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RESUMO

Efeitos de defensivos agricolas naturais e extratos vegetais sobre parametros
biologicos de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a compatibilidade dos extratos vegetais aquosos e alcoolicos e de produtos
alternativos, além de extratos de basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus sobre o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae. As plantas e os basidiocarpos foram coletados
e transferidos para estufa de secagem em 40 °C por 7 dias, sendo em seguida, moidos até se
obter um po fino. Os extratos e o0 basidiocarpos foram utilizados na concentra¢do 10%, e 0s
produtos alternativos em trés concentracdes, sendo a estabelecida nos rétulos dos produtos
(CR), a metade (0,5CR) e o dobro da mesma (2CR). Em todos os tratamentos foram feitas
pulverizacdes sobre o fungo ja repicado no meio de cultura BDA. Avaliou-se viabilidade,
por meio da contagem direta dos conidios viaveis e invidveis apds incubagdo por 16 h em
26x1°C, fotofase 12h. Para Unidade Formadora de Coldnias (UFC) contou-se o numero de
coldnias ap6s 5 dias de incubacdo. Em relacdo ao crescimento vegetativo e a producéo de
conidios, o fungo foi repicado em 3 pontos na superficie do meio de cultura de cada placa
de Petri, permanecendo em incubacédo por 7 dias, para posterior medi¢do das colonias e
contagem de conidios. Verificou-se que todos os extratos aquosos, exceto o de cinamomo,
diferiram da testemunha para viabilidade. Para o UFC, somente os extratos de canela, louro
e P.sanguineus, ndo diferiram da testemunha. No diametro, os extratos de capim cidreira,
arruda, cinamomo, canela, citronela, alecrim diferiram da testemunha. Assim como na
conidiogénese onde os extratos capim cidreira, arruda, canela, alecrim e P sanguineus
também apresentaram significancia em relagdo a testemunha. Para os extratos alcoolicos
observou-se que na viabilidade, todos diferiram da testemunha. Enquanto que na UFC
esses mesmos extratos ndo apresentaram significancia. Para o didmetro ocorreu uma
diferenca significativa para os extratos alcodlicos de arruda, mamona, cinamomo e nim. Ja
para a producdo de conidios verificou-se diferenca significativa dos extratos alcoélicos
arruda, mamona, cinamomo, canela, nim, alecrim e louro. Para os produtos fitossanitarios
alternativos, no parametro viabilidade, todos os produtos apresentaram diferenca
significativa em relago a testemunha, exceto Forth (0,5 CR e na CR) e Agro-mos® na CR.
Na UFC, foi verificada diferenca significativa em todas as concentragdes testadas. Para o
diametro apenas o Pironim® na 0,5CR diferiu da testemunha. Ja para a producdo de
conidios o produto Planta Clean® (0,5 CR e na CR), Pironim® (CR), Calda Bordalesa (0,5
CR e na CR) e Calda Sulfocélcica (CR e no 2CR) apresentaram diferencas significativas
dos tratamentos em relacdo a testemunha. Apesar dos parametros bioldgicos apresentarem
variacdo percentual (estimulo ou reducéo) verificou-se a compatibilidade para os extratos
aquosos e alcodlicos. Em relacdo aos produtos alternativos somente a Calda Sulfocélcica
se mostrou incompativel para o fungo M. anisopliae.

Palavras chaves: Fungos entomopatogénicos, compatibilidade, extratos vegetais, produtos
alternativos



ABSTRACT

Effects of pesticides on natural plant extracts and biological parameters of
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. The objective of this study was to evaluate the
compatibility of aqueous and alcoholic plant extracts, alternative products and basidiocarps
of the fungus Pycnoporus sanguineus on Metarhizium anisopliae. These plants and the
basidiocarps were collected and transferred to drying oven at 40°C for 7 days and then
ground into a fine powder. The extracts and basidiocarps were used in 10% concentration
and the alternative products in 3 concentrations, being established on product labels (CR),
half (0,5CR) and twice (2CR). All treatments were sprayed on the already inoculated
fungus in PDA culture medium. Viability was evaluated by direct counting of viable and
unviable conidia after incubation for 16 h at 26 £ 1 ° C, 12h photoperiod. For Colony
Forming Unit (CFU), it was counted the number of colonies after 5 days of incubation. To
vegetative growth and production of conidia, the fungus was inoculated in three points on
the culture medium surface of each petri dish, staying for 7 days for subsequent colonies
measurement and counting conidia. For the viability was found that all aqueous extracts,
except the chinaberry differed from the control. For the CFU, only cinnamon and laurel
extracts and P.sanguineus not differed from the control. In diameter, lemon grass, rue,
chinaberry, cinnamon, citronella and rosemary extracts differed from the control. For
conidiogeneous, lemon grass, rue, cinnamon and rosemary extracts and P. sanguineus also
had significance in relation to control. All the alcoholic extracts, for viability, differed from
the control. However, for CFU these same extracts showed no significance. For the
diameter, it was a significant difference to the alcoholic extracts of rue, castor, neem and
chinaberry. For the conidia production there were significant difference between alcoholic
extracts of rue, castor, chinaberry, cinnamon, neem, rosemary and laurel. For the
alternative products, in the viability parameter, all products showed significant difference
in relation to control, except Forth (0,5 CR and CR) and Agro-Mos® in CR. For CFU, there
was significant difference at all concentrations tested. For the diameter, only 0,5CR
Pironim® differed at the control. For the conidia production, Plant Clean® (0.5 CR and
CR), Pironim® (CR), Bordeaux Mixture (0.5 CR and CR) and Sulfur Mixture (CR and
2CR) showed significant differences compared to control. Despite of the biological
parameters present percentage change (reduction or stimulation), there was compatibility
for aqueous and alcoholic extracts. In relation to alternative products, only Sulfur Mixture
was incompatible for the fungus M. anisopliae.

Keywords: entomopathogenic fungi, compatibility, plant extracts, alternative products
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INTRODUCAO

O aumento da produtividade nos sistemas atuais de producdo agricola esta
diretamente vinculado ao uso intensivo de produtos fitossanitarios sintéticos, como
fertilizantes, inseticidas, fungicidas e herbicidas.

No entanto, usualmente aplicados em larga escala tém levado ao surgimento de
problemas ambientais, j& que muitos sdo de amplo espectro de acdo e persistentes no
ambiente, causando desequilibrio bioldgico, devido a acdo sobre organismos ndo-alvo,
incluindo agentes de controle bioldgico, além de trazer danos a saude dos produtores e
consumidores devido a toxicidade ou mesmo a presenca de residuos ap6s a aplicacao, além
de promover o desenvolvimento de populagdes de pragas resistentes (AZEVEDO, 1998).

Por outro lado, produtos fitossanitarios naturais sdo uma alternativa segura e
saudavel de producdo agricola e é importante que sejam seletivos aos inimigos naturais,
preservando, desta forma, o controle bioldgico natural entre as pragas e seus predadores
(ALVES et al., 1998a).

Entre os produtos tidos como alternativos, estdo os biofertilizantes, indutores de
resisténcia e os produtos naturais a base de plantas (partes ou extratos), caldas, compostos
como Supermagro, e também microrganismos, que atuam como fertilizantes naturais,
indutores de resisténcia em plantas, ou ainda, recomendados para o controle de pragas e
doencas de plantas.

Os fungos entomopatogénicos sdo amplamente utilizados no controle bioldgico de
artrépodes, destacando-se os fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae devido
a facil producio em larga escala (FARIA; MAGALHAES, 2001).

Os estudos in vitro que avaliem a interacdo de produtos fitossanitarios alternativos e
fungos entomopatogénicos sdo imprescindiveis para a determinacdo de estratégias
adequadas de utilizacdo dos entomopatégenos em um sistema de manejo integrado, visto
que estes produtos podem influenciar os microrganismos, modificando, consequentemente,
a sua acgéo.

Atualmente, muitos estudos com extratos vegetais ja realizados ndo somente
demonstram seu potencial de utilizacdo, como comprovam a eficacia contra varios
problemas de ordem fitossanitaria, com diversas vantagens sobre os sintéticos: baixo
impacto causado para o meio ambiente, auséncia de residuos nos alimentos e maior

seguranga aos operadores. Além disso, ha que se destacar a menor probabilidade de
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desenvolvimento de resisténcia pelos insetos, compatibilidade com outros métodos de
controle e menor toxicidade a mamiferos (MENEZES, 2005).

