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RESUMO

O crescente uso dos defensivos agricolas naturais e a necessidade de real
comprovacado acerca dos efeitos desses produtos sobre entomopatégenos
evidenciam o presente trabalho, que teve como objetivo avaliar o efeito in
vitro dos  produtos  homeopaticos  Arsenicum  album 24CH; Calcarea
carbdnica 30CH; Kali iodatum 100CH; Phosphorus 3CH; Silicea 30CH;
Staphysagria 06; 30 e 100CH; Spodoptera frugiperda 30CH; Sulphur 100 e
200CH e Thuya occidentalis 200CH (aplicados na concentragdo de 0,1% de
homeopatico/ agua destilada e esterilizada) sobre os fungos Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae. Dessa forma, pulverizaram-se o0s
tratamentos sobre os fungos no meio de cultura batata dextrose agar, em
placas de Petri, onde se avaliaram as unidades formadoras de col6nias (UFC),
crescimento vegetativo e producdo de conidios. A viabilidade foi avaliada em
placas do tipo Rodac. Os tratamentos homeopaticos ainda foram avaliados
sobre a atividade inseticida desses fungos contra lagartas de Diatraea
saccharalis. Nos ensaios com o fungoB. bassiana (Capitulo 1) os
tratamentos Phosphorus 3CH; Silicea 30CH; Staphysagria 30CH e Spodoptera
frugiperda 30CH reduziram a viabilidade do fungo. Todos os tratamentos com
excecdo de Arsenicum album 24CH promoveram o aumento de UFC. Da
mesma forma, Phosphorus 3CH; Staphysagria 30CH; Staphysagria 100CH e
Sulphur 200CH promoveram aumento do crescimento vegetativo. Nos ensaios
com o fungo M. anisopliae (Capitulo 2), os tratamentos ndo comprometeram
negativamente a viabilidade, o crescimento vegetativo e a producdo de
conidios. Todos os tratamentos apresentaram-se compativeis aos fungos B.

bassiana e M. anisopliae. De modo geral a atividade inseticida dos fungos B.



bassiana e M. anisopliae sobre D. saccharalis, ndo foi influenciada pelos
tratamentos, no entanto, o medicamento Thuya occidentalis 200CH reduziu

atividade de B. bassiana sobre o inseto.

Palavras chaves: Defensivos agricolas naturais, controle biologico,

medicamentos dinamizados, compatibilidade.



ABSTRACT

The increasing use of natural agricultural pesticides and the need of real proof
of the effects of these products on entomopathogens are the basis of this study,
which aimed to assess the in vitro effect of the following homeopathic products:
Arsenicum album 24CH,; Calcareous carbonica 30CH; Kali iodatum 100CH;
Phosphorus 3CH; Silicea 30CH; Staphysagria 06, 30, and 100CH; Spodoptera
frugiperda 30CH; Sulphur 100 and 200CH; and Thuya occidentalis 200CH
(applied at a concentration of 0.1% of sterile distilled homeopathic/water) on the
fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae. The treatments were
sprayed on the fungi in the PDA culture media in Petri or Rodac-type dishes,
where conidia viability, colony-forming units (CFU), vegetative growth, and
production of conidia were assessed. Homeopathic treatments were also
assessed regarding the insecticide activity of these fungi against Diatraea
saccharalis caterpillars. In tests with the fungus B. bassiana (Chapter 1)
treatments Phosphorus 3CH; Silicea 30CH; Staphysagria 30CH and
Spodoptera frugiperda 30CH reduced viability. All treatments except Arsenicum
aloum 24CH promoted increased CFU. Likewise, Phosphorus 3CH;
Staphysagria 30CH; Staphysagria 100CH and Sulphur 200CH promoted
increased vegetative growth. In tests with the fungus M. anisopliae (Chapter 2),
the treatments did not affect negatively the viability, vegetative growth and
conidial production. All treatments were compatible to the fungus B. bassiana
and M. anisopliae. Generally the insecticidal activity of fungi B. bassiana and M.
anisopliae on D. saccharalis, was not influenced by the treatments, however,

the drug Thuya occidentalis 200CH reduced activity B. bassiana on the insect.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, sucedeu o0 intenso avanco da agricultura
convencional, com aumento gradativo de producéo, alicercado em inovacoes
cientificas e tecnoldgicas, baseado na exploracdo intensa dos recursos
naturais. Diante desse contexto, o sistema agricola tem se tornado
insustentavel, ecolégica e economicamente, destacando-se o uso abusivo dos
produtos fitossanitarios sintéticos (PFS), impactantes aos recursos naturais e
aos processos bioldgicos (SILVA, 2010).

Todavia, nos modelos de agricultura ecoldgica sdo preconizadas
praticas alternativas no controle de pragas e doencas, que buscam conciliar a
producao agricola e a conservacdo ambiental, transformando a propriedade em
organismo, respeitando a diversidade pela individualidade (ANDRADE, 2000).
Nesse sentido sdo utilizados, os defensivos agricolas naturais (DAN): produtos
biolégicos a base de fungos, virus e bactérias, também, caldas, extratos
vegetais e recentemente os produtos dinamizados (produtos homeopaticos, de
origem mineral, vegetal e animal).

Dentre os agentes de controle biolégico, os fungos entomopatogénicos
mostram-se eficazes no controle de diversas pragas agricolas, uma alternativa
segura, viavel e menos impactante tanto ao meio ambiente quanto aos
organismos nao alvos (ALVES, 1998).

Um dos casos de maior sucesso, em nivel mundial no emprego de
fungos entomopatogénicos para o controle de insetos, esta no Brasil, onde se
tem utilizado o fungo Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Ascomycota:

Clavicipitaceae) para controle da cigarrinha da cana-de-acucar (Mahanarva



posticata Stal.) e cigarrinha-das-pastagens (Deois flavopicta Stal.) (FARIA;
MAGALHAES 2001). Atualmente, esse fungo é utilizado em grande escala em
cultivos de cana-de-acgUcar principalmente para controle da cigarrinha-da-raiz
(Mahanarva fimbriolata Stal.), chegando a ser utilizado em cerca de 1 milh&o
de hectares de cana-de-acucar anualmente (PINTO; BOTELHA; OLIVEIRA,
2009).

Outro entomopatégeno de destaque é o fungo Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. (Ascomycota: Cordycipitaceae) comercializado para controle de
acaros da ferrugem dos citros (Phyllocoptruta oleivora Ashmead.), acaro rajado
(Tetranychus urticae Koch.), mosca-branca (Bemisia tabaci Gennadius),
moleque-da-bananeira (Cosmopolites sordidus Germar.) e broca-do-café
(Hypothenemus hampei Ferrari.) (FARIA; MAGALHAES 2001; ITAFORTE,
2011).

Os produtos homeopaticos por sua vez, sdo substancias alternativas,
que buscam reequilibrar os organismos, estimulando os sistemas de defesa
dos seres vivos, sendo assim utilizados para controle de insetos, por meio da
promocado de resisténcia em plantas e producdo de metabdlicos secundarios,
que podem repelir ou até levar a morte de pragas agricolas (ALMEIDA et al.,
2003; BONATO et al., 2010).

Apesar de potencialmente mais seguros que os PFS, os DAN podem
apresentar efeitos adversos sobre organismos n&o alvos, incluindo-se os
inimigos naturais. Estudos de Marqgues et al. (2004), Formentini (2009), Mertz
et al. (2010) e Mamprim et al. (2013) constatam que alguns DAN também

podem ter agdo sobre fungos entomopatogénicos, inibindo seu crescimento



vegetativo e conidiogénese, ainda que a maioria dos produtos testados
mostraram-se compativeis aos fungos.

Especificamente em relacdo aos produtos homeopaticos, inexistem
trabalhos que visam avaliar sua interagdo com entomopatégenos, como
fungos. Infere-se dai que estudos mais apurados visando avaliar e divulgar os
resultados da interacdo de produtos homeopaticos e entomopatégenos faz se
necessario, para melhor uso dessa nova ferramenta na agricultura.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
produtos homeopaticos atualmente recomendados para diversos fins agricolas,

sobre os fungos B. bassiana e M. anisopliae.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sao microrganismos promotores de
doencas em insetos, sobretudo, atuam no controle biolégico natural de pragas
agricolas. Naturalmente, podem reduzir essas populagdes, assim como, devido
aos avancos da agricultura e demanda advinda de propriedades organicas e/ou
agroecologicas, atualmente, sdo manipulados e empregados artificialmente na
forma de bioinseticidas (ALVES, 1998).

Existem mais de 700 espécies de fungos patogénicos a invertebrados,
porém, a maioria das pesquisas e a producdo de bioinseticidas sé&o
direcionadas para as espécies B. bassiana e M. anisopliae, que atuam sobre
um grande numero de espécies de insetos, sendo menos exigentes
nutricionalmente e de facil producdo comercial (ALVES, 1998; LEITE et al.,
2003).

Apesar do crescente uso dos fungos entomopatogénicos, esses
representam apenas 10% do mercado de bioinseticida mundial, sendo
utilizados no controle de pragas, em cultivos de frutiferas, pastagens e cana-

de-acucar dentre outros (FARIA; WRAIGHT, 2007).

2.1.1 Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae

O fungo B. bassiana provoca epizootias em condi¢cdes propicias de

temperatura, umidade e luz, sendo que em 3 a 4 dias apds a infeccéo pelo



fungo, os insetos atacados apresentam-se totalmente colonizados, cobertos de
micélio branco. Além disso, o género Beauveria pode infectar naturalmente
diversos artropodes, ocorrendo em mais de 200 espécies de insetos, acaros e
carrapatos (ALVES, 1998).

Ha registros do controle de acaros em mamoeiro, cochonilha em citros,
brocas da bananeira e da cana-de-acucar, formigas, cupins e carrapatos,
dentre outros insetos, pelo fungo B. bassiana (ALMEIDA; BATISTA FILHO,
2001).

De forma semelhante, o fungo M. anisopliae também apresenta
patogenicidade sobre insetos de importancia agricola. Inicialmente, o emprego
desse fungo no Brasil (década de 1960) deu-se para o controle da cigarrinha
da cana-de-agucar, Mah. posticata em canaviais, e devido seu potencial
controle, usinas da regido Nordeste passaram a produzi-lo, assim como,
posteriormente fabricantes de micoinseticidas de todo o pais, pela demanda de
pecuaristas para controle da cigarrinha-das-pastagens (ALVES; NEVES;
FARIAS, 2010).

Sendo um dos fungos mais estudados em programas de manejo de
pragas, M. anisopliae é um fungo cosmopolita, com grande potencial
entomopatogénico. Apresenta patogenicidade a mais de 200 espécies de
insetos pertencentes a 43 familias dentre as ordens Ortéptera, Dermaptera,
Hemiptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera e Coleoptera, dentre outras
(ONOFRE et al., 2002; DESTEFANO, 2003).

Estima-se que para producdo comercial desses entomopatdégenos,
atualmente estejam em funcionamento aproximadamente 20 empresas

produtoras de micoinseticidas no pais, que ofertam mais de 30 produtos, além



de um grande numero de usinas que realizam sua autoproducao, para controle
de cigarrinhas (folha e raiz da cana-de-acucar, pastagens) brocas (bananeira,
cafeeiro e cana-de-aclcar) e percevejo-de-renda da seringueira (ALVES;
NEVES; FARIAS, 2010).

Com relacdo ao modo de acdo, de forma vantajosa a outros
entomopatdégenos, que adentram no hospedeiro por via oral, os fungos
penetram no inseto, via tegumento. A etapa de penetracdo ocorre por uma
combinacdo de degradacdo enzimatica e pressdo mecanica. Enzimas como
proteases, lipases e quitinases, facilitam a penetracdo mecanica do fungo e o
metabolismo do tubo germinativo, ocorrendo decomposicdo do tecido no
entorno do local de penetracdo, na procuticula, com posterior colonizacdo do
corpo do inseto hospedeiro. Por seguinte, o fungo se multiplica nesse
ambiente, levando o inseto a morte. Em condicbes de campo esse processo
pode durar semanas, dependendo da espécie de fungo e inseto envolvidos,
todavia, em condi¢cbes controladas de laboratério, o processo € acelerado,
transcorrendo em apenas alguns dias (ALVES, 1998; ALVES; NEVES;
FARIAS, 2010).

No decorrer do seu ciclo, os fungos estdo sujeito a diversos fatores que
podem afetar sua persisténcia no solo, desenvolvimento e modo de acao sobre
0os insetos. Nesse sentido, as praticas agricolas atuais, como adubacao
quimica, plantio de monoculturas e uso de produtos fitossanitarios sintéticos
(PFS) os tém desfavorecido (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-GOMEZ et al.,
2003). Diante desse contexto, desenvolvem-se nas Ultimas décadas, 0s

estudos e o uso de defensivos agricolas naturais (DAN), que objetivam



minimizar danos ambientais nos sistemas agricolas de producéo

(FORMENTINI et al., 2009; MERTZ et al., 2010; MAMPRIM et al., 2013).

2.2  Defensivos agricolas naturais

Devido ao impacto negativo gerado pelo uso abusivo dos PFS,
desenvolve-se a conscientizacdo dos efeitos danosos dos mesmos sobre o
meio ambiente e a saude publica, ocorrendo uma tendéncia mundial para
reducado ou substituicdo dos atuais produtos sintéticos por DAN.

Os DAN sao empregados em cultivos convencionais, mas sobretudo nos
organicos e/ou agroecoldgicas para o combate de pragas e doencas. Por meio
desses produtos, buscam-se reduzir os danos ambientais, conservar 0s
processos naturais e, especialmente, reduzir custos de producédo (LOPES et
al., 2004).

Alguns DAN podem ter acao lenta e menos eficaz que os PFS, fato que
se traduz em resisténcia de muitos usuarios na substituicdo dos produtos
fitossanitarios sintéticos.

