitos de antibidticos sobre os
microrganismos. Nesse sentido, de acordo com Koneman et al. (2001), quando o
disco impregnado entra em contato com a superficie umida do meio de cultura, a
agua é absorvida para o papel numa velocidade maior do que a difusdo da
substancia no meio circundante. Assim, a velocidade de extragdo da substancia para
fora do papel é maior do que a difusdo desta para o meio de cultura, de tal forma
que a concentracdo do produto, imediatamente adjacente ao disco, pode exceder a

do préprio disco.
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Ainda de acordo com Koneman et al. (2001), a medida que aumenta a
distancia em relacdo ao disco, ha uma reducao logaritmica da concentracdo da
substancia, de forma que quando é alcangada uma massa celular bacteriana critica,
a atividade inibitoria é ultrapassada e aparece o crescimento bacteriano.

De acordo com a técnica de impregnacao de produtos nos discos de papel,
a maioria dos produtos testados foi considerada compativel, uma vez que apenas o
produto fentin hidroxido apresentou a formacdo de um grande halo de inibicdo
(Figuras 3 e 4, Tabela 8).

Resultado semelhante foi observado por Dougherty et al. (1971), que em
testes de compatibilidade de herbicidas e fungicidas com Bt, observaram variacéao
entre as categorias de produtos fitossanitarios testados, sendo os inseticidas em sua
maioria compativeis.

Como ja mencionado, os resultados obtidos com os herbicidas por meio da
técnica de impregnacao de produtos em papel-filtro nesse trabalho, denotam a
influéncia das concentragdes dos produtos fitossanitarios utilizadas nos testes de
compatibilidade, corroborando Jimenez et al. (1989) que realizaram trabalho
semelhante.

Entretanto, em trabalhos semelhantes, resultados discrepantes foram
observados por Dougherty et al. (1971) e Jimenez et al. (1989) para os produtos
malation e paration. De acordo com Jimenez et al. (1989), os produtos sao
classificados como compativel e incompativel respectivamente, sendo resultado
contrario ao verificado por Dougherty et al. (1971). Porém, a falta de informacao com
relacdo as concentracdes utilizadas por Dougherty et al. (1971), compromete a

comparacao dos resultados de forma mais especifica.
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E importante salientar que os resultados obtidos por meio dessa técnica sdo
apenas visuais, sem a quantificacdo do in6culo. Além disso, de acordo com
Konemam et al. (2001), ndo ha necessariamente uma relagdo entre a velocidade de
difusdo in vitro com a atividade antimicrobiana in vivo, ou seja, o tamanho do halo
nao esta relacionado com a sua atividade antimicrobiana. Assim, se o produto for
téxico ao microrganismo havera a formagao de um halo de inibicdo ao redor do disco
de papel, que variara conforme a capacidade de difusdo do produto no meio de
cultura.

Dessa forma, mesmo no caso do produto fentin hidréxido, o qual apresentou
um halo de inibicdo bem visivel, somente por meio dessa técnica, ndo haveria como
afirmar que este seja incompativel ou que os demais tratamentos sejam compativeis.
Isto porque ndo se tem o conhecimento sobre as caracteristicas fisico-quimicas de
cada produto, para relacionar a formacéao do halo com a capacidade de difusdo do
destes. Além disso, a necessidade desse tipo de informagdo para uma correta
interpretacdo dos resultados descaracterizaria a praticidade do teste, além de nao
fornecer uma informacgao exata.

Na maioria dos tratamentos, verificou-se a formacao de halo de inibigcéo,
porém com algumas UFC/mL presentes. De acordo com Koneman et al. (2001),
pode se tratar de col6nias mutantes oriundas de células mais resistentes ou o cultivo
nao é puro.

Contudo, no caso do referido trabalho, acredita-se que sejam colbénias
resistentes, pois além das colbnias presentes no halo serem semelhantes a colénia
do Btk no tratamento testemunha, ndo se verificou qualquer tipo de contaminante.

Além disso, a hipétese da contaminacao do produto pode ser descartada, pois na
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técnica de avaliagdo, na qual se misturou o produto ao meio de cultura, no caso dos
herbicidas, ndo houve a formacao de nenhuma UFC/mL.