No entanto, ainda faltam estudos, principalmente em relacdo a associacdo dos
chamados produtos fitossanitarios alternativos e entomopatdgenos, especificamente fungos
entomopatogénicos, no sentido de se conhecer o efeito de aplicagdes conjuntas de ambos
ou os efeitos na sobrevivéncia dos microrganismos no ambiente, uma vez que esses
produtos alternativos também podem agir sobre esses agentes de controle, interferindo no
seu modo de acdo ou entdo apresentar efeitos secundarios.

Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de produtos alternativos
fitossanitéarios sobre parametros biolégicos do fungo Metarhizium anisopliae.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 — Produtos Comerciais Alternativos no Controle de Pragas

Em decorréncia dos maleficios que os agroguimicos vém causando ao homem, tém
crescido a busca pelos produtos fitossanitarios chamados “alternativos” para o controle de
pragas e doengas nas mais variadas culturas comerciais.

A tendéncia mundial aponta para uma reducdo do uso de agrotdxicos em virtude do
aumento da consciéncia dos efeitos prejudiciais dos mesmos sobre o meio ambiente e
sobre a saude humana. Muitos produtos alternativos vém sendo utilizados por produtores
convencionais e principalmente por produtores organicos no combate as pragas, buscando
reduzir os danos causados ao meio ambiente e, principalmente, buscando uma reducéo dos
custos de producédo (LOPES et al., 2004).

Sabe-se que muitos produtos alternativos podem substituir com eficiéncia o0s
agrotoxicos sintéticos tradicionais, como a calda bordalesa e a calda vigosa
(GONCALVES et al.,, 2007) no combate a doencas fungicas e bacterianas e calda
sulfocalcica para aplicacdo contra acaros e diversas pragas (VENZON et al., 2006;
AFONSO et al., 2007).

Existem varios produtos alternativos utilizados nos sistemas de producgdo
alternativa, entre os quais se citam Pironim, Planta Clean (BELLON, 2010), Calda
Sulfocélcica (VENZON et al., 2006), Calda Bordalesa (SILVA et al., 2009), Forth
(ALMEIDA, 2010), Biogermex®, Bion®, Agro-Mos® (COSTA et al., 2010), Agro-Fos e
Oleo de Citronela (ANDRADE et al., 2009).

2.1.1 Bion 500 WG®

O produto Bion 500 WG® (acibenzolar-s-metil, ASM) é um indutor quimico de
resisténcia em plantas e ndo tem acdo direta contra os patdgenos. Aplicado na parte aérea
das plantas, induz resisténcia sistémica contra patégenos em diversas espécies de plantas
(REIGNAULT; WALTERS, 2007). Devido ao seu modo de agdo particular, o produto
deve ser aplicado antes da entrada dos patdgenos, de forma preventiva. O produto €
rapidamente absorvido pelos tecidos foliares e se transloca sistemicamente, tanto para as
folhas quanto para as raizes, ativando assim a planta de forma generalizada. Devido as suas
caracteristicas, o produto é indicado para o Manejo Integrado de Doengas (SYNGENTA,
2008).
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Rodrigues et al. (2006) observaram que em cultivares de caupi suscetivel e com
resisténcia intermedidria, inoculadas com Fusarium oxisporum e induzidas com ASM

(Bion 500WG) houve controle da murcha de fusario em ambas as cultivares testadas.
2.1.2 Agro-Mos®

Agro-Mos® é um produto certificado para uso organico, o qual é composto por um
mananoligossacarideo fosforilado derivado da parede da levedura Saccharomyces
cerevisae 1026 (Hansen) que confere efeito fitotdnico as plantas. Ativa 0os mecanismos
latentes de resisténcia natural; possui carater sistémico, com diferentes mecanismos de
acdo, é persistente por longo periodo de tempo e melhora a qualidade e aumenta a
produtividade das colheitas (IMPROCROP BRASIL).

O extrato de levedura contém varios componentes que podem eliciar respostas de
defesa, incluindo quitina, oligbmeros de N-acetilglucosamina, B-glucanas, glicopeptideos e
ergosterol (BOLLER, 1995).

Em um estudo testando produtos que atuassem como indutores de resisténcia na
protecdo de mamdes contra podriddes pos-colheita foi verificado que a aplicacdo de Agro-
mos® reduziu a incidéncia de antracnose em torno de 70%. No entanto, o produto n&o foi

eficiente no controle da podrid&o causada por Lasiodiplodia (DANTAS et al., 2004).

2.1.3 Agro-Fos

Agro-Fos faz parte da unido do composto de sélidos sollveis, rico em nutrientes,
aminoacidos, vitaminas e fosfito que unidos estimulam os processos fisiologicos e de
resisténcia das plantas em todos os seus mecanismos. Estimula a producéo de fitoalexinas e
outros mecanismos naturais de defesa, minimiza os efeitos de estresse, auxilia 0 Manejo
Integrado de Doengas e melhora a qualidade dos frutos (IMPROCROP BRASIL).

2.1.4 Forth Defende

Forth Defende é um inseticida natural que combate e controla pragas como pulgéo,
cochonilha, tripes, mosca branca e psilidio, entre outros, e também possui propriedades
acaricidas, sendo produzido a partir das raizes de uma planta a Derris urucu, conhecida

também como timbo verdadeiro, da qual se extrai a rotenona.
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A maior vantagem da utilizacdo da rotenona € sua baixa permanéncia no meio
ambiente e pouco efeito cumulativo. Tais caracteristicas tornam esse composto ideal em
culturas organicas ou em qualquer outra aplicacdo em que se procure efetividade com
maior seguranca (TECNUTRI DO BRASIL, 1998).

Diversos trabalhos utilizando a rotenona (COSTA et al., 1986; LUITGARDS-
MOURA et al., 2002; AZEVEDO et al., 2005) foram realizados visando o controle de
insetos-praga nas ultimas décadas.

Trabalhos realizados com o produto Rotenat® a base de rotenona também,
demonstraram que este foi o produto mais eficiente para o controle de Callosobruchus
maculatus, caruncho que ataca o feijéo caupi (AZEVEDO et al., 2005).

Segundo Gallo et al. (2002), a rotenona inibe a enzima NADH oxido-redutase, da
cadeia respiratdria, sendo observada uma intoxicacdo nos insetos, a qual ¢ manifestada por
meio da reducdo dos batimentos cardiacos, depressdo de movimentos respiratdrios e

redugcdo no consumo de oxigénio.

2.1.5 Biogermex®

Biogermex® é um produto certificado para uso orgénico, & base de extratos citricos
(Citrus simensis, C. reticulata blanco, C. paradisi e C. aurantium), os quais sdo
submetidos a processos de fermentacao, esterilizacdo (U.V.) e estabilizacdo com &cidos
organicos de origem natural, sendo portanto, um produto de baixo impacto ambiental. E
um produto natural complexo, ndo apresentando férmula quimica especifica. Atua
melhorando a resisténcia das plantas contra o estresse decorrente de doencas causadas por
fungos e bactérias e contra o ataque de insetos, através da inducdo na producdo de
fitoalexinas, e também como germicida na medida em que provoca extrusdo de membranas
celulares de fungos e bactérias (MERKO, 1998).

Pesquisas relacionadas ao Biogermex® demonstraram a eficiéncia no controle para
os patégenos Mycosphaerella fijiensis Morelet, Plasmopara viticola e Hemileia vastatrix
Berk e Br. (HANADA et al., 2004; GALVAO et al., 2006; RESENDE et al., 2006). Seu
modo de acdo esta relacionado com indugdo de resisténcia via aumento da sintese de
fitoalexinas (BERNARDO et al., 2001).
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2.1.6 Planta Clean®

Planta Clean® é um produto certificado para uso organico desenvolvido para a
aplicacdo nos mais variados tipos de cultura, desde plantas ornamentais a fruticultura,
tendo efeito fungicida e inseticida dependendo das concentracfes utilizadas (MATTIELO,
2010). O produto é constituido por extratos vegetais, acidos graxos e sais minerais
carbonatados. Sua acdo inseticida se da em funcdo dos extratos vegetais que o compde
(ECOPLANET).