No entanto, estudos recentes demonstram que esses, podem ter eficacia
similar ou até superior aos PFS no controle de agentes que atacam as plantas,
sendo consideraveis os resultados, a partir do emprego de extratos vegetais,
caldas, Oleos essenciais ou produtos dinamizados. Assim, pesquisas
demonstram que o0s extratos vegetais podem afetar a biologia dos insetos
(reduzindo postura, interferindo na duracdo das fases larval, pupal, gerando
individuos deformados e inférteis) tanto quanto, provocar significativa

mortalidade em algumas espécies (SALLES; RECH, 1999; DEQUECH et al.,



2008; SANTIAGO et al., 2008). Da mesma forma, outros autores relatam acéo
de caldas fertiprotetoras para diminuicdo da infestacdo de insetos e acaros em
plantas normalmente atacadas (VENZON et al., 2006; AFONSO et al., 2007).

Em relacdo aos produtos dinamizados, Carneiro et al. (2011)
comprovaram por meio de revisdo a 70 artigos, a eficiéncia dessa classe de
produtos no desenvolvimento, aumento de biomassa, inducéo de resisténcia e
controle de doencas em plantas.

Da mesma forma, estudos de Fazolin et al. (1997) com Cerotoma
tingomarianus Bechyné (Coleoptera: Chrysomelidae); Almeida et al. (2003)
com Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae); Rupp et al.
(2012) com Anastrepha fraterculus Wied. (Diptera: Tephritidae) e Mapeli et al.
(2010) com Ascia monusteorseis Latreille (Lepidoptera: Pieridae) constataram
gue o0s homeopaticos apresentam acdo sobre o0s insetos, promovendo
resisténcia em plantas tratadas, repeléncia ou mortalidade em insetos, advinda
da ingestdo de plantas com esses produtos ou alteram parametros bioldgicos

dos mesmos.

2.3- Homeopatia, principios, uso e preparo

As bases da Homeopatia foram fundamentadas pelo médico aleméao
Christian Friedrich Samuel Hahnemamm (século XVIII). Inicialmente médico
alopata, desilude-se com a medicina da época, um “verdadeiro comércio de
receitas”, passando a renuncia-la. Assim, em busca de uma nova ciéncia,
capaz de promover a cura definitiva, apés anos de estudo e experimentacao,

estabelece o sistema terapéutico formal da homeopatia (LUZ, 1996).



Em quatro principios, Hahnemann, fundamenta a homeopatia: similitude,
experimentacdo em ser vivo sadio, doses minimas e dinamizadas e
medicamento Unico (BARROLLO, 1996 apud MODOLON, 2010). A partir da
experimentacdo em individuos sdos e curas nas praticas clinicas, com
aplicacéo do principio da similitude, para escolha do medicamento Simillimum,
pode-se restabelecer o equilibrio do organismo, pelo uso desse medicamento
em doses infinitesimais (RIBEIRO FILHO, 2010).

Todo o embasamento homeopatico de Hahnemamm formou-se pela
observacdo e cura em humanos. Todavia, o “pai da homeopatia” revelou que
essa ciéncia poderia ser aplicada a todos os seres vivos (humanos, animais
domeésticos ou silvestres, vegetais e até microorganismos), acendendo a
possibilidade de uso na agricultura. Na existéncia de energia ou forca vital,
através dos medicamentos homeopaticos pode alterar-se a capacidade do
organismo em reagir, restabelecendo a saude, de forma a autorregular virus,
fungos, bactérias, insetos e outros tipos de agentes, mas ndo os extinguindo.
Nesse sentido, 0 modo de acdo da homeopatia, aplicada dentro da logica de
seus principios, respeita e incentiva 0s processos de cura dos vegetais e
animais, estimulando o sistema de defesa destes organismos. Aos vegetais,
confere-lhes resisténcia as doencas, aos insetos-praga e aos impactos dos
fatores climéaticos ou ambientais (REZENDE, 2009; BONATO et al., 2010,
2012).

O preparo dos medicamentos homeopaticos deve seguir as normas da
Farmacopéia Homeopatica Brasileira (BRASIL, 1997) ou Farmacopéias
Estrangeiras, sendo o principio das doses infinitesimais, seguido por meio de

diluicbes seriais na base de 1/10 (escala chamada de decimal DH) e



subsequente sucussao (agitacdo continua). De outra forma, as diluicdes podem
ser realizadas na escala Centesimal Hahnemaniana (CH) de base 1/100, onde
a primeira diluicdo 1/100 € chamada 1C ou 1CH e assim sucessivamente. Ao
ato de diluir seguido de sucussédo (100 vezes) da-se o nome de dinamizacéo
(VITHOULKAS, 1980).

Elaboram-se os homeopaticos, a partir da chamada tintura mae, de
origem animal, vegetal ou mineral. Ha ainda os chamados nosodios ou
bioterapicos, preparados com o proprio agente causador da doenca ou
desequilibrio, os quais sao utilizados na agricultura com maior frequéncia, por
serem mais acessiveis aos agricultores, que autonomamente podem produzi-
los, ja que tem disponivel a matéria prima necessaria ao preparo (agente

causal do distarbio).

2.4- Tratamentos homeopaticos utilizados na agricul  tura

Tendo em vista os beneficios da homeopatia para o ser humano e outros
animais, alguns pesquisadores passaram a estudar o uso da homeopatia na
agricultura. Dentre as vantagens do emprego desses produtos estd o baixo
custo, facil aquisicdo e preparo e a autonomia do agricultor que pode produzi-
los, desde que bem orientado.

Recentemente, a pratica da terapéutica homeopatica foi regulamentada
a partir da Lei n°10.831, do MAPA, através da Instrucdo Normativa n°46, de
06 de outubro de 2011, publicada no Diario Oficial da Unido, que legaliza o uso
da homeopatia como insumo na agricultura organica, recomendado para o
controle de doencgas, pragas e reequilibrio fisiologico das plantas (BRASIL,

2011; BONATO et al., 2012).
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Da mesma forma, a partir de estudos iniciais e constatacdes dos
agricultores, técnicos e pesquisadores, foi elabora a Cartilha de Homeopatia
simples em 2006, que em sua terceira edicédo (2012) atingiu a marca de 10000
exemplares, distribuidos gratuitamente para a populacdo, em especial para
orientacdo aos agricultores (BONATO et al., 2007, 2010, 2012).

Na regido Oeste do Parand, agricultores tém recebido incentivos e apoio
técnico de 6rgdos publicos e Organizacdes Nao Governamentais (ONGSs) para
0 uso de produtos homeopaticos, visando a producao de alimentos saudaveis e
livres de substancias toxicas. Cursos de capacitacado tém sido oferecidos aos
professores, técnicos e estudantes de instituicdes publicas e particulares, a fim
de qualifica-los para posterior orientacao aos agricultores.

Por outro lado, a difusdo das praticas homeopaticas tem fortalecido os
estudos cientificos em homeopatia, com pesquisas em nivel de mestrado e
doutorado, originando, por exemplo, dissertacdo que objetivou o controle de
Alternaria solani e desenvolvimento do tomateiro (Lycopersicum esculentum)
com tratamentos homeopaticos (TOLEDO, 2009), além de teses que estdao em
andamento, visando o controle de doencas em tomateiros e de pragas em soja
e milho.

Outros grupos de pesquisas homeopaticas do Brasil relatam a eficiéncia
dos homeopéticos no controle de insetos, &caros e fitopatdégenos, além da
inducdo de resisténcia em plantas e aumento na producdo de metabdlitos
secundarios, bem como, aumento na produtividade de cultivos agricolas e
fertilidade do solo.

Assim, Almeida et al. (2003) em bioensaios com plantas de milho

tratadas com preparados homeopaticos da lagarta S. frugiperda na
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dinamizacdo 30CH, observaram menor infestacdo da lagartas nas plantas
tratadas, e maior mortalidade dos insetos nessas plantas, comparadas a
testemunha.

Também, Rupp et al. (2012) verificaram que o0s preparados
homeopaticos Staphysagria, aplicado em pomares de pessegueiro a cada 10
dias, e 0 nosddio de mosca-das-frutas, aplicado a cada 5 dias, ambos na
dinamizacdo 6CH, reduziram significativamente a incidéncia de larvas de A.
fraterculus, em frutos coletados nessas plantas.

Da mesma forma, avaliando os homeopaticos Staphysagria 30CH e
Thuja occidentalis 200CH para controle do acaro-vermelho, Panonyhus ulmi
(Koch) (Acari: Tetranychidae) em tomateiros, Rolim et al. (2005) evidenciaram
controle satisfatério do acaro-vermelho em plantas tratadas, e, de forma
paralela, observaram que o tratamento bioterapico Oidium lycopersici 50CH
promoveu diminuicdo da queda de folhas dos tomateiros e infestacado de oidio
com relacdo a testemunha.

No controle de fitopatdogenos, Bonato et al. (2006) analisaram solucbes
homeopaticas de Silicia 30CH e do bioterapico de Phakopsora euvitis Ono
6CH, 12CH e 30CH, visando o controle da ferrugem- das- videiras, constatando
respectivamente apenas 7, 17, 9 e 18% do grau de severidade do fungo,
comparada ao tratamento controle, que apresentou 100%. Também, Sinha;
Singh (1983) apud Bonato (2009), utilizando-se de varios produtos
homeopaticos, verificaram que o Sulphur 200CH inibiu em 100% o crescimento
do fungo Aspergillus parasiticus em sementes armazenadas, reduzindo a

producéo da toxina aflatoxina.
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Em relacdo a alteracbes metabdlicas em plantas homeopatizadas,
Castro et al. (2001) verificaram que o isoterapico Cymbopogon citratus 12CH
(planta matriz), proporcionou alta producdo de biomassa rica em 0leo essencial
com teor razoavel de citral (aumento de 25%) em plantas de capim limao,
comparado com a testemunha, tratada com agua.

De forma semelhante, observou-se acréscimo na producdo de Oleo
essencial em Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus tratados com o
homeopatico Phosphorus 3CH (DUARTE, 2007).

Ainda, plantas de menta (Mentha arvensis) submetidas as homeopatias
Sulphur e Arsenicum album em diferentes dinamizagbes expressaram maior
producdo de 6leo essencial em cerca de 57, 73, 91 e 53% nas dinamizacoes
06, 12, 24 e 30CH, respectivamente, quando comparado com o controle
(BONATO et al., S/D).

O crescimento vegetativo também pode ser influenciado pelo tratamento
homeopéatico, como demonstraram Luis e Moreno (2007) com plantas de Allium
fistolosum (cebolinha), submetidas a Calcarea carbonica 30CH. Segundo os
autores, houve ainda incremento em aproximadamente 45% na producéo de

peso fresco da cebolinha, em relacao a testemunha.

2.5 — Interagdo de defensivos agricolas naturaise  entomopatégenos

Os DAN, ainda que se apresentem potencialmente mais seguros que 0s
PFS em relacdo ao impacto sobre organismos nao alvo, incluindo os agentes
de controle biolégico (fungos, bactéria, virus, nematoides e outros), podem

interagir positiva ou negativamente com 0s mesmos, interferindo no seu
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desenvolvimento, na atividade inseticida ou potencializar a acado dos inimigos
naturais sobre seu alvo.

A associacao de tais estratégias de controle podem apresentar riscos
em determinadas situacfes, quando, por exemplo, se utilizam DAN com outras
finalidades que néo inseticida, como fertilizantes ou fungicidas, que ao entrar
em contato com agentes bioldgicos de ocorréncia natural ou quando utilizados
conjuntamente, podem diminuir ou inibir o potencial de entomopatégenos sobre
insetos (ALVES; PINTO, 2003; SILVA et al., 2005).

Tais possibilidades e o desconhecimento acerca dos reais efeitos da
interacéo desses produtos e entomopatdégenos, vém motivando a realizacao de
estudos com extratos vegetais, caldas e outros produtos comerciais e 0s
fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae,
bactéria Bacillus thuringiensis e nematoides entomopatogénicos.

Assim, Depieri et al. (2005) observaram que os extratos de sementes e
folhas de nim foram compativeis com B. bassiana em todas as concentracdes
testadas, enquanto o 6leo emulsionavel de nim apresentou efeito inibitorio
sobre o fungo, principalmente nas maiores concentragoes.

Da mesma forma, Formentini et al. (2009) avaliaram o efeito de alguns
DAN sobre parametros biolégicos de M. anisopliae, constatando que a maioria
dos produtos testados afetou as UFC e o diametro das colbnias formadas,
entretanto, o produto Dalneem® no dobro da concentracédo recomendada pelo
fabricante (2CR) interferiu na producdo de conidios, mostrando-se
moderadamente toxico.

Ainda, Mamprim et al. (2013) com o mesmo intuito, avaliando produtos

alternativos, comerciais ou nao, observaram que a maioria dos extratos
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analisados mostraram-se compativeis com o fungo, com exce¢do da Calda
Sulfocalcica, indicando-se moderadamente toxica.

Analisando a interacdo de extratos vegetais e nematoides dos géneros
Heterorhabditis e Steinernema, isolados Heterorhabditis sp. (JPM4) e
Steinernema arenarium, Alexandre et al. (2011) observaram que sobre o
isolado JPM4 os extratos de citronela e alecrim causaram 100% de
mortalidade, assim como, o nim e o louro que provocaram mortalidade superior
a 90%, a arruda de forma contraria, promoveu apenas 0,6% de mortalidade.
Para o isolado S. arenarium, o extrato de citronela também foi o que causou
maior mortalidade. Ja a infectividade em insetos nao foi afetada pela exposicéo
dos extratos aos nematoides.

Especificamente em relacdo aos produtos homeopaticos, apesar do uso
crescente na agricultura, praticamente inexistem estudos que abordem a
interacdo com inimigos naturais, podendo ser destacado o trabalho
desenvolvido por Damin et al. (2012), que avaliou a interacdo de diferentes
dinamizagbes do bioterapico de Anticarsia gemmatalis e o Baculovirus
anticarsia sobre mortalidade de A. gemmatalis. Constatando que o bioterapico
testado ndo interferiu na acdo do virus sobre A. gemmatalis, contudo, sdo
necessarios estudos mais aprofundados, para real recomendacédo e possivel
uso conjunto a campo.

Assim, torna-se indispensavel certificar-se da compatibilidade entre
fungos e produtos fitossanitarios, sejam eles sintéticos ou naturais, como 0s
homeopaticos, de forma que as estruturas infectivas do fungo ndo sejam
mortas ou tenham sua germinacdo inibidas por esses produtos (ALVES;

NEVES; FARIAS, 2010).
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CAPITULO 1

EFEITO IN VITRO DE MEDICAMENTOS HOMEOPATICOS SOBRE
BEAUVERIA BASSIANA (BALS.) VUIL. (ASCOMYCOTA:
CORDYCIPITACEAE)

Este capitulo foi escrito de acordo com as normaggublicacdo cientifica da

Revista Brasileira de Agroecologia

25



26

Efeito in vitro de medicamentos homeopaticos sobrBeauveria bassiana (Bals.)