Nesse sentido, a possibilidade da existéncia de células resistentes,
juntamente com a possibilidade da difusao irregular do produto no meio de cultura,
justificam a formacdo de halos de inibicdo com a presenca, em maior ou menor
quantidade, de UFC.

Os resultados obtidos na avaliacdo da compatibilidade por meio da técnica,
na qual se misturam os produtos fitossanitarios ao meio de cultura e posteriormente
se realiza a inoculacdo, foram os que apresentaram os efeitos mais negativos,
diferindo de todas as demais técnicas testadas, tanto para os fungicidas como para
os herbicidas.

No caso dos fungicidas, de acordo com a técnica de mistura dos produtos ao
meio de cultura semi-solido, os fungicidas que foram compativeis na técnica de
discos de papel impregnados, como epoxiconazole e azoxystrobin, em ambas as
concentragdes, foram classificados como incompativeis. Isto porque nao se verificou
a formacao de UFC/mL em nenhuma das concentracoes.

Por outro lado, carbendazin, em ambas as concentragdes, foi classificado
como compativel na técnica de impregnacdo em discos, sendo que na técnica de
mistura dos produtos ao meio de cultura apresentaram média de UFC/mL, em
ambas as concentracoes testadas, sendo significativamente igual a testemunha
somente na metade da concentracdo recomendada.

Os resultados para carbendazin diferem dos obtidos por Salerno et al.
(1999), que em trabalho semelhante, com mistura de produtos ao meio de cultura,
verificaram que carbendazin, na concentracao recomendada, foi compativel com 16

cepas de Bt, inclusive Btk. Contudo, salienta-se que a diferenca nos trabalhos se
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refere a formulacao, sendo que Salerno et al. (1999) utilizaram p6 molhavel (PM) e
no seguinte trabalho foi utilizada suspensao concentrada (SC). Variacao semelhante
quanto a formulacdo também foi verificada por Tamai et al. (2002), em trabalho com
fungos, e segundo os autores, a causa da toxicidade pode estar relacionada com os
constituintes de cada formulacao que néo o ingrediente ativo. Ainda, de acordo com
Anderson & Roberts citados por Tanzini et al. (2002), inseticidas formulados como
concentrado emulsionavel (CE) inibiram a germinagédo dos conidios de B. bassiana,
ao passo que os de formulacdo pdé molhavel ndo causaram inibicdo e, em alguns
casos, favoreceram o crescimento do fungo.

Para os herbicidas, os resultados sdo ainda mais discrepantes, pois
enquanto que na técnica que mistura dos produtos ao meio de cultura semi-solido
nao se observou nenhum tratamento com média de UFC/mL, na técnica dos discos
de papel impregnados, todos foram classificados como compativeis. Contudo, houve
uma variacao em relacdo a quantidade de discos com a presenca ou nao de halo de
inibicdo entre os tratamentos, com tendéncia de compatibilidade naqueles com a
metade da concentragdo recomendada (Tabelas 7 e 8).

Ambas as técnicas mencionadas, discos de papel impregnados e a mistura
de produtos fitossanitarios ao meio de cultura, sdo semelhantes quanto a condicéao
de oxigenacao. Dessa forma, além de nao estar relacionada com a capacidade de
difusdo dos produtos fitossanitarios ao meio de cultura, a técnica de mistura dos
produtos fitossanitarios ao meio de cultura, permite a quantificagdo do patdgeno,
sendo, portanto a mais confiavel com relacdo a técnica de discos impregnados.
Entretanto, a diferenca na formacao de UFC observada entre as duas técnicas pode
estar relacionada com a quantidade de indculo empregada, que foi maior na técnica

dos discos impregnados. Além disso, a distribuicdo dos produtos fitossanitarios, de
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forma mais uniforme, € garantida na técnica na qual se mistura os produtos ao meio
de cultura, comparada a técnica dos discos impregnados. Assim, além de uma
menor quantidade de indculo empregada, evidenciou-se que a mistura dos produtos
fitossanitarios ao meio de cultura causou um menor crescimento no crescimento
bacteriano (Tabelas 6 e 7).

O fator oxigenagdo pode ser relacionado aos resultados obtidos, ao
comparar-se a técnica dos produtos misturados ao meio de cultura e a técnica de
mistura dos produtos em meio liquido e posterior incubagao com Bik.