Estudos realizados por Bellon et al. (2009) mostraram que este produto produz
efeito deterrente sobre Vatiga manihotae, reduzindo sua oviposig&o.

2.1.7 Pironim®

Produto certificado para uso organico, desenvolvido em base biofermentada ativada
com acao letal, inibidor de apetite e repelente. Atua contra acaros, cochonilhas, pulgdes,
tripes, lagartas desfolhadoras, insetos broqueadores, vaquinhas, percevejos, mosca branca e
nematdides (NEGOCIOS DA TERRA, s.d.).

Em sua formulacdo contém 6leo de nim (Azadirachta indica) rico em azadiractina,
que tem propriedades inseticidas e repelentes comprovada contra mais de 300 espécies de
insetos pragas (MARTINEZ, 2002; LIANG et al., 2003; MOURAO et al., 2004;
DEQUECH et al., 2009). Também possui em sua formulacdo rotenona (timbo), piretro
natural (crisantemo), alamanda (Allamanda nobilis), pimenta-do-reino (Piper nigrum) e
extrato pirolenhoso (eucalipto) os quais possuem propriedades inseticidas comprovadas
igualmente ao nim (AZEVEDO et al., 2005; PANSIERA et al., 2003).

O Pironim atua de diferentes formas, como inibicdo alimentar e no controle
hormonal. Atua também como antagonista do hormdnio de ecdise, perturbando o processo
de troca do exoesqueleto, e em altas concentra¢es pode impedi-la, causando a morte do
inseto (NEGOCIOS DA TERRA, s.d.).
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2.1.8 Oleo de Citronela

O Oleo de citronela é um dleo essencial, extraido das folhas e caules de
Cymbopogon winterianus, rico em geraniol, citronelol e citronelal, utilizados na fabricacao
de velas, cremes e logBes. O 6leo de citronela é também um repelente de insetos de origem
vegetal, e também possui fortes propriedades antifingicas (EPA, 2011).

Além de ser solivel em solvente organico, o dleo essencial da citronela também
pode ser extraido por alcool. Nesse processo, no entanto, outras substancias presentes na
folha, como clorofila e pigmentos, também sdo removidas, diferentemente da extracéo a
vapor na qual se obtém 6leo puro (AGNOLIN, 2009).

Alguns trabalhos realizados com extrato bruto e Oleo essencial destas plantas
demonstram um enorme potencial de controle de fitopatdgenos, tanto pela a¢do fungitdxica
direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagéo de esporos, quanto pela indugéo de
fitoalexinas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

2.1.9 Calda Bordalesa

E uma suspens&o coloidal, de cor azulada, proveniente da mistura de uma solugéo
de sulfato de cobre com uma suspensdo de cal virgem ou hidratada (EMBRAPA
AGROBIOLOGIA, 2006).

Utilizada pela primeira vez na década de 1880 na Franca para controlar doencas
causadas por mildio em videiras, passou a ser utilizado depois como insumo em culturas
organicas principalmente em pomares e hortalicas sempre com o objetivo principal de
controlar doencas causadas por fungos, porém com acdo secundaria bactericida e agédo
repelente de diversos insetos considerados pragas como: tripes, pulgdes, cochonilhas e
cigarrinha verde. Devido a sua composi¢do ser basicamente de cobre e cal, ela auxilia no
equilibrio nutricional de cobre e célcio, por esta composicao basica seu uso é permitido em
cultivos de carater organico (EMBRAPA, 2008).

A calda bordalesa € um dos fungicidas de maior aplicacdo na viticultura nacional,
pois apresenta baixo custo, pequena toxidez ao homem e animais. Contudo, ha relatos de
efeito fitotoxico do cobre, que podem ser extremamente toxicas causando sintomas como

clorose, necrose, descoloracdo da folha e inibicdo de crescimento da raiz (YURELA,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Antif%C3%BAngico
http://www.cnpab.embrapa.br/publicacoes/sistemasdeproducao/cafe/glossario.htm#coloidal
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2005). Ainda segundo Brun et al. (2003), plantas ruderdceas tém seu desenvolvimento
afetado por elevadas quantidades de cobre no solo.

2.1.10 Calda Sulfocalcica

A obtencdo da calda sulfocélcica resulta da reacdo balanceada entre o calcio e o
enxofre, dissolvidos em agua e submetidos a fervura, constituindo uma mistura de
polissulfetos de calcio, cuja presenca é essencial para a atuacao agronémico (PRIMAVESI,
1994; PENTEADO, 1999).

Esta calda age como fitoestimulante e fitoprotetor que apresenta ampla agéo
fungicida, inseticida e acaricida. No periodo do inverno, é recomendada para a limpeza do
tronco e ramos com o objetivo de eliminar fungos de revestimento e controlar cochonilhas
e doencas como a rubelose e gomose. No verdo, recomenda-se reduzir as dosagens e 0s
periodos de intervalo de aplicacdo (PENTEADO, 2007).

A calda sulfocélcica é utilizada em sistemas organicos para proteger a planta contra
pragas em geral, dentre eles insetos e acaros, de forma corretiva, no inicio da infestacéo, e
também para nutrir a planta com nutrientes essencias como o calcio e o enxofre, além de
ser utilizada como tratamento de inverno, para evitar indculos de fungos causadores de

doencgas como, por exemplo, a ferrugem (FREITAS, 2003).

2.2 - Plantas Potenciais para o Controle de Pragas

O uso de plantas com propriedades inseticidas ja vem de séculos, sendo
inicialmente na sua forma mais natural p6 e solugdo aquosa; com 0s avancos da quimica,
foi possivel extrair seus principios ativos e utiliza-los especificamente no controle de
pragas (MAIRESSE, s.d.).

Entretanto, com as alteracfes na eficiéncia do controle, devido as diferencas na
concentracdo do ingrediente ativo entre plantas e, principalmente, o baixo efeito residual,
que apontava a necessidade de vérias aplicacbes em periodos curtos, fez com que os
inseticidas vegetais fossem gradativamente substituidos pelos sintéticos (COSTA et al.,
2004).

Porém, a necessidade de buscar novas substancias no controle de pragas, com

menor impacto ambiental, de facil decomposicdo (SAITO; LUCHINI, 1998), sem efeitos



20

nocivos sobre predadores e outros organismos Uteis, além do aparecimento de resisténcia a
inseticidas, comuns na utilizacdo dos agrotoxicos convencionais, fez com que ressurgisse o
interesse pelos inseticidas botanicos (VENDRAMIN; CASTIGLIONI, 2000).

Neste contexto, nota-se o interesse por substancias com propriedades deterrentes e
inseticidas de origem vegetal para os insetos como, por exemplo, a rotenona, a
azadiractina, o piretro e a nicotina, sendo esses produtos considerados de baixo impacto
para 0 meio e de baixa toxicidade. Esses produtos levam vantagens sobre os pesticidas,
pois ndo poluem, e sdo relativamente seguros na manipulacdo (SANTOS et al., 1998).

Estes compostos podem proporcionar ao agricultor um método facil, natural e
econdmico de manejo de insetos, partindo do principio da agricultura orgénica e utilizando
as ferramentas do seu proprio ecossistema (HERNANDEZ; VENDRAMIM, 1997).
Contudo, Saito; Luchini (1998) citam que esses produtos vegetais ndo deixam de ser
componentes quimicos, os quais devem ter os efeitos estudados.

A exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes no extrato
bruto ou 6leos essenciais de plantas pode constituir, ao lado da inducéo da resisténcia, em
uma forma efetiva de controle de doencas e pragas em plantas cultivadas (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2003).

O uso destes extratos tem sido relatado como potentes fungicidas e inseticidas
naturais, onde os resultados alcancados nessa linha de pesquisa tém-se mostrado
promissores para utilizacdo praticas no controle de fitopatdgenos (FRANCO; BETTIOL,
2000; SANTOS et al., 2004; BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004).