Vuill. (Ascomycota: Cordycipitaceae)

In vitro assay of homeopathic products deauveria bassiana(Bals.) Vuill.

(Ascomycota: Cordycipitaceae)

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliaefeito in vitro dos
medicamentos homeopaticAssenicum albun24CH; Calcarea carbonica880CH; Kali
iodatum 100CH; Phosphorus3CH; Silicea 30CH; Staphysagria6, 30 e 100CH;
Spodoptera frugiperd80CH; Sulphur100 e 200CH &huya occidentaliQ00CH sobre
parametros biologicos do fundggeauveria bassiands medicamentos em solucdo de
agua destilada e esterilizada (0,1%) foram pula€ios sobre o fungo previamente
inoculado no meio de cultura BDA. Germinacgdo, udétaformadoras de colonias
(UFC), crescimento vegetativo, producdo de conidi@ividade inseticida do fungo
contra lagartas dBiatraea saccharaligLepidoptera: Crambidae) foram avaliados. Os
tratamentos Phosphorus 3CH; Silicea 30CH; Staphysagria 30CH; Spodoptera
frugiperda 30CH e Thuya occidentalis200CH reduziram significativamente a
germinacdo de conidios. Com excecdo Alsenicum album24CH, os demais
tratamentos promoveram aumento significativo de JUE@ando comparados a
testemunha. Nenhum homeopatico afetou negativanemi@scimento vegetativo, a
producdo de conidios, sendo que apdrtag/a occidentaliO0CH afetou a atividade
inseticida do fungo. Além disso, foram todos clis®ilos como compativeis.

PALAVRAS-CHAVE: fungo entomopatogénico, medicamentos dinamizados,

conservacao de espécies, compatibilidade
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate vitro effect of homeopathiérsenicum
album 24CH; Calcarea carbonica30CH, Kali iodatum 100CH Phosphorus3CH,;
Silicea 30CH; Staphysagrieb, 30 and 100CHSpodoptera frugiperd@0CH; Sulphur
100 and 200CH andhuya occidentaliO0CH (homeopathic drug in sterile distilled
water (0,1%) on the fungueauveria bassianalhus, all products were spray edon the
fungus (previously inoculated) in the culture medi®otato Dextrose Agar (PDA) in
Petri dishes, which evaluated the colony-formingu(CFU), vegetative growth and
conidia production, being that germination was eatdd in type cards Rodac. We also
assessed the effect of homeopathic treatmenthiéomsecticidal activity of the fungus
against larvae oDiatraea saccharalis(Lepidoptera: CrambidaelPhosphorus3CH;
Silicea 30CH, Staphysagria 30CH; Spodoptera frugiperda30CH and Thuya
occidentalis200CH significantly reduced germination of conididith the exception of
Arsenicum album24CH, other treatments promoted a significantease in CFU
compared to the control. No homeopathic negatiaéfigcted vegetative growth, conidia
production, and onlyrhuya occidentaliQ00CH affected the insecticidal activity of the

fungus. Moreover, all were classified as compatible

KEY-WORDS: entomopathogenic fungus, dynamized drug, specmssetvation,
compatibility

Introducao

O fungo entomopatogéniddeauveria bassian@Bals.) Vuill. é patogénico a
mais de 200 espécies de insetos e acaros, haveoolmendacdes no Brasil para sua
utilizacdo no controle de mosca-branc8erfisia tabagi broca-da-erva-mate
(Hedypathes betuliniisgorgulho-do-eucaliptoGonipterus scutellatysbroca-da-cana-
de-acucar Diatraea saccharalis moleque-da-bananeiraC¢smopolites sordidlis
broca-do-caféHypothenemus hampgeécaro-rajadoTetranychus urticae entre outros
insetos (ALVES; LOPES, 2008; ALVES et ,ak010; BRASIL, 2013). Este fungo
destaca-se como um dos agentes de biocontroleestagados e amplamente utilizados
sobre insetos, estando sua acao relacionada a dergande viruléncia e a producdo
de proteases, quitinases e lipases que degradamicala do hospedeiro (ALVES
1998; XIAO et al., 2012).



Apesar da boa eficiéncia dos fungos em campo, rasicgs culturais
inadequadas vinculadas a aplicacdo de defensivosselgtivos a inimigos naturais
prejudicam a persisténcia dos mesmos ou reduzentapecidade infectiva, sendo
muitos produtos comerciais considerados toxicos fmgos entomopatogénicos
(SOSA-GOMEZ et al., 2001, 2003).

Por outro lado, a demanda mundial por alimentosd®ais e livres de
substancias toxicas tém favorecido o uso de defemsigricolas naturais (DAN) para o
controle de pragas e doencas, sendo uma alternatereos danosa aos sistemas
agricolas como um todo, sobretudo naqueles de drgdmica e agroecoldgica. Tais
produtos sdo caracterizados pela biodegradabilidadietividade contra inimigos
naturais, baixa toxicidade ambiental e animal, atlemserem economicamente mais
viaveis que os produtos fitossanitarios sintét{&sS) (FERREIRA et al., 2001).

Dentre os DAN utilizados no manejo de pragas e chmenalém dos
microrganismos entomopatogénicos, destacam-se ldascéertiprotetoras, extratos
vegetais, Oleos essenciais e recentemente os psodimamizados (homeopaticos)
(PENTEADO, 2007; FERNANDES et al., 2008). A homéapaevela-se como uma
ferramenta tecnoldgica alternativa, com ampla aptigara atender as exigéncias de
uma agricultura sustentavel, devido ao baixo cds®produtos e impactos ambientais
irrelevantes, conquistando gradativamente novoacesp(ROLIM et al., 2005a).

Estudos apontam para o potencial dos produtos hmdtieos para controle de
insetos e 4caros (ALMEIDA et al., 2003; ROLIM et, &005a; MAPELI et al, 2010;
CAVALCA et al., 2010; RUPP et aR012). Da mesma forma, outros autores relatam
controle de fitopatdgenosAlfernaria solani, Phakopsora euvit®no); aumento na
inducdo de resisténcia; producdo de metabdlitosinsiécios, desenvolvimento e
produtividade de plantas, dentre outros aspectdSTRO, 2002; BETTI et al., 2003;
BONATO et al., 2006; DUARTE, 2007; TOLEDO, 2009 OLON, 2010).

A interacdo de DAN e fungos entomopatogénicos fa@liada e, em alguns
casos, houve efeito negativo sobre o fungo, commodstraram Marques et al. (2004),
que observaram reducdo da esporulaca®.dieassianana presenca de 6leo de nim
(Azadirachta indicaA. Juss.). Também, Mertz et al. (2010) constataraducédo da
esporulacdo, do crescimento vegetativo e da gegdmauando o fungo foi submetido
aos produtos comerciais EcofifeAgro-mo$’ e Dalneerfi no meio de cultura.

Especificamente com relacdo aos homeopaticos, @aoelatos sobre sua

interacdo com fungos entomopatégenos, contudaj@sttom fitopatdgenos mostraram
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efeitos de algumas homeopatias na inibicdo da gegéo de esporos do fungo
Fusarium roseum(KHANNA & CHANDRA, 1976), diminuicdo do crescimemt
micelial e esporulacéo do fungo Solani(TOLEDO, 2009; MODOLON, 2010).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o tefede medicamentos
homeopaticos atualmente utilizados para diverses &gricolas, sobre o fungd.
bassiana no sentido de se conhecer o impacto destes nmeelitas na biologia desse

inimigo natural nos agroecossistemas

Material e métodos

Producao de conidios d®eauveria bassiana. Utilizou-se o fungdBeauveria bassiana
(isolado UNIOESTE 4), obtido da Colecéo de FungowiBopatogénicos da Unioeste,
multiplicado em meio de cultura para producdo ddédios ME (extrato de levedura 5
g, mistura de sais 4,6 g, glicose 10 g, 4gar 2Gagua 1000 mL), incubados a 26°C e
12h de fotofase, para crescimento e conidiogénesntd 8 dias. Os conidios foram
coletados raspando-se a superficie do meio deraplinansferidos para tubos estéreis
de vidro, armazenado a -10°C por periodo ndo suparllO dias, até a realizagdo dos
experimentos (ALVES et al., 1998a).

Obtencao e aplicacdo dos medicamentos homeopéaticAsselecdo dos medicamentos
homeopaticos a serem utilizados na agriculturas neapecificamente em vegetais,
baseia-se principalmente em analogias com as mstéredicas comumente utilizadas
na escolha das homeopatias para humanos ou ertadesutie trabalhos cientificos. A
escolha dos tratamentos Aesenicum albun24CH; Calcarea carbonicaB0CH; Kali
iodatum 100CH; Phosphorus3CH; Silicea 30CH; Staphysagria6, 30 e 100CH;
Spodoptera frugiperd80CH; Sulphur100 e 200CH &huya occidentali00CH foi
baseada nos relatos dos efeitos destes medicansmiies diversas espécies vegetais,
insetos e microrganismos (Tabela 1).

Os medicamentos homeopaticos e suas dinamizac@essmuondentes foram
obtidas de laboratério farmacéutico homeopéticmedd cujas preparagbes seguiram o
preconizado pela Farmacopéia Homeopéatica Bras{BRASIL, 1997).

Assim, 0,2 mL de cada um dos medicamentos homeogdiram adicionados
separadamente em 19,8 mL (diluicdo 1/100) de alé0% e sucussionados 100 vezes

em dinamizador brago mecanico (Modelo Denise 50ejupara se obter a quarta
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dinamizacdo homeopética (4CH). Em diluicbes suecassiforam obtidas as
dinamizacdes subsequentes de cada medicamenteaiada@ram armazenadas para uso
posterior.

Cada tratamento foi preparado adicionando-se ertubmde vidro estéril 20 pL
do medicamento homeopatico em 19,980 mL de agudadese esterilizada (solucéo a
0,1% de concentracdo homeopatico/dgua), sendo des@snentos em seguida

pulverizados sobre o fungo, de acordo com cadarra bioldgico.

Procedimentos gerais para avaliagdan vitro. Utilizaram-se tubos de vidro estéreis
contendo o fungo previamente produzido, nos quaenf adicionados 10 mL de agua
destilada esterilizada + Twe®B0 (0,01%). Esta suspensao foi agitada, quardéiem
camara de Neubauer e padronizada na concentracdbxH@ conidios mLC' e
posteriores diluicbes, adequadas aos parametrbadosa

Foram avaliadosn vitro os seguintes parametros biologicos; germinacado dos
conidios, crescimento vegetativo, producao de comigl atividade inseticida, de acordo
com Alves et al. (1998b); Silva e Neves (2005) weéha (2009).

Germinacdo dos conidios:O meio BDA (batata 200g, dextrose 20g, estreptioaic
0,05q, a4gar 15g e 1000 mL de agua destilada gdt#nilertido em placa do tipo Rodac
e apos solidificacdo do meio BDA foram inoculados sua superficie 150 pL da
suspensdo flingica (1x°l@onidios/mL), espalhada com a movimentacéo circtda
placa de forma manual. Em seguida, 150 pL dosntexigos foram aplicados com um
micropulverizador acoplado a um compressor de r@s§do constante de 0,84 kgffcm
de saida). A testemunha agua recebeu a pulverizied®0 uL de agua destilada e
esterilizada + Tweefi 80 (0,01%). Para cada tratamento foram prepaides placas,
sendo cada uma correspondente a uma repeticao.

Apés a inoculacdo, as placas foram incubadas pbral@6+1°C e 12h de
fotofase e entdo, contou-se o numero de conidiowigados e ndo germinados em
microscopio optico (400 x de aumento).

Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)Foram inoculados e distribuidos 100uL da
suspenséo do fungo (1¥1€bnidios/mL) sobre a superficie do meio de culBB# em
placa de Petri. Em seguida, os tratamentos fordaempzados de acordo com o item
2.3.1. As placas testemunha contendo o fungo eeaeb100 puL de agua destilada e
esterilizada + Tweeff 80 (0,01%). As placas foram incubadas durante diés a

26x1°C e 12h de fotofase, com posterior quantiioadas colonias formadas. Para



todos os tratamentos foram preparadas cinco plaeadp cada uma delas considerada
uma repetigao.
Crescimento vegetativo:O fungo foi inoculado na superficie do meio detwral em
placa de Petri, com auxilio de al¢ca de platinar@s pontos. As placas foram incubadas
a 26x1°C e 12h de fotofase por 2 dias. Apos essedoe foram pulverizados 250uL de
tratamento/placa. A testemunha foi constituida deaadestilada e esterilizada +
Tweer? 80 (0,01%). As placas foram novamente incubadasmesmas condicées, por
mais cinco dias. O crescimento vegetativo foi metgado com base em duas medicdes
perpendiculares das coldnias, visando-se obten digmetro médio.
Producdo de conidios:ApOs a verificagcdo do crescimento vegetativo, @énias
foram recortadas e transferidas individualmente paloos de vidro estéreis, aos quais
se adicionaram 10 mL de Agua destilada esterilizadaveerf 80 (0,01%). Apds
agitacdo, por aproximadamente 2 minutos, fez-saiantidicacdo dos conidios em
camara de Neubauer e microscépio Optico. Para tratlemento foram avaliadas 10
colénias, sendo duas de cada repeticao.
Efeito de diferentes solu¢bes hidroalcoodlicas sobres parametros biologicos de
Beauveria bassiana. Considerando que os produtos homeopéaticos saoitodaiss por
solugdes alcodlicas, foi realizado um experimemam © objetivo de verificar o efeito
deste solvente sobre parametros biologicos do fungo

Foram adotados os procedimentos gerais para aaliac vitro descritos
anteriormente, tendo-se como tratamentos a pulgi de solu¢des hidroalcodlicas
nas concentragbes variando de 0,5 a 2,5% de almotereais/agua destilada e
esterilizada. Os valores percentuais foram escmdhtdm base na recomendacéo de que
para preparo da “calda” aplicada em campo, néo ndegser aplicadas solucdes
alcodlicas acima de 1%, visto a possibilidade décidade para as plantas e agentes
biolégicos (BONATO et al.,, 2012). Na testemunhalicap-se agua destilada e
esterilizada. Para cada tratamento e também psteanunha foram preparadas cinco

repeticoes.