Embora Bt seja uma bactéria anaerobicamente facultativa, de acordo com
Moraes et al. (1980), ha a necessidade de uma condicéo ideal de oxigenacao, pois
tanto a auséncia como o excesso de O, inibem o crescimento bacteriano. De acordo
com resultados obtidos pela autora, em trabalho sobre a influéncia da oxigenagao no
crescimento de Bt, houve um aumento na taxa de respiracdo quando o valor de
saturacado de O, foi aumentado de 2.5% para 10%, sendo que acima desse valor
ocorreu a inibicdo. Comportamento semelhante também foi verificado em trabalho
desenvolvido por Ignatenko et al. (1983), no qual verificaram que o aumento, a
constancia e a reducdo do crescimento vegetativo variaram conforme a taxa de
oxigenagao.

Da mesma forma, Avignone-Rossa et al. (1992), em estudos sobre a
influéncia da oxigenacao sobre a producédo de esporos e cristais de B. thuringiensis
var. israelensis, verificaram que a limitacdo de oxigénio diminuiu a producao de
esporos e toxinas do cristal.

Assim, de acordo com Pinto*, os efeitos negativos obtidos nesse trabalho, na

técnica de mistura dos produtos fitossanitarios ao meio de cultura em relacéo a

* Prof. Doutoranda Fabiana Pinto — professora da disciplina de Microbiologia do Centro de Ciéncias Médicas e
Farmacéuticas (CCMF) e Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde (CCBS) da Unioeste, Campus Cascavel —
comunicagdo pessoal, 2006.
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incubacdo em meio liquido, podem ser justificados pela diferenca de oxigenacao,
sendo que a difusdo do O, em meio com agitacao é maior. Ainda de acordo com a
professora, no caso da técnica com os produtos misturados ao meio de cultura, as
células se encontram num estado quorum sensi, ou seja, muito proximas umas as
outras. Nessa condicdo, ha uma constante troca de sinais localmente na colbnia,
com producédo de metabdlitos secundarios, que podem ter efeito inibitério sobre as
mesmas. Por sua vez, a troca de sinais entre as células, no caso da incubacado em
meio liquido, se da atraves do meio de cultura e ndo célula a célula, de forma que o
efeito dos metabdlitos secundarios € minimizado.

Nesse sentido, com referéncia a compatibilidade da célula aos produtos
fitossanitarios, a avaliagdo em meio liquido é a mais confiavel, pois além de
possibilitar a dispersdo dos metabdlitos secundarios produzidos pelas células no
meio de cultura, garante constante oxigenacdo necessaria ao crescimento
bacteriano, bem como a total distribuicdo do produto no meio de cultura. Assim, tais
fatores, juntamente com o constante contato do patégeno com o substrato,
aumentam a possibilidade de metabolizagdo dos componentes do meio e
consequente crescimento populacional.

Isso pode ser evidenciado neste trabalho, uma vez que além da
compatibilidade entre a bactéria e alguns produtos fitossanitarios, verificou-se um
estimulo do crescimento, que variou de 107,3% a 333,8% para os produtos
epoxiconazole, em ambas as concentragcbes, e azoxystrobin, na metade da
concentracdo recomendada, quando comparados a testemunha. Por outro lado,
somente com tebuconazole e fentin hidréxido, em ambas as concentracdes, nao

houve a formagéo de UFC/mL (Tabela 9).
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Entretanto, nessa técnica de avaliacdo, inexplicavelmente, o produto
carbendazin, em ambas as concentragdes, apresentou reducdo da média de
UFC/mL, quando comparado a testemunha, o que n&o ocorreu nas técnicas de
discos impregnados e na mistura dos produtos fitossanitarios ao meio de cultura,
sendo que nesta ultima, carbendazin foi o Unico produto que apresentou média de
UFC/mL.

No caso dos herbicidas, os resultados obtidos na avaliacdo em meio liquido
corroboram aos obtidos na técnica de mistura dos produtos ao meio de cultura semi-
sélido, com excecéo de sulfentrazone, que independente da concentragdo, permitiu
a formacéao de UFC/mL.