Assim, a pesquisa da atividade biol6gica de compostos secundarios presentes no
extrato bruto de plantas pode constituir uma forma efetiva de controle de doencas e pragas
em plantas cultivadas (DIAS, 1993).

2.2.1 Alecrim

Nativa da regido do Mediterraneo, Rosmarinus officinalis Linn. apresenta diversos
nomes populares, como alecrim-de-cheiro, alecrim-das-hortas, alecrim-da-casa, alecrim-
comum, alecrim-verdadeiro e rosmaninho. Apesar de ser utilizada basicamente como
condimento, esta planta apresenta propriedades antioxidantes e antimicrobianas (JOLY,
1993; PORTE; GODOQY, 2001).
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O alecrim é rico em terpeno, metabolito secundario com caracteristica lipofilica,
que tende a compartilhar a fase aquosa das estruturas da membrana, causando sua
expansdo, aumento da fluidez ou desordem da estrutura da mesma, além de inibicdo de
enzimas ali embebidas, podendo ser esses efeitos 0s responsaveis pela atividade
antifungica desse extrato (SIKKEMA et al., 1995).

Rozwalka et al. (2008) observaram o efeito inibitorio dos extratos aquosos de
alecrim (10%) (Rosmarinus officinalis) sobre o crescimento micelial de Glomerella
cingulata e Colletotrichum gloeosporioides indicando potencial de controle da antracnose

em frutos de goiabeira.

2.2.2 Arruda

Ruta graveolens L. (Rutaceae), comumente denominada arruda, é uma espécie de
facil cultivo, disseminada mundialmente, sendo uma planta herbdcea perene, que
desenvolve bem em terrenos secos. Suas folhas contém glandulas translticidas com dleo
essencial (0,1 a 0,6%), responsavel pelo odor caracteristico do taxon.

A composigdo quimica revela ainda alcal6ides quinolinicos com potencial toxico,
flavondides, taninos, resinas e acidos organicos, entre outros (ALONSO, 1998).

Pedroso et al. (2009), em trabalhos realizados com extrato aquoso de arruda
demonstraram efeito fungitoxico satisfatério, sobre Alternaria solani, em todas as
concentracdes estudadas (10, 20 e 30%), apresentando comportamento linear. Salvadori et
al. (2003) demonstraram que o extrato de folhas de arruda possui capacidade inibitoria de
crescimento micelial, quando adicionado a 25% ao meio BDA, para C. gloeosporioides.

2.2.3 Canela

A caneleira (Cinnamomum zeylanicum) (Lauraceae) € a espécie arbdrea muito
cultivada nas provincias do sudoeste da China. As partes mais Uteis das canelas sdo o
cortex dessecado e o0 6leo. O dleo é obtido das folhas por destilacdo, por arraste a vapor.
Seu principal constituinte é o aldeido cinamico, cujo teor pode ser superior a 80%. O
cinamaldeido concentrado € um irritante para a pele sendo toxico em doses elevadas.

Em testes de laboratério, o cinamaldeido inibiu, embora nem sempre, o

desenvolvimento de leveduras resistentes ao Fluconazol, um medicamento indicado para
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uma série de infeccbes fungicidas, como a candidiase vaginal (OLEOS ESSENCIAIS,
2009).

Trabalhos prévios sobre o 6leo de C. zeylanicum indicaram uma grande diversidade
da composicdo quimica, com relato de pelo menos cinco quimiotipos: eugenol, (E)-
cinamaldeido, benzoato de metila, linalol e canfora (LIMA et al., s.d.).

Ainda de acordo com a literatura, a canela apresenta como composi¢ao quimica as
seguintes substancias: acido cindmico, acuUcares, aldeido benzénico, aldeido cuminico,
benzonato de benzil, cimeno, cineol, elegeno, felandreno, furol, linalol, metilacetona,
mucilagem, oxalato de calcio, pineno, resina, tanino e vanilina (BALME, 1978).

Um trabalho realizado por Oliveira et al. (2000) demonstrou que o 6leo de canela
(2,5%) tem efeito repelente sobre Zabrotes subfasciatus, praga de graos armazenados, em

testes feitos em laboratdrio.

2.2.4 Capim Cidreira

O Capim cidreira ou capim limdo (Cymbopogon citratus) (Poaceae) € uma espécie
perene, ereta, que forma touceiras compactas que podem atingir mais de 1 m de altura
(COSTA et al., 1992) e tem sido amplamente estudada, pois apresenta atividade
antifangica, inseticida, antibacteriana, anti-helmintica, diurética e anticarcinogénica
(FIGUEIREDO et al., 2002). Contém grandes quantidades de Oleo essencial citral em
maior quantidade nas folhas jovens, responsavel por muitas de suas utilizacdes aromaticas
e medicinais seguido pelo B-mirceno e eugenol (SILVA et al., 2010).

Nos extratos aquosos das folhas se encontram 0s seguintes componentes quimicos
segundo Silva et al. (2010): saponinas, iridéides e proantocianidas, mono e
sesquiterpenos, triterpenos e esterdides, polifenios, luteolin e alcaléides.

Trabalhos realizados por Almeida et al. (2008) demonstraram que 0 extrato
hidroalcodlico de C. citratus apresentou efeito fungistatico e fungicida para as leveduras

do género Candida spp.
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2.2.5 Cinamomo

Esta espécie € originaria de india e da Pérsia, pertencendo a familia Meliaceae. Foi
introduzida no Brasil ha séculos, sendo notavel pela facilidade de adaptacdo e pela
vigorosa expanséo vegetativa (MARTINEZ, 2002a).

Guerra (1985) relata que o cinamomo é muito utilizado no controle de insetos
considerados praga para agricultura dentre os quais se destacam os gafanhotos e pulgdes.

Carvalho; Ferreira (1990) demonstraram que os extratos de folhas e frutos de M.
azedarach, obtidos em diversas fases fenoldgicas, apresentaram efeito deterrente sobre
Diabrotica speciosa (Coleopetra: Chrysomelidae).

No Brasil, onde essa planta tem ampla distribuicdo geografica, varios estudos,
avaliando seu efeito inseticida tém sido realizados (RODRIGUES; VENDRAMIN, 1998;
VENDRAMIN; SCAMPINI, 1998), podendo beneficiar seu emprego como inseticida
botanico.

2.2.6 Citronela

A citronela (Cymbopogon winterianus) (Poaceae) é uma planta aromética e pode
apresentar atividade atraente, repelente e ate toxica a insetos. Essa planta vem sendo usada
com matéria prima para a fabricacdo de repelentes contra mosquitos e borrachudos
(MENEZES, 2005).

A citronela é bastante conhecida pelos seus efeitos repelentes, principalmente
contra mosquitos e borrachudos. Suas folhas s&o longas, com bordas cortantes e de
coloracdo verde clara, idéntica ao capim-limdo (C. citratus). Difere deste apenas pelo
aroma, que é suave, com perfume de limdo, ao contrario da citronela que ¢é bastante forte.
Ela contém grandes quantidades de Oleo essencial citronelal, responsavel por suas
utilizacdes repelentes (OLEOS ESSENCIAS, 2009).

Além de ser soltvel em solvente organico, o 6leo essencial da citronela também
pode ser extraido por alcool. Nesse processo, no entanto, outras substancias presentes na
folha, como clorofila e pigmentos, também sdo retiradas, diferentemente da extracdo a
vapor na qual se obtém 06leo puro (AGNOLIN, 2009).

Em sua composicdo quimica também pode se encontrar acetato de eugenol, acido

cindmico, acUcares, aldeido benzénico, aldeido cindmico, aldeido cuminico, benzonato de
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benzil, cimeno, cineol, elegeno, eugenol, felandreno, furol, goma, linalol, metilacetona,
mucilagem, oxalato de célcio, pineno, resina, sacarose, tanino e vanilina (JARDIM DE
FLORES, s.d.).

2.2.7 Carcuma

A clrcuma (Curcuma longa) conhecida também como turmérico, agafrdo-da-india,
acafroa e gengibre amarelo, é uma planta herbacea da familia da Zingiberaceae, originéria
da Asia (Iindia e Indonésia) (KUHN et al., 2006).