Efeito de diferentes produtos homeopaticos sobre gmetros bioldgicos de
Beauveria bassiana. Foram adotados 0s mesmos procedimentos experimental
descritos no item procedimentos gerais para avliacvitro, descritos anteriormente,

tendo-se como tratamentos os produtos homeopdatecosncentracao de 0,1% (Tabela
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1). Foi também utilizada uma solugédo hidroalcoél;a% ndo dinamizada e uma
testemunha, na qual se aplicou 4gua destiladzslieata + Tweefi 80 (0,01%).

Além dos parametros citados, avaliou-se o efeit® produtos homeopaticos
sobre a atividade inseticida Bebassianaconforme segue.

Avaliagéo sobre a atividade inseticidaO fungo foi inoculado em meio de cultura para
esporulacdo (ME) e cerca de uma hora depois foralveqzados os produtos na
proporcao de 250 pL sobre o fungo. Nas placasstenteinha, sobre o fungo inoculado
foi aplicado 250 pL de agua destilada e esterifiz#s placas foram incubadas por 8
dias a 26+1°C e 12h de fotofase. Os conidios faraletados raspando-se a superficie
do meio e transferidos para tubos de vidro estémmisparando-se em seguida,
suspensdes na concentracdo de 1safidios/mL com os conidios obtidos de cada um
dos tratamentos. Esta concentracdo foi avaliadavigonente para se obter
aproximadamente 80% de mortalidade @#atraea saccharalis (Fabr., 1794)
(Lepidoptera: Crambidae).

Utilizaram-se nos bioensaios lagartas 8im&tar deD. saccharalisalimentadas
com dieta artificial (PARRA, 1999) provenientesatiacdo do laboratorio.

Os insetos foram dispostos em placas de Petriebeeam 2 mL dos tratamentos
utilizando-se torre de Potter (regulada & pressfid 5 Ib/pof). Apés 1 minuto, as
lagartas foram transferidas para placas de Petriendo dieta artificial, e foram
incubados por 10 dias a 26€1e 12h de fotofase. Diariamente, era feita a gulggto
do alimento e avaliacdo de mortalidade, sendo se&tds mortos retirados, imersos em
alcool 70% durante 15 segundos, seguida de imersdagua destilada esterilizada por
igual tempo, e mantidos em camara Umida para coafi@io da mortalidade pelo fungo,
observando-se sinais e sintomas de infeccdo pelgofdALVES, 1998). Para cada
tratamento e também para a testemunha foram di&z#®0 lagartas divididas em

repeticdes de 15 lagartas.

Andlises dos dadosO delineamento experimental foi inteiramente cazadb e os
dados submetidos ao teste de normalidade (Shaplk) 8/analise de variancia (teste
F). As médias foram comparadas entre si pelo @stScott-Knott, ambos a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatisticv&f (FERREIRA, 2011).

A compatibilidade entre os tratamentos e o fungobfiseada no célculo de
toxicidade proposto por Rossi-Zalaf et(@008):
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B = 47cv]+49dESH+10GER]
10C
IB= indice Biolégico; CV= porcentagem do crescinemegetativo da coldnia apos 7

, em que:

dias, em relacdo a testemunha; ESP= porcentagesspdaulacdo das colbnias apds 7
dias, em relacdo a testemunha; GER= porcentagegardenacédo dos conidios apos 16
h, visto que os valores de CV, ESP e GER devemrsgramente corrigidos em relacéo
as respectivas testemunhas. Os valores do IB (ppa0a a classificacdo dos produtos
foram: Toxico 0-41; Moderadamente Téxico 42-66 enPativel > 66.

Resultados e discussao

Efeito de diferentes solu¢Bes hidroalcodlicas sobrparametros bioldgicos de
Beauveria bassiana. Em geral, as diferentes solu¢fes hidroalcoodlicasdii@riram da
testemunha agua destilada nos parametros biolégieds bassiana(Tabela 2). A
viabilidade em todos os tratamentos apresentoueslpercentuais medios acima de
98,0%, significativamente iguais a testemunha @¥,7Da mesma forma, as UFC
também ndo foram afetadas. Para o crescimento ateget ndo houve diferenca
significativa entre o diametro das coldnias obtides tratamentos e também na
comparacao com a testemunha. A producéo de cortahasém néo foi influenciada
pela presenca das solugbes hidroalcodlicas, sendw® tqdos o0s tratamentos
apresentaram-se significativamente iguais a testbmuRessalta-se que mesmo as
solucdes hidroalcodlicas com mais de o dobro deoéltas solugcdes homeopaticas, nao
apresentaram acao sobre parametros bioldgicBs assiana.

Por outro lado, testan vitro com o fungoA. solanj e soluc¢des hidroalcodlicas
dinamizadas, aplicadas na concentracédo de 0,0005%eio de cultura, diferiram-se da
testemunha agua destilada (TOLEDO, 2009) nos difeseparametros bioldgicos do
fungo avaliado. A variacdo observada na pesquisalacicom relacdo ao presente
trabalho pode estar associada as espécies de fendambém ao processo de
dinamizacao realizado pela autora para o prepacaacdes hidroalcodlicas, uma vez
que houve efeito negativo, mesmo sendo utilizaddac8es com concentracdes
alcodlicas menores que no presente estudo. Embaionl seja considerado um
veiculo inerte pela farmacopeia homeopatica, algxpgrimentos feitos com solventes
dinamizados, como a acetona apresentaram inibigdorescimento de plantulas de

trigo (REIS et al., 2011) o que pode também interfes microrganismos em geral.



Entretanto, no presente estudo, pode-se descapassbilidade de o alcool
individualmente (n&o dinamizado) presente nos pgosdbomeopéticos intervir sobre o
fungo (Tabela 2). Assim, os resultados signifiaaigobre os parametros bioldgicos de
B. bassiana provavelmente decorrem dos medicamentos homeopagropriamente
ditos.

Acdo das solugbes homeopaticas sobiBeauveria bassiana. Foram observados
diferentes efeitos enB. bassiana sendo que alguns parametros biologicos foram
estimulados e outros inibidos na presenca dos ex@eictos homeopaticos (Tabela 3).

Para a viabilidade dos conidios, ocorreu reduggmifgiativa nos tratamentos
Phosphorus3CH; Silicea 30CH; StaphysagriaB0CH; Spodoptera frugiperd@0CH e
Thuya occidentaliQ00CH. Os demais tratamentos apresentaram-se iguastemunha
(Tabela 3).

De forma semelhante, Khanna e Chandra (1976) tambkatam inibicdo da
germinacao de esporos do furigoroseumem tomates e deestalotia mangifera&m
frutos de manga, tratados com o homeop&itvasphorusas dinamizacdes 35 e 50CH,
respectivamente.

No entanto, em estudos cof solanj avaliando-se o efeitm vitro, ndo se
verificou inibicdo na germinacdo do fungo tratadmaas homeopatiéulphur, Silicea
terra, Staphysagria, PhosphoresKali iodatumnas dinamizacdes 6, 12, 30 e 100CH
(TOLEDO, 2009).

O processo de dinamizagcdo normalmente utilizadoa ppreparo dos
medicamentos homeopdaticos transforma a matéria petoento de seu poder de
informacéo, sendo que cada dinamizacdo age de amea funica nos seres Vivos,
(BONATO et al., 2012). Assim, os distintos readtis observados por Toledo (2009),
Khanna e Chandra (1976) e o presente trabalhoapetmente ocorreram em virtude
das diferentes dinamizacdes analisadas em caddoeditem como em funcdo das
espécies de fungo envolvidas.

A pequena reducdo ou nao interferéncia na vialbiiddeB. bassianacom a
maioria dos medicamentos testados € de grande t@mg@, ja que € a partir da
germinagdo que os fungos penetram no corpo dooinseiniciam o processo de
colonizacéo, garantindo que ao menos o processccioko se inicie (SILVA; NEVES,
2005).

Contrastando com a viabilidade, houve interacaatipassobre as UFC, de

forma que apena#\rsenicum album24CH apresentou-se estatisticamente igual a
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testemunha agua destilada. Os demais tratame8tdphur 100 e 200CH:;Silicea
30CH; Staphysagria06, 30 e 100CH;Calcarea carbdnica30CH; Spodoptera
frugiperda30CH; Thuya occidentaliQ00CH;Kali iodatum100CH ePhosphorus3CH
promoveram aumento significativo de UFC comparadestemunha. Assim, acredita-
se que as homeopatiaBhosphorus 3CH; Silicea 30CH; Staphysagria 30CH,;
Spodoptera frugiperd@0CH eThuya occidentali00CH possam ter apenas retardado
a germinacdo dos conidios, visto que a viabilidealeavaliada ap6s 16 horas da
aplicacao e a formacéo de UFC se da depois derd8.ho

Especificamente em relacdo ao tratamedpodoptera frugiperd80CH, com
base nos principios da homeopatia nessa dinamizagéababilidade de ser ter matéria
da substancia original em solugcéo € remota, pgartér da décima segunda diluicdo
(1/100) ultrapassa-se o nimero de Avogadro (6,03 restando apenas a informacéo
da substancia original (DAVENAS et al., 1988). Assisua acéo positiva sobre o
crescimento do fungo pode ter sido decorrente time® da informacéo presente no
medicamento, ja que é sabifpodoptera frugiperd@ suscetivel 8. bassianajue no
ciclo infeccioso se desenvolve vegetativamente aspédeiro (CARNEIRO et al.,
2008).

Outros estudos constataram haver interacdes psiinegativas entre DAN e
fungos entomopatogénicos. Dentre as interacdes,itagloc que pode haver o
aproveitamento de substancias presentes nos psoch#t® fungo, a partir da
metabolizacdo e passam a ser nutrientes (TAMAL. e2@02; FORMENTINI et al.,
2009; MAMPRIM et al., 2013).

De forma semelhante aos resultados observados R&5 Us tratamentos
homeopaticos ndo afetaram negativamente o cresiwmregetativo. De tal modo, que
Staphysagria80 e 100CHPhosphorus3 CH eSulphur200CH, promoveram aumento
no didmetro das coldnias 8e bassianadiferindo-se da testemunha agua destilada.

Estudos relacionados a fungos fitopatogénicoggére do presente trabalho, ja
que testes cor8ulphur200CH demonstram inibicdo em 100% do crescimeataigo
Aspergillus parasiticugSINHA; SINGH, 1983). Entretanto, deve-se consdejue a
metodologia de preparacdo dos medicamentos é extrente diversa entre 0s paises.
Em consequéncia, os resultados podem divergir iaotente dependendo da
farmacopeia utilizada.

Em outros trabalhosStaphysagria30CH e Phosphorus30CH reduziram a
severidade dé. solani(ROLIM et al., 2005b). Assim com&taphysagrialOOCH e



Sulphur 100CH inibiram o crescimento micelial desse fungedycéo de 12,87 e
16,97%) (TOLEDO, 2009). J& Modolon (2010) relatdugdo micelial deA. solani
causada pelo homeopatidosenicum albun80CH. Tais resultados ainda corroboram a
acdo dos homeopéaticdBulphur, Staphysagria, Arsenicum albwemPhosphorusno
controle de doencas fitopatogénicas indicadas psalC et al. (2009) e Bonato et al.
(2012). No entanto, divergem do presente trabadiemdo explicado pelo fato dos
medicamentos utilizados pelos autores terem sithkzisaados com base no principio
da “lei do semelhante” que rege a escolha de medictps homeopaticos (BELMUDE,
2001). Assim, as caracteristicasAlesonalique se sobressairam para escolha de cada
medicamento, possivelmente condiziam com o0s sin@istomas) que esses
medicamentos poderiam promover Amsolanj alcancando-se o resultado de inibicdo
do fitopatogeno. Neste trabalho, de forma distinkamedicamentos foram escolhidos
apenas com base no seu efeito observado por @uttm®s, como jA mencionado.

Na producgéo de conidios ndo se observou diferaggdisativa em funcéo das
diferentes homeopatias utilizadas com relacaotantesha (Tabela 3). A auséncia de
efeito pode ter ocorrido pela especificidade dasdmpaticos, que por ndo terem uma
acao generalizada sobre os fungos, néo interfemegativamente sobre os parametros
biolégicos deB. bassiana.Além disso, nas fases de colonizacdo e esporulagio,
fungos estdo menos expostos aos produtos fitoasasitlo que na fase de germinacgao
(SILVA & NEVES, 2005).

Ainda com relacdo aos medicament®slphur, Silicea terra, Staphysagria,
Phosphorus, Ferrum sulphuricueKali iodatumnas dinamizagdes 6, 12, 30 e 100CH,
de forma geral, estes reduziram a esporulacadd.dsolanj com destaque para a
homeopati&staphysagricéCH (TOLEDO, 2009).

Ressalta-se que os estudos com homeopaticos emrgaicismos, ainda estao
limitados ao controle de fitopatdgenos, dificultana comparacdo de determinados
parametros no presente trabalho.

Quanto a toxicidade, de acordo com o indice biowgroposto por Rossi-Zalaf
et al. (2008), conclui-se que todos o0s homeopatitaados apresentaram-se
compativeis ao fung8. bassianapodendo ser recomendada sua utilizagdo conjunta,
visto que seu efeito sobre o fungo presente noetdpode ser minimo, ndo afetando

a conservacao dos inimigos naturais.
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Acgéo dos tratamentos homeopaticos na atividade insgda de Beauveria bassiana
sobreDiatraea saccharalis. A mortalidade dé. saccharaligpelo fungo néo foi afetada
significativamente pela presenca dos medicamerdosgebpaticos no meio de cultura,
guando comparados os tratamentos contendo o furtg@uzido no meio de cultura,
tratado com 4gua destilada apenas (testemunha)fubgm excecéo do tratamerio
bassianat+ Thuya occidentali00CH, que diferiu-se da testemunha fungo (Tadbela

A néo intervencdo da maioria dos tratamentos hoatems sobre a atividade
inseticida deB. bassianapode ser justificada pela forma com que 0os medcins
homeopaticos agem, ndo sendo produtos que elimmaextinguem 0s organismos,
mas sim utilizados para readaptando os seres eigo®s funcdes ecoldgicas, de modo
que seja restaurado o equilibrio ao sistema (ALME#Dal., 2002).