Todas as avaliacdes realizadas com as células nesse trabalho, exceto o
teste de metabolizagdo, sdo de extrema importancia, uma vez que podem simular o
que poderia ocorrer na hemolinfa do inseto, com a ingestao simultanea da bactéria e
do produto fitossanitario.

Entretanto, € importante considerar a compatibilidade de um ponto de vista
aplicado, que seria a compatibilidade com esporos e cristais da bactéria, uma vez
gue estes representam a forma bacteriana utilizada no campo e que possivelmente
seriam ingeridos pelos insetos. Além disso, sabe-se que no modo de acao de Bt nos
insetos, os cristais e esporos agem primeiramente, e posterior invasao da hemolinfa.

Nesse sentido, os resultados obtidos na avaliagcdo da compatibilidade dos
esporos com os produtos fitossanitarios foram muito satisfatorios, pois se observou
que todos os tratamentos, tanto de fungicidas como de herbicidas foram compativeis
com o esporo, com unica excegdo para o fungicida fentin hidroxido, que
independente da concentracdo utilizada e do tempo de incubacao, reduziu a média

de UFC/mL, diferindo significativamente da testemunha (Tabela 13).
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Como ja mencionado, a maioria dos tratamentos apresentou uma tendéncia
de reducado da germinagao dos esporos com o aumento do tempo de contato destes
com os produtos fitossanitarios. Além disso, o efeito da concentragéo utilizada variou
conforme a categoria do produto fitossanitario, sendo que no caso dos fungicidas, os
tratamentos com a metade da concentracdo recomendada apresentaram as maiores
médias de UFC/mL, ao passo que para os herbicidas as maiores médias foram
verificadas para os produtos nas concentracdes recomendadas (Tabelas 13 e 14).

Os resultados obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos obtidos por Chen
et al. (1974), que realizaram testes de compatibilidade de inseticidas e do produto
Biotrol XK a base de Bt e verificaram que carbaryl e stirophos diminuiram a
viabilidade dos esporos, ao passo que propoxur aumentou. Da mesma forma,
observaram que o produto Biotrol BTB foi compativel com todos os produtos
testados. Porém, salienta-se que a técnica utilizada neste trabalho diferencia-se da
utilizada por Chen et al. (1974), que filtraram os esporos separando-os dos produtos
antes da inoculagéo.

Morris (1975) também avaliou a compatibilidade de produtos fitossanitarios e
Bt, poréem por meio de uma outra técnica de avaliagdo, com maior tempo de
incubagédo, com contagem e andlise das caracteristicas morfolégicas dos esporos e
cristais. Segundo o autor, a germinacao dos esporos de Bt, na presenca de produtos
fitossanitarios variou conforme a concentracao utilizada, sendo que as maiores
concentracdes de fenitrothion, SBP e Gardona (in sic) reduziram a germinacao. Além
disso, 0 autor chama a atencao para as substancias emulsificantes presentes nos
produtos, salientando que a presenca destas diminui a germinacao dos esporos,
pois 0 mesmo resultado nao foi verificado no caso do produto Orthene (in sic), que

sem nenhum emulsificante e na maior concentragéo, ndo reduziu a germinagao.
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Ainda é importante salientar que no presente trabalho foi utilizado produtos
comerciais, ndo se considerando isoladamente o efeito das substancias
emulsificantes presentes nestes. Assim, os resultados sugerem, na maioria dos
tratamentos avaliados, compatibilidade com os esporos, independente da presenca
de emulsificantes.

Em todas as técnicas utilizadas para testar a compatibilidade da célula e na
técnica utilizada para a avaliacdo do esporo, os resultados corroboram somente para
fentin hidréxido, uma vez que independente da concentracdo, os tratamentos com
esse produto apresentaram a formacdo de halo de inibicdo, a auséncia de UFC,
além da maior reducédo da germinagao de esporos.

Por outro lado, uma grande variacao foi observada para tebuconazole, uma
vez que este foi classificado como parcialmente compativel na técnica dos discos
impregnados, incompativel na técnica de mistura dos produtos ao meio de cultura
em placas e no meio liquido, porém foi o produto que apresentou a maior média de
germinacao de esporos, na concentragao recomendada, em ambos os tempos.