Tem sido utilizada pela industria de alimentos, como pigmento artificial,
condimento moido, em produtos de confeitaria, produtos de laticinios; também possui
grande valor medicinal, sendo utilizada como cicatrizante, diurético, anti-hemorragico,
além de possuir propriedades antibidticas, inibindo o crescimento de Vvarios
microorganismos (KHUN et al., 2006).

Raja; Kurucheve (1998) verificaram que o extrato aquoso de cUrcuma apresenta
fungitoxicidade in vitro através da inibicdo do crescimento micelial em Fusarium udum e
reduz o crescimento micelial e a germinacdo in vitro de esclerdédios de Macrophomina
phaseolina (SINGH; RAI, 2000). Ressalta-se que as agdes citadas estdo ligadas a uma série
de compostos produzidos pela planta, sendo sua maioria produtos do metabolismo
secundario, presente no rizoma da planta, como compostos fendlicos, sendo o principal o
pigmento curcumina (BALASUBRAMANYAM et al., 2003).

2.2.8 Eucalipto

O eucalipto (Eucalyptus citriodora) (Mirtaceae) € uma arvore de grande porte, de
30 a 40 m de altura, de tronco reto, com até 120 cm de didmetro. As folhas possuem um
forte odor de lim&o (citronelal). As folhas adultas contém 1,5-3,5% de Gleo essencial, dos
quais pelo menos 70% corresponde ao componente eucaliptol. Os outros componentes
ativos da folha sdo taninos hidrolisaveis, acidos fendlicos, flavondides e triterpenos
(MARCHIORI; SOBRAL, 1997).

Segundo Mazzonetto; Vendramim (2003), o eucalipto possui atividade inseticida

contra o0 besouro Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidade).
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Os ingredientes ativos contidos nas folhas de E. citriodora se mostram promissores
para o controle de pragas de grdos armazenados e de formigas cortadeiras do género Atta
(ROEL, 2001).

2.2.9 Louro

O loureiro ou louro (Laurus nobilis) (Lauraceae) € uma espécie originaria do
Mediterraneo. Varia entre 5 e 10 m, mas pode atingir até 20 m de altura. Suas folhas sdo
vistosas, coriaceas e com odor muito caracteristico, por isso sdo muito usadas na culinéria
(EMBRAPA PANTANAL).

Possui em sua composicdo quimica 6leo essencial com geraniol, cineol, eugenol,
linalol, terpineno, pineno, costunolide e deacetillaurebiolide, taninos, acUcares e pectinas
(EMBRAPA PANTANAL).

Folhas de louro utilizadas em armarios para controle de baratas, foram testadas por
Machado et al. (1995), constatando que os compostos volateis do louro séo repelentes, mas
ndo sdo toxicos a Periplaneta americana.

Um estudo realizado por Pedroso et al., (2009), demonstra que o extrato aquoso de
louro a partir de 10%, apresentam acdo fungitoxica sobre Alternaria solani, fungo
fitopatogénico, agente causal da pinta preta no tomateiro.

2.2.10 Mamona

A mamoneira (Ricinus comunis L.) (Euphorbiacea) é uma planta oleaginosa,
destacando-se por sua acentuada importancia econémica e social com inimeras aplicacdes
industriais. No Brasil, conhece-se a mamona sob as designacdes de mamoneira, ricino,
carrapateira e palma-criste (OLIVEIRA et al. 2005).

Das sementes é extraido 6leo que tem diversas utilidades nas industrias de uma
maneira geral. A torta € o subproduto obtido apds a extracdo do 6leo com altissimo teor
toxico apresentando alto valor comercial com fertilizante, fungicidas (BAHIA, 1994) e
controlador de fitonematoides parasitas (SASSER, 1989).

A mamona produz uma toxina denominada de ricina, que € uma das mais toxicas
estudadas pelo homem, sendo encontrada no endosperma de suas sementes. Esta toxina

possui duas cadeias, uma inibe a enzima o amilase, impedindo a digestéo e absorcéo do
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amido e a outra inativa os ribossomos, interrompendo a sintese protéica (LORD et al.
1994, OLSNES; KOZLOV 2001).

O extrato do fruto verde de mamoneira na concentracdo de 10% em dieta artificial
proporcionou bioatividade, no aumento da duracdo larval e pupal e diminuicdo da
viabilidade larval e do peso pupal de Spodoptera frugiperda (SANTIAGO et al., 2008).

Pesquisa realizada por Rondelli (2010) demonstrou que o extrato de mamona a 2%,
¢ compativel com Beauveria bassiana, sendo uma tecnologia viavel para o controle de

Plutella xylostella, traca-das-cruciferas.

2.2.11 Nim

O nim (Azadirachta indica A. Juss.) (Meliaceae), é conhecido ha séculos,
principalmente na india, por sua acdo medicinal e, nas Gltimas décadas seu estudo tem se
difundindo devido as substancias inseticidas presentes nas folhas e frutos. Dentre os mais
de 40 terpendides ja identificados na planta que possuem agdo contra insetos, a
azadiractina é o mais eficiente. (IAPAR, 2008).

Os compostos bioativos de nim sdo utilizados na forma de pos, extratos aquosos,
Oleos e pasta e formulagOes ricas em azadiractina (SAXENA, 1989). Produtos a base de
nim tém sido aplicados em culturas, por meio de polvilhamento do pé de sementes e
folhas, para controle de pragas como lagartas e mediante pulverizacdo de extratos aquosos
ou de solucdes de Oleo emulsionadvel para controle de insetos e outras pragas foliares
(MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Os efeitos de produtos a base de nim sdo bem conhecidos no controle de insetos,
porém, podem também agir negativamente sobre outros organismos como nematoides,
moluscos, crustaceos, virus de plantas e fungos (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Seus principais elementos quimicos sdao uma mistura de 3 ou 4 compostos
correlatos, esses compostos pertencem a classe dos produtos naturais conhecidos por
triterpenos, mais especificamente limonoides, sendo a azadiractina é o mais estudado e
mais potente (MARTINEZ, 2002).

Marques et al. (2004) verificaram que o 6leo de nim afeta o crescimento e a
esporulacdo de M. anisopliae, B. bassiana e Paecilomyces farinosus, porém néo afeta a

viabilidade dos conidios destes fungos.
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2.3 Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr

E um fungo do tipo saprofita de crescimento lento, pertencente & Divisdo
Basidiomycota, da familia Poliporaceae, disponivel pela decomposic¢do de certos tipos de
madeira nas florestas e destacando-se pela cor vermelho-alaranjado de seus basidiocarpos
(BENINCA et al., 2008).

Smania et al. (1998) observaram a sintese de metabdlitos secundarios e a atividade
antimicrobiana de P. sanguineus contra bactérias de produtos alimenticios. Ainda,
observaram que o fungo produziu cinnabarina, antibiotico de coloragéo laranjada que inibi
o crescimento de bactérias como Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, entre outras.

Toillier et al. (2010) verificaram que o extrato aquoso de micélio de P. sanguineus
estimulou o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. fhaseoli, enquanto extratos
aquosos de basidiocarpo e de filtrado da cultura de P. sanguineus reduziram o crescimento
da bactéria.

Viecelli (2008) demonstrou que os extratos obtidos do filtrado de cultura de P.
sanguineus reduziram a severidade da mancha angular do feijoeiro, tanto local como
sistemicamente, por meio do aumento da atividade de enzimas de defesa como peroxidase

e polifenoloxidase.

2.4 Fungos Entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo microrganismos gque causam doencas em insetos,
principalmente aqueles de importancia agricola. Sdo os principais responsaveis pela
mortalidade natural de insetos-praga em agroecossistemas, atuando dessa maneira no
controle bioldgico de pragas (ALVES, 1998).

Além de constituirem 80% das enfermidades responsaveis pelos surtos epizo6ticos
dos ecossistemas e agroecossistemas, sdo de facil disseminacdo, pois algumas espécies
possuem a capacidade de penetrar através da cuticula integra de artrépodes e atingir
diretamente a hemocele, até mesmo no caso de cochonilhas providas de carapaca. Em se
tratando de fungos imperfeitos como os Hifomicetos, os propagulos viaveis (conidios ou
fragmentos de hifas), a colonizacdo do inseto e a exteriorizacdo do fungo sobre o cadaver

infectado permitem a sua rapida disseminacgéo pelo vento (ALVES, 1998).
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Existem alguns fungos importantes no controle biolégico de pragas em nivel de
campo. Entre eles, as espécies Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Nomuraea
rileyi, Peaecilomyces fumosoroseus e Isaria  sp. sdo as mais freqlentes em
agroecossistemas (FARIA; MAGALHAES, 2001).