Diante os resultados do presente trabalho, obsdove® que todos os
tratamentos homeopaticos apresentaram-se comgateefungoB. bassianae nao
interferiram na atividade do mesmo sobiiatraea saccharalisacredita-se que 0 uso
de produtos homeopaticos nos sistemas agroecofogi&o interfira na conservacao
desses inimigos naturais, nem se descarta aindasibpidade de interacdes positivas
entre produtos homeopaticos e fungos, no contiiolédico aplicado. Isto porque, 0s
testesin vitro expdem o patdégeno a maxima atividade do produse enesmo assim
nao houver interacdo negativa, espera-se que npocanmde a exposicdo é menos
intensa, € provavel que também néo ocorram efedgativos (MOINO Jr. & ALVES,
1998). Contudo, ndo é descartada a necessidadegutid® em condi¢des reais a fim de
se confirmar a compatibilidade aqui constatadafaz a recomendacao do uso seguro

do ponto de vista ambiental.
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Tabela 1 - Produtos homeopaticos utilizados, dinagd@ies, modo de acéo e indicacao.

Homeopéaticos Dinamizagdo Modo de agao/ Indicacao Referéncias

Arsenicum album 24 CH Producdo de metabdlicogCasali et al., 2009;
secundarios;  controle  deBonato et al., 2012
fitopatdgenos; desintoxicacéo
do solo e plantas

Calcarea carbonica 30 CH Crescimento vegetativo emlLuis & Moreno, S/D;
plantas; solo com deficiénciaBonato et al., 2012
de calcio

Kali iodatum 100 CH Controle de fitopatdgenos; Toledo, 2009; Casali et
desenvolvimento de plantas al., 2009; Bonato et al.,

2012

Phosphorus 3CH Producdo de metabdlicosDuarte, 2007; Casali et
secundarios (0leo essencialgl.,, 2009; Andrade,
controle de fitopatégenos 2000

Silicea 30 CH Controle de fitopatbgenos eBonato et al.,, 2006;
pragas; desenvolvimentaCasali et al., 2009;
vegetal Bonato et al., 2012

Staphysagria 6; 30 e 100CH Controle de insetos, acaros Rupp et al., 2012;
doencas fitopatogénicas Rolim et al., 2005a

Spodoptera 30 CH Controle de insetos Almeida et al., 2003;

frugiperda Bonato et al., 2012

Sulphur 100 e 200CH Controle de fitopatdégenos €Sinha & Singh (1983);
pragas Bonato et al.,, 2007;

Casali et al., 2009
Thuya occidentalis 200 CH Controle de fitopatdgenos,Casali et al.,, 2009;

insetos e acaros Rolim et al., 2005a;
Bonato et al., 2012




Tabela 2 - Viabilidade de conidios, Unidades Formadoras ddbrGas (UFC),
crescimento vegetativo e producdo de conidio8ekeuveria bassianélunioeste 04),

submetido a diferentes soluc¢des hidroalcoodlicasl2€ e 12 h de fotofase).

Crescimento ~ .
. 2roducdo conidio.
Vegetativo

Viabilidade (%) UFC

Tratamentos (cm?) (x 1¢° / mL)
Testemunha agua 98,7+055a 83,2+862a 3,33+0,13a 16,6+x2,09a
Sol. hidroalcodlica 0,5% 98,7+ 0,24a 87,4+6,09a 3,39+0,07a 140+1,64a
Sol. hidroalcodlica 1,0% 98,5+0,78a 97,8+7,47a 359+0,07a 20,9+22l1a
Sol. hidroalcodlica 1,5% 99,3+0,46a 85,2+9,04a 3,27+0,19a 20,3+1,53a
Sol. hidroalcodlica 2,0% 98,6+0,94a 79,2+8,19a 3,49+0,15a 174+243a
Sol. hidroalcoolica 2,5% 99,3+0,41a 740x797a 351+009a 18,7+1,35a
C.V. (%) 1,08 16,32 6,57 18,43
Fator F 0,70 1,71 1,46 2,96

Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na columa,qaala graduacao alcodlica testada, ndo

diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5%igeificancia.
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Tabela 3 - Viabilidade de conidios, Unidades Fomnasl de Colonia (UFC),
crescimento vegetativo, producdo de conidios, galate “T” e compatibilidade de

Beauveria bassiangdUnioeste 04) submetido a diferentes preparadasebpaticos

(261 °C e 12 h de fotofase).

Viabilidade UFC Crescimento Producéo Valor de
. vegetativo conidios T/C

Homeopaticos (cm?) (x 10° / mL)
Testemunha dgua 954+1,23a 31,2+6,23b 4,0+0,23b 475%+942a -
Sol. Hid. (0,1%) 95,7+0,41a 326+243b 42+0,14a 450+445a -
A. album24CH 96,2+0,78a 40,2+3,86b 40+0,08b 421+194a 94,63/C
C. carbonicaB0CH 96,4+0,53a 51,8+6,38a 36+037b 414+796a 89,88/ C
Kali iodatum100CH 93,8+2,37a 56,2+6,86a 4,0+0,12b 40,2+847a 9287/C
PhosphorusCH 90,6 £1,11b 582+867a 44+0,13a 51,1+586a 107,13/C
Silicea30CH 90,6 £+1,23b 46,2+4,75a 3,9+0,12b 42,7+6,48a 87,60/C
Staphysagri®dCH 94,1+139a 49,8+209a 36+032b 457+527a 9247/C
Staphysagri80CH 90,4+0,51b 472+262a 43+0,19a 608+9,32a 114,69/C
StaphysagridlOOCH 94,0+1,24a 50,2+325a 4,1+0,17a 47,0+1111a 100,33/C
S. frugiperd&80CH 89,8+0,86b 54,2+4,42a 39+0,05b 389+194a 8910/C
Sulphui00CH 95,2+1,18a 44,0+3,48a 4,1+0,12b 56,5+597a 108,56/C
Sulphu200CH 96,0+144a 516+489a 44+008a 46,8+4,82a 104,02/C
T. occidentalis 89,7+£151b 56,2+993a 38x+005b 393+883a 89,71/C
200CH
C.V. (%) 19,87 7,86 26,62 -
Fator F. 3,88 3,13 1,36 -

Médias seguidas de mesma letra na coluna, na@uifentre si pelo Teste Scott-Knott a 5% de

significancia.

Valores de T, segundo ROSSI-ZALAE al. (2008) entre 0 e 41 = toxico (T); entre 42 e 66 =

Moderadamente téxico (MT); maiores que 66 = comph{C).
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Tabela 4 - Mortalidade confirmada (+ EPM) de |lagsudeDiatraea saccharalisubmetidas ao

fungo Beauveria bassianélUnioeste 04), multiplicado em meio ME + produtmsneopaticos

(26 + 1°C e 12 h de fotofase).

Tratamento Mortalidade média confirmada (%)
Testemunha agua 0,0+0,00c
Solugéo hidroalcodlica (0,1%) 0,0+0,00c

B. bassiana 86,7+5,44 a
B. bassiana+ Thuya occidentaliQ00CH 69,9+6,66 b
B. bassiana+ Arsenicum albun24CH 93,3+5,44 a
B. bassiana+ Calcarea carbonic80CH 83,3+2,22a
B. bassianat kali iodatum100CH 85,0+7,28 a
B. bassiana- PhosphorussCH 91,7+£192a
B. bassianat Silicea30CH 85,0 £ 3,68 a
B. bassiana+ Staphysagri®06CH 79,9+544 a
B. bassiana+ Staphysagric80CH 86,56+537a
B. bassiana StaphysagridlOOCH 83,3+6,66 a
B. bassianat+ S. frugiperda30CH 85,0+ 3,68 a
B. bassiana+ Sulphurl00CH 80,0+7,02a
B. bassiana+r Sulphur200CH 86,0+ 3,14 a
C.V.(%) 15,11

Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na columadifi@rem entre si pelo Teste de Scott-

Knott a 5% de significancia.
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CAPITULO 2

EFEITO IN VITRO DE MEDICAMENTOS HOMEOPATICOS SOBRE
METARHIZIUM ANISOPLIAE (METSCH) SOROK. (ASCOMYCOTA:
CLAVICIPITACEAE)

Este capitulo foi escrito de acordo com as normagublicacdo cientifica da

Revista Brasileira de Agroecologia
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Efeito in vitro de medicamentos homeopéticos sobr&letarhizium anisopliae

(Metsch) Sorok.(Ascomycota: Clavicipitaceae)

In vitro assay on homeopathic produdtetarhizium anisopliae(Metsch) Sorok.

(Ascomycota: Clavicipitaceae)

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar @tefin vitro dos
produtos homeopaticoarsenicum album24CH; Calcarea carbonica30CH; Kali
iodatum 100CH; Phosphorus3CH; Silicea 30CH; Staphysagria6; 30 e 100CH,;
Spodoptera frugiperd80CH; Sulphur100 e 200CH &huya occidentaliQ00CH sobre
parametros biolégicos do funddetarhizium anisopliaeOs produtos em solucéo de
agua destilada e esterilizada (0,1%) foram pula€ins sobre o fungo previamente
inoculado no meio de cultura BDA. Os parametrosldgicos avaliados foram:
germinacdo dos conidios, unidades formadoras déniesl (UFC), crescimento
vegetativo, producdo de conidios e atividade iosktido fungo contra lagartas de
Diatraea saccharaligLepidoptera: Crambidae). Os medicamentos hommmgahao
afetaram de forma negativa os parametros avali#dssm, todos os tratamentos foram
considerados compativeis ao fungo anisopliaee nao afetaram a atividade inseticida

do mesmo sobrB. saccharalis.

PALAVRAS-CHAVE: Defensivos agricolas naturais, fungos entomopatog&n

solugdes dinamizadas, compatibilidade.
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the in vitro effexft homeopathic
Arsenicum Albun24CH, Calcarea carbonica880CH, Kali iodatunmlO0CH; Phosphorus
3CH, Silicea 30CH; Staphysagria6, 30 and 100CHSpodoptera frugiperd&0CH;
Sulphur100 and 200CH and@lhuya occidentali00CH on biological parameters of the
fungusMetarhizium anisopliaeThe product solution insterile distilled waterl@)was
sprayed over the previously inoculated fungus o Diture medium. The parameters
evaluated were germinated conidia, colony formimgsu(CFU), vegetative growth,
conidial production and insecticidal activity ofetiungus against larvae Gfiatraea
saccharalis(Lepidoptera: Crambidae). Homeopathic medicinesatoaffect negatively
the parameters evaluated. Thus, all treatments emrgidered compatible to the fungus

M. anisopliaeand did not affect the insecticidal activity oéthame oD. saccharalis

KEYWORDS: Agrochemicals natural entomopathogenic fungi, stteged solutions,
compatibility.

Introducao

Os fungos entomopatogénicos apresentam grande ctero controle de
pragas, devido sua capacidade de supressao dakgimsude insetos em todos 0s
estagios de desenvolvimento do hospedeiro (LEIT&.eR2003). Apresentam-se como
0S principais agentes microbianos controladoresnsletos-praga. Cerca de 80% das
doencas em insetos tém como agente etiologicong®$uentomopatogénicos (ALVES,
1998).

O fungo Metarhizium anisopliagMetsch.) Sorok. destaca-se como patdgeno
natural de diversas pragas agricolas, sendo rectademo Brasil para o controle de
cigarrinha-das-raized@hanarva fimbriolaty, cigarrinha-das-folhas da cana-de-agucar
(Mahanarva posticata cigarrinha-das-pastagensNaotozulia entreriana, Deois
flavopicta, Deoisincompleta, Deois schach, Aene@aselectd, broca-da-cana-de-
acucar Diatraea saccharalise gafanhotosRhammatocerus schistocercoifié&LVES
et al., 2010; BRASIL, 2013).

Segundo Faria & Wraight (2007) e Alves & LopesO@)os produtos a base de
M. anisopliaerepresentavam 32% do mercado de micoinseticiddsn@ica Latina em

2007/2008. No entanto, ao serem considerados atsnpdbdutos disponiveis, os
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produtos que estdo em processo de registro, egsesentavam 55% do mercado no
ano de 2009 (MICHEREFF FILHO et al., 2009).

Este crescimento provém principalmente de agricedto organicos ou
agroecoldgicos que tém optado por praticas aligagtcomo o uso de defensivos
agricolas naturais (DAN) no controle de pragas. Buais, incluem-se os produtos a
base de microrganismos, especialmente bactériamgnd, caldas minerais, extratos
vegetais, 0leos essenciais e produtos homeopaticos.

Dentre os produtos tidos como alternativos, os lopdiicos sao de recente uso
na agricultura. No Brasil, os primeiros relatosafardescritos por Brunini & Arenales
(1993) que utilizaraGtaphysagrieem hortalicas e em plantas ornamentais, resultando
em aumento de resisténcia das plantas a pulg@ss,dd melhora nas condi¢des gerais
das plantas. Em ascensdo ano apés ano, diversmoesiemonstram o potencial
energético dos homeopaticos para controle e repelée insetos (ALMEIDA et al.,
2003), controle de fitopatégeno$hiakopsora euvitisOno e Alternaria solan)
(BONATO et al, 2006; TOLEDO, 2009; MODOLON, 201Mducdo de resisténcia,
aumento da producdo de metabdlitos secundarioodutpridade (CASTRO et al.,
2002; DUARTE, 2007; LUIS & MORENO, 2007).

De uso comum nas propriedades com enfoque ecolégisoDAN sé&o
considerados seguros e saudaveis para a produciEmlagalém de seletivos aos
inimigos naturais (ALVES et al., 1998a). Para AM&d.opes (2008), a conservacao
dos microrganismos presentes no solo é de grandmrt@mcia, visto serem
componentes de um sistema sustentavel de contaslprdgas e, no caso de associagdes
positivas dos agentes biologicos com produtosdansarios sintéticos (PFS) ou DAN e
outras técnicas de controle, pode-se obter maiodupividade e alimentos mais
saudaveis.