A comparagéao entre os efeitos de produtos fitossanitarios sobre Bt com os
efeitos destes produtos sobre fungos ndo é viavel em razdo da fisiologia dos
microrganismos. O modo de acado dos fungicidas é especifico para os fungos, e
conseqlentemente se verificara um efeito negativo maior nesse caso. Porém, um
breve comentario sera feito, uma vez que as técnicas aqui comparadas sao
semelhantes como no caso da mistura dos produtos no meio semi-sélido.

Assim, os resultados obtidos para tebuconazole com as células de Bt, com
excecao da técnica de discos impregnados, corroboram com os obtidos por Loureiro
et al. (2002) para quatro espécies de fungos, sendo que verificaram através da

técnica de mistura dos produtos ao meio de cultura, que tebuconazole, na
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concentracao recomendada, inibiu o crescimento das col6nias das quatro espécies
de fungos testadas, sendo classificado como muito toxico.

Além de tebuconazole, Tamai et al. (2002) avaliaram varios produtos
fitossanitarios como os fungicidas azoxystrobin e carbendazin. Segundo os autores,
os trés produtos foram classificados como muito tdxicos para B. bassiana,
corroborando, exceto para carbendazin, com o observado neste trabalho somente
na técnica de mistura dos produtos ao meio de cultura.

Tal variacdo entre as técnicas de avaliagdo também foi observada por Silva
& Neves (2005), em trabalho com fungos, onde verificaram variacdo entre as
técnicas, concentracdes e produtos utilizados. Assim, os resultados obtidos por Silva
& Neves (2005), juntamente com os obtidos neste trabalho, chamam a atencao
também para a adequabilidade das técnicas empregadas na avaliacdo da
compatibilidade de produtos fitossanitarios e microrganismos de forma geral, para
gue se possa atestar com seguranca a toxicidade de produtos fitossanitarios.

Com relagdo aos efeitos sobre os esporos, de forma geral, as UFC/mL
obtidas nos tratamentos apresentaram um crescimento normal. Isto evidencia que os
produtos nao interferiram negativamente no metabolismo celular ao entrarem em
contato com os esporos.

Considerando-se um ponto de vista aplicado, a avaliacdo da compatibilidade
de produtos fitossanitarios e esporos do Bt é de fundamental importancia para o
sucesso da estratégia de manejo, pois o contato direto com o produto fitossanitario €
uma condicdo que realmente acontecera. Por sua vez, ndo menos importante,
porém de efeito secundario, deve-se se considerar a compatibilidade dos produtos
fitossanitarios com a célula do Bt, pois simula um contato que eventualmente

ocorreria na hemolinfa do inseto. Cabe ainda ressaltar que a condicdo extrema, a
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qual foi submetida a avaliagdo das células do Bt ndo ocorreria em campo, 0 que
aumentaria as chances de sobrevivéncia da bactéria na presenca do produto
fitossanitario. Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho sugerem, exceto
para fentin hidroxido, a utilizacdo conjunta de esporos de Btk e os referidos produtos
fitossanitarios testados em campo.

Entretanto, para que se comprove definitivamente a possibilidade da
utilizacdo de tal estratégia de integracdo, sdo necessarios mais estudos referentes
aos efeitos dos produtos sobre os cristais, uma vez que estes sdo 0s responsaveis

diretos pelo sucesso do produto biolégico no controle de pragas.



5 CONCLUSOES

Houve diferenga nos resultados entre as técnicas estudas, sendo o teste em
meio liquido o mais indicado para a avaliacdo da compatibilidade de células de Btk e
produtos fitossanitarios.

O Btk tem a capacidade de metabolizar os fungicidas expoxiconazole e
azoxystrobin e os herbicidas sulfetrazone e imazethapyr.

No teste com esporos, tanto os fungicidas, quanto os herbicidas foram
compativeis, exceto o produto fentin hidroxido, que foi classificado como
incompativel com Btk, tanto para células como para os esporos. .

As concentracées dos produtos fitossanitarios e tempo de exposicdo dos
esporos aos produtos fitossanitarios influenciam os resultados de compatibilidade.

Todos os herbicidas, independente da concentracdo, sdo incompativeis com

células de Btk.
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