M. anisopliae (Metsch) é um importante fungo cuja ocorréncia ja foi assinalada em
mais de 300 espécies de insetos. No Brasil, esse fungo tem sido estudado sobre diversas
pragas como Mahanarva posticata (cigarrinha da cana), Diatraea saccharalis (broca-da-
cana), Nezara viridula (percevejo-verde da soja), Piezodorus guildini (percevejo-verde-
pequeno da soja), apresentando um grande potencial no controle biolégico. O principal
exemplo de sucesso na utilizacdo de Metarhizium é no controle biolégico de cigarrinhas,
principalmente na cana-de-acUcar e pastagens (MICHEREFF FILHO et al., 2009).

Entre as principais vantagens na utilizacdo dos fungos entomopatogénicos nas
lavouras, pode-se citar: ndo polui o ambiente e a natureza, uma vez que nao deixa residuos
nos alimentos, na agua, no solo e nem afeta polinizadores, nem o ser humano; protege a
biodiversidade, principalmente inimigos naturais, uma vez que € seletiva a eles; além de
ser economicamente viavel (MARTINS, 2007).

Apesar do avanco na utilizagdo pratica de agentes entomopatogénicos nas Ultimas
décadas, é importante mencionar que esses microrganismos raramente devem ser
considerados isoladamente no controle de pragas. Esse tipo de controle devera fazer parte
de um conjunto de medidas, como sua associacao com produtos fitossanitarios seletivos a
inimigos naturais bem como com outros agentes de controle, para assim manter populacdes

das pragas abaixo do nivel de dano econémico (MARTINS, 2007).

2.5 Interacgdes Produtos Alternativos e Entomopatdgenos

Com o uso intensivo e a aplicagdo inadequada de produtos quimicos, vém
aumentando os problemas ambientais, tais como a selecdo de fitopatdgenos, plantas
invasoras e insetos pragas resistentes, além de empobrecimento do solo e danos a saude de
produtores e consumidores (KEINATH 1998, DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO 2001,
BRANCO et al. 2003, ROMAN et al. 2004).

Com a crescente busca por produtos mais saudaveis, muitos agricultores tém
adotado alternativas naturais e menos nocivas ao meio ambiente para o controle de pragas
(BETTIOL; MORANDI, 2009).
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O controle associado dos insetos pragas, com a utilizagdo simultanea de um ou mais
métodos de controle, é uma alternativa que vem sendo explorada na atualidade.

Ainda sdo escassos os trabalhos com produtos fitossanitarios alternativos e fungos
entomopatogénicos, porém € de extrema importancia a acdo que esses produtos podem
causar nos fungos, pois esses produtos podem atuar inibindo o crescimento vegetativo, a
conidiogénese e a esporulagdo dos microrganismos (WENZEL, 2005).

Existe uma grande quantidade de estudos referente a compatibilidade de produtos
quimicos e fungos (ALBUQUERQUE et al., 2004; GASSEN et al., 2004; PIRES et al.,
2010) e alternativos com Bt (MARTINELLO, 2009; SILVA, 2010).

Trabalhos j& realizados sobre efeito de produtos naturais sobre fungos
entomopatogénicos comprovaram haver compatibilidade (FORMENTINI, 2009) e assim
tal associacdo constitui-se uma alternativa promissora para o controle de pragas em
agroecossistemas.

Segundo Castiglioni et al. (2003), o Nimkol® (extrato aquoso de folhas de Nim)
ocasionou efeito positivo sobre a compatibilidade in vitro com M. anisopliae para o
controle de Heterotermes tenuis, apresentando-se compativel em até 1% i.a.

Da mesma forma, Marques et al. (2004) analisaram o efeito do dleo de nim sobre o
crescimento, esporulagdo e viabilidade dos fungos M. anisopliae, B. bassiana e
Paecilomyces farinosus em diferentes concentragdes deste 6leo. O crescimento e a
esporulacdo de todos os fungos foram afetados, concluindo que a interacdo entre estes
entomopatogenos com o 6leo de nim ndo é eficiente.

Neste sentido, Depieri et al. (2005) desenvolveram estudos a respeito da interacéo
entre plantas e fungos, comprovando que os extratos de sementes e folhas de nim foram
compativeis com B. bassiana em todas as concentracfes testadas, enquanto o Oleo
emulsiondvel de nim apresentou efeito inibitério sobre o fungo, principalmente nas
maiores concentragoes.

Formentini (2009) avaliou o efeito de trés produtos fitossanitarios alternativos
(Dalneem®, Ecolife®, Stubble-Aid®) sobre parametros biolégicos de Metarhizium
anisopliae, sendo testados na concentracdo recomendada (CR), metade (*2CR) e o dobro
da mesma (2CR) e foram pulverizados nas diferentes concentracGes sobre o fungo ja
inoculado no meio de cultura BDA. Os produtos afetaram somente as UFC e o didmetro

das colénias formadas, com excecdo do Dalneem® que interferiu também na producéo de
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conidios, mostrando-se moderadamente toxico na 2CR, enquanto suas demais
concentracdes e 0s outros produtos foram compativeis ao fungo.

Ainda, Mertz et al. (2010) avaliaram diferentes produtos alternativos comerciais
Agro-mos®, Ecolife® e Dalneem®, adicionando diferentes concentragdes de produtos ao
meio de cultura BDA, constatando o efeito dos produtos comerciais sobre todos os
pardmetros de B. bassiana, sendo toxicos em todas as concentragdes. Ainda segundo 0s
autores, os resultados comprovam a necessidade de estudos dessa natureza de forma a nao

comprometer a acdo de agentes de controle bioldgico.
2.6 Interagdo Extratos Vegetais e Microrganismos

Dentre as alternativas para o controle de fungos fitopatogénicos, estdo a utilizacdo
de extratos vegetais, como a circuma (Curcuma longa Linn., Zingiberaceae) (SOUZA et
al., s.d.), capim liméo (Cymbopogon citratus Stapf.) (PEREIRA et al. 2009.; SOUZA et
al., 2007), citronela (C. naruds Watson, Poaceae) (MOREIRA et al., 2008) e canela
(Cinnamomum zeylanicum Breym, Lauraceae) (VENTUROSO et al.,2011), além de
outras.

Bonaldo Cruz; Schwan-Estrada (1999), avaliando extratos de C. citratus e E.
citriodora, verificaram que as concentragdes de 25% e 50% do extrato C. citratus inibiu o
crescimento de Alternaria stevia em 29% e 30%, e em A. solani a inibi¢do foi em torno de
12% paras as concentracGes acima de 15% do extrato bruto. Ja para o extrato de E.
citriodora nas mesmas concentragdes inibiram o crescimento micelial de A. stevia em 35%
e 40%, e em 51% e 62% para A. solani.

O trabalho de Balbi-Pefia et al., (2006) sugere que 0s extratos de curcuma
(Curcuma longa) a 10% e 15% ndo autoclavados inibiram em 38,2% e 23,2%,
respectivamente, o crescimento micelial e 71,7% e 87%, respectivamente, a esporulacdo do
fungo.

Outros trabalhos também apresentaram resultados positivos com o0 uso de extratos
vegetais no desenvolvimento de fitopatdgenos, como o de Celoto et al. (2008) onde o
extrato aquoso de Eucalyptus citriodora inibiu a germinacdo de esporos de
Colletrotrichum gloeosporioides em mais de 90%. Pedroso et al. (2009) verificaram que 0s
extratos brutos a 10% de Ruta graveolens, Laurus nobilis, inibiram o crescimento micelial

de Alternaria solani.
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Mertz et al. (2010) avaliaram diferentes extratos de plantas como clrcuma
(Curcuma longa), capim-limédo (Cymbopogon citratus) e citronela (C. nardus),
adicionando diferentes concentracGes de produtos ao meio de cultura BDA, e observaram
que 0s extratos vegetais reduziram a viabilidade em no minimo 50%, comparado a
testemunha. A cUrcuma foi compativel ao fungo na menor concentragdo, sendo o capim
limdo compativel até 15% e a citronela até 10%, e ambos ndo afetaram a viruléncia do
fungo.