Pelas particularidades de carater pratico, ecordmigustentavel, os DAN vém
recebendo atencao especial das pesquisas, que avsdiar a eficiéncia dos produtos,
seu modo de acdo, residuos e compatibilidade coentesy de controle bioldgico
FERREIRA et al., 2001).

Quanto a compatibilidade, sabe-se que os PFS poafetar parametros
biolégicos de fungos entomopatogénicos, sendo swuiigles considerados toxicos
(TAMAI et al., 2002). Estudos demonstram que algb®WeN também podem agir da
mesma forma. O Oleo de nim (produto NIM-I-GO) afetoproducéo de conidios e o

crescimento vegetativo d®. anisopliae (MARQUES et al., 2004). Os produtos
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comerciais Dalneeffy Ecolife’e Stubble-Ai§ testados em diferentes concentracdes,
afetaram negativamente os parametros bioldégicosedésngo, sendo o primeiro
produto considerado moderadamente téxico (FORMENE&tNI., 2009).

Recentemente, Mamprim et al. (2013) observaram aq@alda Sulfocalcica
afetou todos os parametros biolégicos #& anisopliae classificada como
moderadamente toxica. Extratos vegetais aquosdeoéliaos de plantas inseticidas
revelaram-se compativeis ao desenvolvimento doofung

Os microrganismos entomopatogénicos podem ser dmyasios no
agroecossistema sob dois aspectos, de ocorrénttisalnau como componente de
produto microbiano (bioinseticida) e desta formestificam-se 0s estudos que visam
conhecer a interacéo entre esses e os DAN (ROSBAEAet al., 2008).

Em relacdo a acdo das homeopatias sobre microngasi®s poucos trabalhos
existentes buscam o controle de fitopatégenos,oseauficada inibicdo na germinacao
de esporos do fungBusarium roseunfKHANNA & CHANDRA, 1976), diminuicao
do crescimento micelial e da esporulacdo Aleernaria solani submetidos aos
tratamentos homeopaticos (TOLEDO, 2009; MODOLON,®0

Os indicios desses estudos iniciais da acdo dosdpmaticos sobre fungos
fitopatogénicos alertam para possibilidade de agfées também com fungos
entomopatogénicos, demonstrando a necessidade ddiaravmedicamentos
homeopaticos sobre esses agentes bioldgicos.

Deste modo, o presente trabalho objetivou avaliafeito de medicamentos
homeopaticos recomendados para diversos fins égjambre o fungM. anisopliae.

Material e Métodos

Producdo de conidios deMetarhiziium anisopliae. Utilizou-se o fungoMetarhizium
anisopliae(isolado UNIOESTE 22), obtido da Colecdo de Fungosmopatogénicos
da Unioeste, multiplicado em meio de cultura pacapcédo de conidios ME (extrato de
levedura 5 g, mistura de sais 4,6 g, glicose 1ygr 20 g e agua 1000 mL), incubados
a 26°C e 12h de fotofase, para crescimento e agédese durante 8 dias. Os conidios
foram coletados raspando-se a superficie do meicutlera, transferidos para tubos
estéreis de vidro, armazenado a -10°C por peridio superior a 10 dias, até a

realizacdo dos experimentos (ALVES et al., 1998b).
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Obtencéo e aplicacdo dos medicamentos homeopaticAsselecdo dos medicamentos
homeopaticos a serem utilizados na agriculturas neapecificamente em vegetais,
baseia-se principalmente em analogias com as mstérédicas comumente utilizadas
na escolha das homeopatias para humanos ou ertadesutie trabalhos cientificos. A
escolha dos tratamentos Aesenicum albun24CH; Calcarea carbonicaB0CH; Kali
iodatum 100CH; Phosphorus3CH; Silicea 30CH; Staphysagria6, 30 e 100CH;
Spodoptera frugiperd80CH; Sulphur100 e 200CH &huya occidentali0O0CH foi
baseada nos relatos dos efeitos destes medicansaiies diversas espécies vegetais,
insetos e microrganismos (Tabela 1).

Os medicamentos homeopaticos e suas dinamizac@essmandentes foram
obtidas de laboratorio farmacéutico homeopaticmedd cujas preparacdes seguiram o
preconizado pela Farmacopéia Homeopatica Bras{BRASIL, 1997).

Assim, 0,2 mL de cada um dos medicamentos homeogdibram adicionados
separadamente em 19,8 mL (diluicdo 1/100) de al¢0% e sucussionados 100 vezes
em dinamizador braco mecanico (Modelo Denise 50ejupara se obter a quarta
dinamizacdo homeopética (4CH). Em diluicbes suecassiforam obtidas as
dinamizacdes subsequentes de cada medicamenteaiada@ram armazenadas para uso
posterior.

Cada tratamento foi preparado adicionando-se ertubmde vidro estéril 20 pL
do medicamento homeopéatico em 19,980 mL de agudadese esterilizada (solucéo a
0,1% de concentracdo homeopatico/dgua), sendo des@snentos em seguida

pulverizados sobre o fungo, de acordo com cadarra bioldgico.

Procedimentos gerais para avaliacaan vitro. Utilizaram-se tubos de vidro estéreis
contendo o fungo previamente produzido, nos quaeni adicionados 10 mL de agua
destilada esterilizada + TweeB0 (0,01%). Esta suspenséo foi agitada, quardiiem
camara de Neubauer e padronizada na concentracdbxHt@ conidios mLC' e
posteriores diluicbes, adequadas aos parametrbadnsa

Foram avaliadosn vitro os seguintes parametros bioldgicos; germinacdo dos
conidios, crescimento vegetativo, producéo de eos il atividade inseticida, de acordo
com Alves et al. (1998b); Silva & Neves (2005) ev€ira (2009).
Germinacdo dos conidios:O meio BDA (batata 200g, dextrose 20g, estreptio@ic
0,05q, agar 15g e 1000 mL de agua destilada gdt@aniertido em placa do tipo Rodac
e apos solidificacdo do meio BDA foram inoculades sua superficie 150 pL da



suspensdo fungica (1x°l@onidios/mL), espalhada com a movimentacéo circtda
placa de forma manual. Em seguida, 150 pL dosntexigos foram aplicados com um
micropulverizador acoplado a um compressor de ras§do constante de 0,84 kgffcm
de saida). A testemunha agua recebeu a pulverizied®0 uL de agua destilada e
esterilizada + Tweefi 80 (0,01%). Para cada tratamento foram preparides placas,
sendo cada uma correspondente a uma repetigao.

ApoOs a inoculacdo, as placas foram incubadas pbral®6+1°C e 12h de
fotofase e entdo, contou-se o0 numero de conidiovigados e ndo germinados em
microscopio optico (400 x de aumento).

Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)Foram inoculados e distribuidos 100uL da
suspensdo do fungo (1¥1bnidios/mL) sobre a superficie do meio de culRDa em
placa de Petri. Em seguida, 100 pL dos trataméntasn pulverizados sobre o fungo
inoculado. As placas testemunha contendo o fuegeberam 100 pL de agua destilada
e esterilizada + Tweefi 80 (0,01%). As placas foram incubadas durante diés a
26x1°C e 12h de fotofase, com posterior quantifioadas colonias formadas. Para
todos os tratamentos foram preparadas cinco plaeadp cada uma delas considerada
uma repetigao.

Crescimento vegetativo:O fungo foi inoculado na superficie do meio detuwzal em
placa de Petri, com auxilio de al¢ca de platina@s pontos. As placas foram incubadas
a 26x1°C e 12h de fotofase por 2 dias. Apos essedae foram pulverizados 250uL de
tratamento/placa. A testemunha foi constituida deaadestilada e esterilizada +
Tweer? 80 (0,01%). As placas foram novamente incubadasmesmas condicées, por
mais cinco dias. O crescimento vegetativo foi metgado com base em duas medicdes
perpendiculares das coldnias, visando-se obten digeetro médio.

Producdo de conidios:Apds a verificagcdo do crescimento vegetativo, alénias
foram recortadas e transferidas individualmente paloos de vidro estéreis, aos quais
se adicionaram 10 mL de &gua destilada esterilizadaveerf 80 (0,01%). Apds
agitacao, por aproximadamente 2 minutos, fez-seuantificacdo dos conidios em
camara de Neubauer e microscopio Optico. Para tratlanento foram avaliadas 10
coldnias, sendo duas de cada repetigao.

Efeito de diferentes solugcbes hidroalcodlicas sobres parametros biologicos de
Metarhizium anisopliae. Considerando que os produtos homeopaticos saoitodass
por solucdes alcodlicas, foi realizado um expertmezom o objetivo de verificar o

efeito deste solvente sobre parametros biolégiodsirngo.
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Foram adotados os procedimentos gerais para &d@liac vitro, descritos
anteriormente, tendo-se como tratamentos a pulgd de solug¢des hidroalcodlicas
nas concentracdes variando de 0,5 a 2,5% de abmotereais/dgua destilada e
esterilizada. Os valores percentuais foram esocmhtdm base na recomendacéo de que
para preparo da “calda” aplicada em campo, n&o ndeser aplicadas solugbes
alcodlicas acima de 1%, visto a possibilidade déciade para as plantas e agentes
biologicos (BONATO et al.,, 2012). Na testemunhalicap-se agua destilada e
esterilizada. Para cada tratamento e também psteanunha foram preparadas cinco

repeticoes.

Efeito de diferentes produtos homeopaticos sobre p@Emetros bioldgicos de
Metarhizium anisopliae. Foram adotados 0s mesmos procedimentos experimentai
descritos no topico procedimentos gerais para agéiin vitro, tendo-se como
tratamentos os produtos homeopaticos na conceatdsg,1% (Tabela 1). Foi também
utilizada uma solucéo hidroalcodlica 0,1% néo dizana e uma testemunha, na qual
se aplicou 4gua destilada e esterilizada + TW&6N(0,01%).

Além dos parametros citados, avaliou-se o efeit® produtos homeopaticos
sobre a atividade inseticida Me anisopliag conforme segue.
Avaliacéo sobre a atividade inseticidaO fungo foi inoculado em meio de cultura para
esporulacdo (ME) e cerca de uma hora depois foralveqzados os produtos na
proporgao de 250 pL sobre o fungo. Nas placassfenteinha, sobre o fungo inoculado
foi aplicado 250 pL de agua destilada e esterifiz#s placas foram incubadas por 8
dias a 26+1°C e 12h de fotofase. Os conidios faraletados raspando-se a superficie
do meio e transferidos para tubos de vidro estémisparando-se em seguida,
suspensdes na concentracdo de 1safidios/mL com os conidios obtidos de cada um
dos tratamentos. Esta concentracdo foi avaliadavigonente para se obter
aproximadamente 80% de mortalidade @#atraea saccharalis (Fabr., 1794)
(Lepidoptera: Crambidae).

Utilizaram-se nos bioensaios lagartas 8im&tar deD. saccharalisalimentadas
com dieta artificial (PARRA, 1999) provenientesadi@¢éo do laboratorio.

Os insetos foram dispostos em placas de Petriebeeam 2 mL dos tratamentos
utilizando-se torre de Potter (regulada & pressfid X Ib/pof). Apés 1 minuto, as
lagartas foram transferidas para placas de Petriendo dieta artificial, e foram

incubados por 10 dias a 26€l1e 12h de fotofase. Diariamente, era feita a gulggto



do alimento e avaliagdo de mortalidade, sendo setos mortos retirados, imersos em
alcool 70% durante 15 segundos, seguida de imersaagua destilada esterilizada por
igual tempo, e mantidos em camara Umida para coafi@o da mortalidade pelo fungo,
observando-se sinais e sintomas de infeccdo pelgofdALVES, 1998). Para cada

tratamento e também para a testemunha foram dgliz&0 lagartas divididas em

repeti¢cdes de 15 lagartas.

Andlises dos dadosO delineamento experimental foi inteiramente cazadb e os
dados submetidos ao teste de normalidade (Shaplk) 8/analise de variancia (teste
F). As médias foram comparadas entre si pelo @st8cott-Knott, ambos a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatisticv&f (FERREIRA, 2011).

A compatibilidade entre os tratamentos e o fungobfseada no calculo de
toxicidade proposto por Rossi-Zalaf et(@008):

B = 47cv]+49dESH+10GER]
10C

IB= indice Biolégico; CV= porcentagem do crescimenegetativo da colénia apés 7

, em que:

dias, em relacdo a testemunha; ESP= porcentagesapdaulacdo das colonias apés 7
dias, em relacdo a testemunha; GER= porcentagayardenacédo dos conidios apds 16
h, visto que os valores de CV, ESP e GER devermrsgramente corrigidos em relagao
as respectivas testemunhas. Os valores do IB (pFpd0a a classificacdo dos produtos
foram: Toxico 0-41; Moderadamente ToOxico 42-66 enPativel > 66.

Resultados e Discussao

Acéo de solugBes hidroalcoodlicas sobMetarhizium anisopliae

As diferentes solucbes hidroalcodlicas, de modoalgendo afetaram os
parametros biologicos dd. anisopliae(Tabela 2). Verificou-se que a viabilidade dos
conidios nas distintas concentracbes, apresentosigeificativamente igual &
testemunha agua destilada, com valores percentugdidia de 98%) até superiores a
mesma. Diante o aumento da graduacao alcodlicdF&se o crescimento vegetativo
nado foram afetados. No entanto, para a produc&omieios as solucdes hidroalcodlicas
a 2,0% e 2,5% diferiram-se estatisticamente darmestha agua destilada.

Em estudo com o fungo fitopatogéni@dternaria solani, verificou-se que

solucBes hidroalcodlicas (na concentracdo de 0%0dé& alcool) dinamizadas podem
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apresentar acdo sobre parametros bioldgicos dm fufifgrenciando-se da testemunha
agua destilada (TOLEDO, 2009).

As constatacbes de Toledo (2009) reafirmam o p@kerenergético dos
medicamentos homeopaticos, advindo do processo imemitacdo, visto que a
concentracdo alcoolica utilizada pela autora nasies foi muito baixa. Talvez os
resultados contrarios ao presente trabalho se depeovavelmente as diferentes
espécie dos fungos utilizados em ambos estudos.

Ressalta-se, que mesmo as solucdes hidroalco@araso dobro de alcool
presente nas solucbes homeopaticas, ndo apreserdgéa negativa sobre para@metros
biolégicos deM. anisopliae.Descartando-se a possibilidade de o &lcool presede

solucbes homeopadticas interferir nos parametrdédiams deM. anisopliae

Acdo das solucdes homeopaticas solive anisopliae

Os tratamentos homeopéticos apresentaram difereaetegos sobre M.
anisopliae sendo alguns parametros afetados negativamem&ntanto, a maior parte
das alteracdes significativas foi positiva (Tal#®la

A viabilidade dos conidios em todos os tratamemtoesentou-se acima de
93%, significativamente iguais a testemunha (9498).mesma forma, Toledo (2009)
verificou que os homeopatic&ulphur, Silicea terra, Staphysagria, Phosphoeu&ali
iodatum néao inibiram a germinacdo do fungA. solani Possivelmente, nas
dinamizac¢des em que os medicamentos foram avaliadess ndo apresentam atividade
supressora para a germinacdo de esporos, justiican auséncia de efeito dos
tratamentos sobre a germinacéao.

Outros DAN ja foram analisados quanto ao seu efatore a germinacéo de
conidios deM. anisopliae Nesse sentido, o produto comercial NIM-I-GO (ddeonim)
aplicado em varias concentracdes ndo afetou a idaplec de germinacdo dgl.
anisopliae(MARQUES et al., 2004). Os extratos vegetais @erah, eucalipto, capim-
limdo e clrcuma e os produtos comerciais Dalffedfnolife®, Stubble-Aif também
nao afetaram esse parametro (FORMENTINI et al.9P0Dodavia, os produtos Planta
Clear?, Agro-mo€, BiogermeX, Bion®, Pironinf’; 6leo de citronela; caldas Bordalesa
e Sulfocalcica e extratos vegetais causaram irabdz viabilidade deéM. anisopliae
(MAMPRIM et al., 2013). Os diferentes resultadosigqm ser explicados devido a

constituicdo quimica de cada DAN, de forma que ralmgi dessas substancias podem
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apresentar atividade antifungica, como a caldao8alfica, composta de cal hidratada e
o sulfato de cobre.

Na fase de germinacéo, os PFS ou DAN tém maiorssilplidades de intervir
no desenvolvimento de fungos entomopatogénicoss poi serem pulverizados, 0s
produtos entram em contato direto com 0S espor@s ajuda ndo penetraram no
tegumento do inseto nesse momento (SILVA et ab520

A alta viabilidade constatada no presente trabalfiante os tratamentos
homeopaticos, mostra que esses ndo afetaram arida®g dos conidios e
consequentemente também a sua capacidade de ggiminae é um dos fatores mais
relevantes para infeccdo no inseto, onde, a platadesédo do conidio e germinagédo no
tegumento, inicia-se a doenca (ALVES et al., 1998a)

Quanto as UFC os medicamentos homeopaticos namamitsua formacao,
ocorrendo aumento significativo de UFC provocadégdratamentosArsenicum
album 24CH, Calcarea carbonica30CH, Phosphorus 3CH, Staphysagria 6CH,
Spodoptera frugiperd®80CH, Sulphur 100CH eThuya occidentali00CH, quando
comparados a testemunha agua destilada (Tabela 3).

Esse acréscimo nas UFC é uma tendéncia ja obsepeadautros autores em
analises de DAN (produtos comerciais, extratos taégeaquosos e alcodlicos) e
parametros biologicos dé. anisopliaeg(FORMENTINI et al., 2009; MAMPRIM et al.,
2013). Resultados justificados, pela degradacaopreveitamento de substancias
presentes na composicdo do DAN, que podem seraatéis como nutrientes pelo fungo
(FORMENTINI et al., 2009).

Em contrapartida, nas dinamizacdes em que os nmeeitas homeopaticos
foram utilizados nos ensaios (com excecdo do mewiotd PhosphorusO3CH) a
probabilidade de se ter matéria da substancianafigim solucéo € remota, pois a partir
da décima segunda diluicéo (1/100) ultrapassasséntero de Avogadro (6,02 x 4
restando apenas a informacéo da substancia or{JAMENAS et al., 1988).

Assim, segundo os principios da homeopatia a agégdicamentosa de um
homeopatico, se da em decorréncia do estimulo darmacdo presente no
medicamento dinamizado. De forma que na ausénciamdtria descarta-se a
possibilidade da presenca de ingredientes ativeshomeopéticos que pudessem ter
favorecido o aumento de UFC dé& anisopliaeno presente trabalho, ainda que se
desconheca 0 mecanismo de acao dos homeopatiaescsobganismo a nivel celular
(BONATO et al., 2012).



Ainda, a presenca informacional &e frugiperdano preparado homeopatico
pode ter sido, com base nos principios da homexgpath fator de estimulo ao
crescimento do fungo, tal como discutido anteriortagaraB. bassianaSendo que o
aumento de UFC, possivelmente esta relacionadoimtemacdes informacionais que o
preparaddS. frugiperdapode promover no fungo, jA que a canipoanisopliaepode
ser patdégeno natural de lagartas c@nérugiperdg CARNEIRO et al., 2008).

Ressalta-se que os poucos trabalhos que verificagA@de homeopaticos sobre
fungos fitopatogénicos, ndo habituam analisar @rpatro UFC (TOLEDO, 2009;
MODOLON, 2010), dificultando a comparacao com edasse de produtos.

Estatisticamente os homeopéticos testados tambérafaaram negativamente
0 crescimento vegetativo, bem como, a producdo aEdiws. Para o primeiro
parametro todos os tratamentos apresentaram-sdhs@mes a testemunha. Ja para a
producdo de conidios, as homeopatasenicum albunR4CH, Calcarea carbonica
30CH, Phosphorus3CH, StaphysagrialO0OCH eSulphur100 e 200CH promoveram
aumento significativo quando comparado a testeméagha (Tabela 3).

De forma contraria, os homeopatic&ilphur, Silicea terra, Staphysagria,
Phosphoruse Kali iodatumquando incorporados no meio de cultura BDA, recumip
crescimento vegetativo d& solani.Sendo que os tratament8alphure Staphysagria
100CH apresentaram inibicdo 16,97 e 12,87% respectinte (TOLEDO, 2009). Do
mesmo modoArsenicum albune Staphysagrianas dinamizagdes 6, 12, 25, 30, 50, 60,
80 e 100CH promoveram reducdo no crescimento vigetde A. solani, quando
aplicados sobre o fungo inoculado no meio de calBDA (MODOLON, 2010).

No campo, em parreirais com alta infestacdo deigem Phakopsora euvitis
Ono), solucbes homeopaticas 8dicea 30CH reduziram mais de 90% o grau de
severidade do fungo, comparado ao tratamento dentmm 100% de infestacdo
(BONATO et al., 2006).

A ocorréncia de interagcdes negativas em fungogpdttménicos relatadas nos
trabalhos anteriores, sendo alguns dos medicambotasopaticos e dinamizagcdes 0s
mesmos utilizados no presente trabalho, onde naaosstatou efeito sobre o
crescimento vegetativo e producdo de conidiosldanisopliae deve-se ao fato, de as
homeopatias ndo apresentarem uma abrangéncia gerakja, em fungos diferentes
podem provocar resultados distintos.

De acordo com Formentini et al. (2009), DAN coreesce extratos vegetais ja

citados anteriormente pela autora, causaram redigdwescimento vegetativo dé.
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anisopliae. Dalneen? e Stubble-Aif promoveram reducdo de 40 e 28,20%
respectivamente. Do mesmo modo, em andlise da wapéo de conidios, esses
produtos inibiram a producdo de conidios em até @2 66,7% diferindo-se da
testemunha agua destilada. A autora justifica qubecdo da conidiogénese do fungo
foi ocasionada pela presenca @Aeadirachta indicano produto Dalneefh cujo
principio ativo tem acdo antimicrobiana.

Todavia, Planta Cle&n Agro-mo€, Agro-fos®, BiogermeX, Bion®, Forth,
Pironim®; 6leo de citronela; caldas, Bordalesa e Sulfocdlcindo afetaram
negativamente o crescimento vegetativo nem a esgéa deM. anisopliae.Sendo
constatado ainda, que o Agro-MidER e 2 CR), Agro-fos (2 CR), Biogernfe{CR) e
Bion® (0,5 CR e CR), diferiram da testemunha, estinmidaam producdo de conidios
(MAMPRIM et al., 2013).

Quanto a toxicidade, de acordo com o indice bicthgroposto por Rossi-Zalaf
et al. (2008), todos os tratamentos homeopatictssaptaram-se compativeis ao fungo
M. anisopliag com valores de toxicidade acima de 80 (valore$ dwmaiores que 66 =
compativel).

Outros estudos demonstram que 0s extratos vegegaialecrim, eucalipto,
capim-limdo e clUrcuma apresentam-se compativelerégde T maiores que 87) ao
fungoM. anisopliag(FORMENTINI et al. 2009). Esses extratos e ajmdaela, louro,
citronela, nim, mamona e arruda, também mostraceegativeis ao fungo, segundo
Mamprim et al. (2013).

Contudo, ndo havendo interacdo negativa dos hortieapéestados no presente
trabalho sobre nenhum dos parametros biologicoMdanisopliag o uso conjunto

pode ser considerado promissor.

Acdo dos tratamentos homeopaticos na atividade insgda de Metarhizium
anisopliae sobreDiatraea saccharalis

A mortalidade deD. saccharalispelo fungo néo foi afetada pela presenca dos
medicamentos homeopaticos no meio de cultura amseomparados ao tratamento
contendo o fungo produzido no meio de cultura geeon aplicacdo de produtos). A
mortalidade confirmada apresentou-se entre 78 a(98%ela 4).

A auséncia de efeito dos tratamentos homeopatmo® & atividade inseticida

de M. anisopliaepossivelmente tenha ocorrido por esses medicase@io deixarem
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residuos no meio, ndo afetando o fungo, jA quecsa@apostos essencialmente de
informac&o da matéria prima original (BONATO et aD12).

Na literatura, os estudos com DAN e fungos entortog@micos, tém sido
focados para o efeito dos produtos sobre o patdédénogo), analisando-se a
compatibilidade entre ambos, porém, a maioria detsabalhos ndo explora o efeito dos
DAN sobre a atividade inseticida do fungo (FORMENITét al., 2009). Isso dificulta o
real conhecimento acerca das interacdes que egsees e produtos podem promover
no inseto, visto que nos dias de hoje, em divecsitsiras agricolas, produtos com
diferentes finalidades, estdo sendo aplicados ntamente, como uma forma de
diminuir custos e méo de obra.

Nesse sentido, a nao interferéncia dos tratamehtmseopaticos sobre a

patogenicidade dél. anisopliaeé muito positiva para a conservacao da atividade

inseticida do fungo, principalmente se da mesmandono campo, o potencial do
patdégeno for conservado ao entrar em contato ceasgsodutos.

Conclusodes

Conclui-se que em condi¢cdes de laboratério, os ytosd homeopéticos

apresentam-se compativeis ao fuMycanisopliaeassim como, ndo interferem na acao
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do fungo sobreD. saccharalis Contudo, sugerem-se futuros estudos em campo para

real comprovacgdo e possivel indicacdo de aplicagajunta (fungos e homeopaticos),

alternativa que economicamente pode ser mais véasem prejuizos ao patdégeno.
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Anexos

Tabela 1 - Medicamentos homeopaticos utilizadosardizacbes, modo de acéo e

indicacéao.

Homeopéaticos Dinamizacao

Modo de acéo/ Indicagéo Referéncias

Arsenicum album 24 CH

Calcarea carbonica 30 CH

Kali iodatum 100 CH
Phosphorus 3CH

Silicea 30 CH
Staphysagria 6; 30 e 100CH
Spodoptera 30 CH
frugiperda

Sulphur 100 e 200CH

Thuya occidentalis 200 CH

Producdo de metabdlicogCasali et al., 2009;

secundarios;  controle  deBonato et al., 2012

fitopatdgenos; desintoxicacdo

do solo e plantas

Crescimento vegetativo enlLuis; Moreno, S/D;

plantas; solo com deficiénciaBonato et al., 2012

de calcio

Controle de fitopatdgenos; Toledo, 2009; Casali et

desenvolvimento de plantas al., 2009; Bonato et al.,
2012

Producdo de metabdlicosDuarte, 2007; Casali et

secundarios (0leo essencialgl.,, 2009; Andrade,

controle de fitopatégenos 2000

Controle de fitopatbgenos eBonato et al.,, 2006;

pragas; desenvolvimentcCasali et al., 2009;

vegetal Bonato et al., 2012

Controle de insetos, 4caros Rupp et al., 2012;

doencas fitopatogénicas Rolim et al., 2005b

Controle de insetos Almeida et al., 2003;
Bonato et al., 2012

Controle de fitopatdgenos €Sinha; Singh (1983);

pragas Bonato et al.,, 2007;
Casali et al., 2009

Controle de fitopatégenos,Casali et al., 2009;

insetos e acaros Rolim et al.,, 2005a;
Bonato et al., 2012
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Tabela 2 Viabilidade de conidios, Unidades Formadoras ddoérias (UFC),
crescimento vegetativo e producdo de conidioddearhizium anisopliagUnioeste
22), submetidos a diferentes graduacdes alcod@&asi°C e 12 h de fotofase).

Crescimento

Viabilidade _ Producéo conidios
UFC Vegetativo
Tratamentos (%) , (x 10/ mL)
(cm?)
Testemunha agua 978+129a355+4,15a 2,0+0,23a 17,2+1,64b

Sol. hidroalcodlica 0,5% 98,9 +0,80a 29,8+2,42a 2,8+0,30a 13,9+2,13b
Sol. hidroalcodlica 1,0% 98,1 +0,41a 29,8 £3,53a 2,8+0,22a 13,0%£2,53b
Sol. hidroalcodlica 1,5% 97,9 +0,42a 29,5+2,30a 3,2+0,05a 16,7+2,13b
Sol. hidroalcodlica 2,0% 98,7+ 0,74 a 28,6 +3,96a 3,6+0,36a 19,7+2,56a

Sol. hidroalcoodlica 2,5% 98,4 + 0,96 a 26,8 +3,99a 3,5+0,05a 22,3+3,02a

C.V. (%) 1,08 16,32 6,57 18,43

Fator F 0,70 1,71 1,46 2,96

Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na columa,gaala produto testado, ndo diferem entre

si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de significancia.