Venturoso et al. (2011) relataram que o extrato de canela reduziu o crescimento
micelial de Fusarium solani, com o aumento das concentrac6es usadas (5, 10, 15 e 20%),
verificando-se menor didmetro da coldnia fungica nas maiores concentracdes.

Apesar do grande interesse pela interacdo de métodos alternativos e controle
bioldgico, ainda ha poucos estudos nessa area frente a grande quantidade de produtos
naturais e agentes bioldgicos de controle. Estudos que comprovem a diminuicdo da
populacdo de pragas e doencas através da associacdo destes dois métodos sao necessarios,

principalmente para os agricultores organicos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos Utilizados

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de Biotecnologia Agricola da
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE - Campus de Cascavel). Foi
utilizado o fungo Metarhizium anisopliae (isolado UNIOESTE 22) por ja ter sido avaliado
previamente e ter apresentado atividade inseticida elevada contra bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis Boheman 1843) (THOMAZONI et al., 2005), cascudinho dos
aviarios (Alphitobius diaperinus Panzer) (ROHDE et al., 2006), broca da erva-mate
(Hedyathes betulinus Kluger) (FANTI et al., 2010) e ampola da erva-mate (Gyropsylla
spegazziniana) (FORMENTINI et al. 2011).

O inéculo mantido em freezer a -10 °C, no banco de isolados de fungos
entomopatogénicos do préprio Laboratério, foi multiplicado em meio para producdo de
conidios (ME) (extrato de levedura 5 g, mistura de sais 4,6 g, glicose 10 g, agar 20 g e
agua 1000 mL), incubados a 26 °C e 12 h de fotofase por 8 a 10 dias. Em seguida, 0s
conidios e micélio foram coletados, raspando-se a superficie do meio de cultura e
armazenados em tubos estéreis de vidro, fechados com filme de policloreto de vinila
(PVC) a -10 °C pelo periodo ndo superior a 10 dias, até a realizacdo dos experimentos
(ALVES et al., 1998b).

Para os bioensaios, foram adicionados a estes tubos 10 mL de agua destilada estéril
contendo Tween® 80 (0,01%). Esta suspensdo foi agitada e quantificada em camara de

Neubauer e padronizadas, a fim de se obter a concentracdo de 1x10° conidios/mL.

3.2 Obtencéo dos Produtos e Extratos

Foram avaliados produtos comerciais alternativos escolhidos por serem utilizados
na pratica agricola, principalmente em propriedades organicas, como indutores de
crescimento e de resisténcia, inseticidas e/ou repelentes naturais, obtidos em lojas de
insumos agricolas e as concentracdes utilizadas foram aquelas estabelecidas nos rotulos

dos produtos, a metade e o dobro da mesma (Tabela 1).
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Tabela 1. Produtos comercias utilizados nos experimentos com respectiva composicéo,
concentracdo e atividade bioldgica.

Produto Composicdo/Nome cientifico® Concentragdo Atividade
Recomendada/ha®
Agro-Mos® parede celular de Saccharomyces 200mL/100L H,0 indutor de resisténcia

cerevisiae/mananoologossacarideos

Agro-Fos composto de sélidos de fermentacdo,  200mL/100L H,O indutor de resisténcia
rico em nutrientes, aminoacidos,
vitaminas e fosfito

Bion® acibenzolar—s—metilico: 500 g/kg 80g/100L H,0O indutor de resisténcia
Biogermex® extratos citricos 200mL/100L H,O indutor de resisténcia
Oleo de Citronela citronelal, geraniol, limoneno e 1L/100L H,O repelente natural
citronelol
Forth Rotenone 3mL/1LH,0 inseticida
Pironim® azadiractina, rotenona, piretro 600mL/100L H,O inseticida

natural, pirolenhoso

Calda Bordalesa sulfato de cobre e cal hidratada 1 Kg CuSO4 + fungicida
1Kg Cal /10L H,0
Planta Clean® extratos vegetais e sais minerais 25mL/1L de H,O funcigida
Calda Sulfocélcia enxofre + cal hidratada 5kg S+25kgde fungicida e bactericida
Cal/10L H20

!Informacdes contidas nos rétulos dos produtos; “Concentracdo recomendada pelo
fabricante

Foram também avaliados extratos aquosos e alcodlicos de plantas, escolhidos por
serem utilizados na agricultura organica e por causarem efeitos diversos nos insetos tais
como repeléncia, alteracdes fisiologicas e metabolicas e por terem acdo fungicida (Tabela
2). Também foram utilizados basidiocarpos do fungo Pycnoporus sanguineus (conhecido
também por orelha de pau), utilizado como indutor de resisténcia em plantas (VIECELLI
et al., 2009) testados na concentracéo de 10%.
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Tabela 2. Plantas utilizadas nos tratamentos, nome popular, partes utilizadas e atividade

bioldgica.

Nome cientifico Nome popular Partes utilizadas Atividade
Rosmarinus officinalis Alecrim folhas repelente de insetos
Cymbopogon citratus Capim Cidreira folhas repelente de insetos

C. winterianus Citronela folhas repelentes de insetos

Laurus nobilis Louro folhas repelentes de insetos
Azadirachta indica Nim folhas repelente de insetos
Ricinus communis Mamona folhas repelente de insetos

Melia azedarach Cinamomo folhas inseticida
Eucalyptus citriodora Eucalipto folhas inseticida

Ruta graveolens Arruda folhas inseticida

Curcuma longa Curcuma raiz fungicida

Cinnamomum zeylanicum Canela folhas fungicida e inseticida
Pycnoporus sanguineus Orelha de pau basidiocarpos indutores de resisténcia

Para obtencdo dos extratos, as diferentes partes das plantas (folhas e raiz) foram
coletadas na regido Oeste do Parana, no periodo matutino e transferido para estufa de
secagem regulada para 40 °C, onde permaneceram entre 3 a 6 dias, dependendo da planta.
Uma exsicata de cada planta foi enviada ao Herbario da Universidade Estadual do Oeste do
Parand para a identificacdo botéanica e o registro do exemplar voucher.

Posteriormente, no Laboratério de Farmacognosia da Unioeste, o material seco foi
moido em moinho de facas até granulometria inferior a 0,42 mm, e o pd obtido foi
armazenado em recipientes de vidro protegido com papel aluminio hermeticamente
fechados, em temperatura ambiente, até seu uso na elaboracéo dos extratos.

Para a obtencdo do extrato alcodlico foi utilizado o etanol P.A. como solvente
extrator, na proporc¢do de 50 g de p6 : 500 mL do solvente, permanecendo em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz no periodo de 10 dias, sendo agitado 1 vez por dia. No décimo
dia, foi realizada a filtragem da solucdo extratora em papel filtro estéril (com poros
aproximadamente de 8 um), e colocou-se o filtrado obtido em um baldo previamente
pesado. O balédo foi levado ao rotoevaporador, afim de, se retirar o solvente.

Com a retirada de todo o solvente, restou apenas no baldo residuo sélidos, o qual

foi pesado novamente e adicionada agua destilada e autoclavada ao baldo, seguindo a
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proporcdo do seu peso, retomando a concentragdo de 10% da solugéo, sendo realizada a
esterilizacdo a vacuo com membrana de porosidade de 0,45 mm, em sequéncia, a solugdo
final foi armazenada em frascos de vidro estéreis, identificados, hermeticamente fechados
e conservados em freezer com temperatura de 0°C sendo denominado entdo: “extrato
alcoolico a 10%” (Figura 1).