Tabela 3 - Viabilidade dos conidios, Unidades Falonas de Col6énia (UFC),
Crescimento vegetativo, producdo de conidios, galate “T” e compatibilidade de

Metarhizium anisopliagUnioeste 22) submetido a diferentes produtos lopdiEcos
(26x1°C e 12 h de fotofase).

Homeopéaticos Viabilidade UFC Crescimento Producédo de Valor de
(%) vegetativo conidios T/C
(cm?) (x 1/ mL)
Testemunha agua 94,7+0,77a 39,0+261b 3,1+007a 31,7+2,13b -
Sol. Hid. (0,1%) 948+094a 396+3,77b 3,1+0,13a 37,0+x4,32a -
A. albumCH24 940+153a 526+2,78a 3,0+x0,20a 41,7+5/76a 111,11/C
C. carbonicaCH30 954 +0,27a 50,8+295a 24+0,13a 452+6,84a 107,72/C
Kali iodatumCH100 93,4+1,10a 44,2+3,35b 3,1+0,06a 27,2+1,22b 93,37/C
PhosphorusCH3 943+126a 540+234a 30+01l1la 375+4,48a 106,60/C
SiliceaCH30 942+0,74a 41,4+377b 24+011a 253+251b 80,53/C
StaphysagriaCH6 949+162a 554+7,06a 23+024a 291+222b 84,62/C
StaphysagrialCH30 93,8+1,26a 42,2+5,02b 3,0x0,12a 28,7+6,17b 93,66/C
StaphysagriacCH100 93,2+1,10a 43,6+7,64b 3,1+0,10a 36,5+6,36a 10597/C
S. frugiperdaCH30 93,4+1,04a 61,0+3,80a 3,0+0,36a 26,3+239b 90,57/C
SulphurCH100 938+127a 51,6+290a 3,0+030a 381+4,21a 106,59/C
SulphurCH200 938+159a 356+499b 3,1+0,10a 352+1,82a 104,58/C
T. occidentalis 94,7+0,87a 50,8+4,25a 3,0+x0,16a 256+394b 90,16/C
CH200
C.V. (%) 2,13 16,04 5,20 22,33 -
Fator F. 0,82 4,80 1,04 3,71 -

Médias seguidas de mesma letra na coluna, na@uifentre si pelo Teste Scott-Knott a 5% de

significancia.

Valores de T, segundo Rossi-Zalaf et al. (2008)eefite 41 = toxico (T); entre 42 e 66 =

Moderadamente téxico (MT); maiores que 66 = comph{C).
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Tabela 4 Mortalidade confirmada (+ EPM) de lagartasilatraea saccharalisubmetidas ao

fungo Beauveria bassianélnioeste 04), multiplicado em meio ME + produbmsneopéticos

(26 + 1°C e 12 h de fotofase).

Tratamento Mortalidade confirmada (%)
Testemunha agua 00,0+0,00 b
Solucéo hidroalcoolica (0,1%) 00,0+0,00 b
M. anisopliae 916+7,28a
M. anisopliae + Arsenicum albug¥CH 96,6 £3,84 a
M. anisopliaet+ Calcarea carbonic880CH 96,6 £2,22 a
M. anisopliaet Kali iodatum100CH 94,7+3,92a
M. anisopliaet Phosphoru®9®3CH 91,6 +4,84 a
M. anisopliaet Silicea30CH 86,6 + 3,14 a
M. anisopliae+ Staphysagri®d6CH 78,3+8,53 a
M. anisopliaet+ Staphysagric80OCH 95,0+ 3,68 a
M. anisopliaet+ Staphysagrial OOCH 90,0 £6,66 a
M. anisopliae+ Spodoptera frugiperd@0CH 96,5+2,30 a
M. anisopliaet+ Sulphurl00CH 88,3+6,57a
M. anisopliae+ Sulphur200CH 90,0+2,22 a
M. anisopliaet+ Thuya occidentali00CH 98,3+192a
C.V. (%) 13,30

Médias (x EP) seguidas de mesma letra na columa,gaala natureza, nao diferem entre si pelo

Teste

de Scott-Knott a 5% de significancia.



ANEXOS

Anexo 1

NORMAS PARA PUBLICACAO NA REVISTA BRASILEIRA DE
AGROECOLOGIA (ISSN: 1980-9735)

Para submeter ARTIGOS INEDITOS COMPLETOS PARA A REVA:
AVISO: A Revista Brasileira de Agroecologia, comaatfjuer periddico cientifico, ndo
tolera qualquer forma de plagio (total, parcialomnceitual). No caso de identificacao
de plagio, os autores plagiados serdo informadoss eautores do plagio serao
bloqueados.

S&o permitidos no maximo 4 (quatro) co-autoresa p@n maior nimero de
co-autores, sera preciso encaminhar ao editor-chmeéejustificativa. a submisséo sé
sera encaminhada para avaliacdo depois que osta@smenviarem email de que

concordam com a submissao.

Os autores devem cadastrar-se no site (http:/Iwhaw.a
agroecologia.org.br/ojs2/index.php/rbagroecologeviiegister) e submeter a
contribuicdo (em inglés, portugués ou espanholgtraiicamente, através do
endereco:http://www.abaagroecologia.org.br/ojs&xaphp/rbagroecologia/about/su

bmissions#onlineSubmissions.

Na contribuicdo submetida deverado constar:

- Titulo em portugués ou espanholcom apenas a primeira letra capsulada (caixa
alta);

- Titulo em inglés,com apenas a primeira letra capsulada (caixa ata)gatorio

para todos os textos;

- Resumo em portugués ou espanh¢té 1.000 caracteres);

- Resumo em inglés (até 1.000 caracteres)ybrigatério para todos os textos;
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- Palavras—chave em portugués ou espanhwés, no minimo;

- Palavras—chave em inglégrés, no minimo;

- Texto: sem qualquer identificacdo de autoria, seja negaho, seja no corpo do
texto, para avaliacdo pelos consultores.O nome ulor aleve ser removido das
propriedades do documento (acessiveis em "Propiesddo documento”, opcédo do
menu "Arquivo” do MS Word e OpenOffice.org 1.0 rijt

A identificagdo da autoria dar-se-4 através do staola etapa anterior e
necessaria para a submissdo. O autor devera, foortareenché-lo de maneira
cuidadosa, respeitando os campos de preenchimenitoldcdo e afiliacao institucional
(a que instituicdo pertence).Outras informacfeser@m ser submetidas no campo de
preenchimento chamado Comentarios ao Editor, no entomda submissao da
contribuigao.

O texto deve ser escrito contendo de 8 a 25 lawgaeximadamente (16.800
caracteres a 50.000 caracteres), em espacamem&liehas de 1,5. Serdo aceitos

textos nos idiomas portugués, espanhol, ou inglés;

Os textos deverdo ser submetidos em forrvatoosoftword 97/2000/XP
(.doc), OpenOffice.orgTextDocument(.sxw ou .odt) ou em Rich Text Format (.rtf),
com tamanho do papel A4, 2,5 cm de margens supeiiderior, e 3,0 cm de margens

direita e esquerda, e em fonte Times New Roman 12;

- Tabelas e figuras: (em formato JPEG) devem constar ao final do artagms a
Bibliografia, uma por pagina. Em cada artigo s@seceitas até quatro (4) figuras ou
tabelas. Acima disso os autores devem encaminhaed#or solicitacdo especial
justificando a necessidade de mais tabelas ouagu¥do se deve exceder o limite
méximo de 700 kb por imagem. As tabelas e figueagih ser encaminhadas também
como arquivos suplementares. Desenhos, graficostografias serdo denominados
figuras e terdo o numero de ordem em algarismos bicas

Limitar as referéncias bibliograficas a 30 porgati



- Citagbes no texto Citagbes no texto deverdo ser feitas com os Bohbres dos
autores em caixa alta, quando entre paréntesignolcaixa baixa quando fora de
paréntesis, conforme exemplos a seqguir: ..A Agilogga surgiu como campo
cientifico na primeira metade do século XX (DALGABRet al., 2003);0u...Segundo
Dalgaard et al. (2003), a Agroecologia surgiu cocampo cientifico na primeira
metade do século XX. Havendo duas ou mais obragdastdo mesmo autor e ano,
indicar apds a data a letra "a" para a primeirdetdra "b" para a segunda, e assim por
diante. Ex.: Altieri (1983a). Altieri (1983b).

Sendo feita transcricdo de parte de texto publicadmcar texto reproduzido
entre aspas no caso de reproducéo de menos delioing®, ou recuar e colocar texto
em italico, entre aspas e citar autores e paginéexto quando com mais de cinco
linhas.

Citacdo de citacéo: colocar o nome do autor origimadata respectiva entre
parénteses, e ainda entre parénteses a palavraecapugome do autor efetivamente
consultado com a data respectiva. Ex.: Adorno (18@9d MAAR, 1996).

- Notas(se houver): Seréo arroladas ao final do textmeradas e em sequéncia.

Etica e biosseguranca: Antes das referéncias dem@td&m ser descrito, quando
apropriado, que o trabalho foi aprovado pela Cdiwisse Etica e Biosseguranca da
instituicdo e que em estudos realizados com anifoaam atendidas normas de
bioética.

- Referéncias bibliograficas:

Indicar somente as que constam do texto, conforommas técnicas da Abnt
2002 — (NBR 6023/2000). Como exemplos:

JENNINGS, P.B. The practice of large animal surd@myjadelphia : Saunders,
1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Trés autores) Plantas tosickta Amazonia a bovinos e
outros herbivoros.Manaus: INPA, 1979. 95p.

GORBAMAN, A.A comparative pathology of thyroid. IHAZARD, J.B.;
SMITH, D.E. The thyroid.Baltimore : Williams & Wilks, 1964. Cap.2, p.32-48.
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BORSOI FILHO, J.L. Variabilidade isoenzimatica gealigéncia genética de seis
cultivares de mandioca (Manihot esculenta CraMipsa, 1995.

AUDE, M.I.S. et al. (Mais de 2 autores) Epoca danfib e seus efeitos na
produtividade e teor de sdlidos soluveis no caldocdna-de-agucar. Ciéncia Rural,
Santa Maria, v.22, n.2, p.131-137, 1992.

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliagdo de cuivares do ensaio
nacional de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/9210RNADA DE PESQUISA DA
UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais... SantaidtaPro-reitoria de P6s-graduacao
e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236.

BORSOI FILHO, J.L. Variabilidade isoenzimatica gealigéncia genética de seis
cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crandigosa, 1995. 52p. Tese
(Doutorado) — Universidade Federal de Vicosa.

ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo : Depaento de Producéo
Animal, 1942. 20p. (Boletim Técnico, 20).

Informacéo verbal: identificada no proprio textgdoapos a informacao, atraves
da expressao entre parénteses. Exemplo: ... s@l@llescritos por Vieira (1991 -
Informe verbal). Ao final do texto, antes das R@feias Bibliograficas, citar o
endereco completo do autor (incluir E-mail), e/amcal, evento, data e tipo de
apresentacao na qual foi emitida a informacéo.

Documentos eletrébnicos: MATERA, J.M. Afeccbes ajidgas da coluna
vertebral: andlise sobre as possibilidades do mextéo cirdrgico. S&o Paulo:
Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD.

LeBLANC, K.A. New development in hernia surgery.pi@ado em 22 mar.
2000. Online. Disponivel na Internet
http://www.medscape.com/Medscape/surgery/Treatneadte/1999/t  u01/public/toc-
tu01.html.

LACEY, HUGH. As sementes e o conhecimento queiatasporam. Sdo Paulo
Perspec. [online]. July/Sept. 2000, vol.14, noigfc01 May 2006], p.53-59.Available
from World Wide Web: ISSN 0102-8839.

Diretrizes para submisséo (Todos os itens obrigati@s).
A contribuicdo € original e inédita, e ndo estadseavaliada para publicacéao

por outra revista ou submetida como artigo compleie congressos.
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La contribucién es original y inédita, y no est@nsio evaluada para su publicacién por
otra revista.

Os arquivos para submissao estdo em formato Miitrdgard (.doc), Rich Text
Format (.RTF) ou OpenOffice.org 1.0 Text DocumentsxWy ou .odt)
Los archivos de presentacion estan en formato Baétoword (.doc), Rich Text
Format (.RTF) ou OpenOffice.org 1.0 Text Documesit\y ou .odt).

Todos os enderecos "URL" no texto estao ativos.

Todos los enderesos estan activos all site addrassective.

As submissbes estdo de acordo com todas as regjafielecidas nas diretrizes
aos autores.

- CondicOes para submissao

Como parte do processo de submissao, os autoresbs@ados a verificar a
conformidade da submisséo em relagao a todosreslisgtados a seguir. As submissdes
gue nao estiverem de acordo com as normas seratvideg aos autores.

1. A contribuicdo € original e inédita, e ndo estadsemvaliada para
publicagdo por outra revista ou submetida com@artompleto de congressos. La
contribucion es original y inédita, y no esta sieegtaluada para su publicacion por otra
revista

2. Os arquivos para submissdo estdo em formato Miitr¥gord (.doc),
Rich Text Format (.RTF) ou OpenOffice.org 1.0 T®dcument (.sxw ou .odt) Los
archivos de presentacion estan en formato Microdaftd (.doc), Rich Text Format
(.RTF) ou OpenOffice.org 1.0 Text Document (.sxw.@dt)

3. Todos os enderecos "URL" no texto estdo ativos.o3dds enderesos
estan activos All site addresses are active

4, As submissfes estdo de acordo com todas as regjedmelecidas nas

diretrizes aos autores.
- Declaragéo de direito autoral
Aviso de Copyright.

Direitos Autorais para artigos publicados nestastavsao do autor, com direitos

de primeira publicacdo para a revista. Em virtugl@pplarecerem nesta revista de acesso
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publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atydms proprias, em aplicacbes

educacionais e nado-comerciais.

- Politica de privacidade
Os nomes e enderecos de email neste site serdosusacusivamente para 0s

propositos da revista, ndo estando disponiveisqaéras fins.

74