Para obtencdo do extrato aquoso, foi utilizada adgua destilada estéril como solvente
extrator, sendo adicionado 10 g de p6: 100 mL de agua, permanecendo 48 horas em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo agitado 1 vez por dia. Apds esse periodo,
foi realizada a filtragem em gaze e papel filtro estéreis (poros aproximadamente de 8 um),
e esterilizacdo a vacuo com membrana de porosidade de 0,45 mm, a solugdo final foi
armazenada em frascos estéreis, identificados, hermeticamente fechados e conservados em

freezer com temperatura de 0 °C sendo denominado entdo: “extrato aquosos a 10%”.
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3.2.1 Obtencdo de extrato bruto aquoso de P. sanguineus

Para o preparo do extrato de P. sanguineus foi utilizada a metodologia desenvolvida por
Viecelli et al. (2010). O preparo consiste na hidratacdo do pé seco de basidiocarpos por 24 horas a
temperatura de 4 °C, na proporcéo de 14 mL de agua destilada : 1 g de pd seco de basidiocarpo,
sendo em seguida filtrados em papel filtro Whatman n ° 1.

O filtrado foi submetido & esterilizacdo em sistema Milipore com membrana de 0,45 um de
didmetro de poro, em camara de fluxo laminar, sendo armazenado a 4 °C e utilizados para obter a

concentracdo de 10% para 0s testes in vitro.

3.4 AvaliacGes dos Parametros Bioldgicos

Foram avaliados os parametros bioldgicos relativos a germinacdo dos conidios, unidades

formadoras de coldnias, crescimento vegetativo e producdo de conidios no sentido de identificar
provaveis efeitos dos produtos sobre os fungos B. bassiana e M. anisopliae, conforme estudos
desenvolvidos por Alves et al. (1998), Silva; Neves (2005) e Oliveira (2009).
A) Germinac&o: o meio de cultura (Batata Agar Dextrose — BDA, & base de batata 200 g, dextrose
20 g, agar 15 g e 1000 mL de agua destilada ou ME), estéril contendo antibiotico estreptomicina
0,05g, foi vertido em placas de Petri, sendo 5 placas cada tratamento. Depois de solidificado, foram
inoculados no centro da placa 300 pL da suspensdo do fungo contendo 1,65 x10° conidios/mL,
utilizando-se um pipetador automatico e a placa levemente agitada para espalhar a suspensao sobre
o BDA sem a al¢a de Drigalsky. Em seguida, foi feita a pulverizacdo dos produtos nas diferentes
concentraces através de um pulverizador acoplado a um compressor de ar, sob pressdo constante
de 12 libras de saida, sendo 250 pL para cada repeticéo.

As placas foram mantidas por 16 horas em camara climatizada e 12 horas de fotofase e ap6s
este periodo foi feita a contagem do nimero de conidios germinados e ndo-geminados através de
microscopio Optico, com um aumento de 400 vezes, focando-se diretamente quatro campos no
centro de cada placa, totalizando-se quatro contagens e aproximadamente 200 conidios em
média/placa. Conidios que apresentaram o tubo germinativo com o comprimento igual ou maior do
que o diametro foram considerados viaveis.

B) Unidades Formadoras de Colénia (UFC): crescimento das UFC foi avaliado inoculando-se 100
uL da suspensdo dos isolados (1 x 10° conidios/mL) em BDA, sendo cinco placas de Petri por
tratamento. Em seguida, o produto foi pulverizado como descrito no item A. As placas
permaneceram em camara climatizada durante cinco dias em 26 °C e 12 h de fotofase, visando a

contagem das col6nias formadas.
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C) Crescimento vegetativo: o fungo foi inoculado com uma alca de platina em trés pontos na
superficie do meio de cultura BDA, sendo preparadas cinco placas para cada tratamento. A
pulverizacdo dos produtos foi feita apds 48 h a fim de evitar a remocao dos conidios. As placas
foram incubadas a 26°C e 12 h de fotofase, durante sete dias. Foram feitas duas medidas
perpendiculares das col6nias, visando-se obter o didmetro médio destas.
D) Producédo de conidios: apds a avaliacdo do crescimento vegetativo, duas coldnias de cada uma
das placas foram recortadas e transferidas individualmente para tubos de vidro estéril, onde foram
adicionados 10 mL de agua destilada com Tween 80 0,01% para agitacdo, até o desprendimento dos
conidios. Em seguida, procedeu-se a contagem dos conidios em cdmara de Neubauer. Foi realizada
uma média da contagem das duas colbnias recortadas. Para cada um dos tratamentos foram
preparadas cinco placas, cada uma considerada uma repeticao.

Para cada tratamento, foi preparada ainda, a testemunha, que consistiu apenas da inoculagéo
da suspensdo do fungo em meio de cultura BDA e da pulverizagdo de agua destilada sobre ele.

3.4 Analises dos Dados

Os dados obtidos dos diferentes parametros biologicos dos isolados com os produtos
comerciais foram analisados quanto a variancia (teste F) e as médias comparadas pelo teste de Scott
Knott, ambos com 5% de significancia, utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2007).

Utilizou-se o teste de Dunnett a 5% para fazer comparacfes multiplas onde apenas um
tratamento serve de referéncia (testemunha) para comparacdo dos outros tratamentos (produtos
fitossanitarios).

A variacdo percentual dos parametros avaliados para os produtos foi realizado em relacao
aos valores medios da testemunha.

Com relacdo aos extratos aquosos e alcodlicos, os dados obtidos foram analisados quanto a
variancia (teste F) e as médias comparadas pelo teste de Scoot Knott, ambos com 5% de
significancia, utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2007).

A compatibilidade entre os tratamentos e o fungo foi baseada em um calculo de toxicidade

proposto por Rossi-Zalaf et al. (2008):

B 47[cVv]+ 43[1EOSOP]+1O[GER] onde:

IB= indice Bioldgico; CV= porcentagem do crescimento vegetativo da col6nia apos 7 dias, em

relacdo a testemunha; ESP= porcentagem da esporulacdo das col6nias apos 7 dias, em relagdo a
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testemunha; GER= porcentagem de germinacdo dos conidios apds 16 h, visto que os valores de CV,
ESP e GER devem ser previamente corrigidos em relacdo as respectivas testemunhas. Os valores do

IB (p=0,05) para a classificacdo dos produtos foram: Toxico 0-41; Moderadamente Toxico 42-66 e
Compativel > 66.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito de Defensivos Agricolas Naturas sobre Parametros Biologicos de

Metarhizium anisopliae
4.1.1 Produtos comerciais

De maneira geral, os produtos comercias alternativos causaram diferentes efeitos,
principalmente, em relagdo a viabilidade de conidios e quantidade de UFC formada.

Em relacdo a viabilidade, verificou-se que na 0,5 CR apenas a acdo do produto Forth ndo foi
significativa em relacdo & testemunha, para a CR os produtos Forth e Agro-mos® também néo
diferiram significativamente, no entanto no 2CR todos os produtos avaliados apresentaram médias
significativamente menores que a testemunha (Tabela 3). Forth foi o produto que menos interferiu
na viabilidade do fungo M. anisopliae, com uma média de 5,7% nas doses avaliadas.

O produto que mais afetou a viabilidade do fungo em todas as doses avaliadas foi a Calda
Sulfocélcica que apresentou na 2CR uma reducéo de 73,25%. No entanto, Bion®, Planta Clean®,
Pironim®, Oleo de Citronela e Calda Bordalesa também tiveram influéncia na viabilidade do fungo
entre 20 a 40% nas doses avaliadas, sendo verificado que todos esses produtos diferem
estatisticamente da testemunha que apresentou em média 96% de viabilidade. Os demais produtos
causaram reducdo proxima de 10 a 20% (Tabela 3).

O efeito negativo da calda Sulfocélcica sobre viabilidade deve ter ocorrido devido a
presenca de polissulfetos de calcio que proporciona acdo fungicida. Nesse sentido, estudos
realizados por Sosa-Gomez et al. (2003), em relacdo a compatibilidade de produtos agroquimicos
sobre fungos entomopatogénicos demonstram que o produto Kumulus DF, a base de enxofre, inibiu
a germinacdo de conidios de Nomuraea rileyi, em mais de 90%, corroborando dados deste trabalho.

Observou-se que a Calda Bordalesa no 2CR reduziu a viabilidade em 36%, diferindo
estatisticamente da 0,5CR e da CR, que resultaram em reducdo percentual menor (28 e 26%). A
Calda Bordalesa, é composta por cal hidratada e sulfato de cobre, o qual é muito utilizado na
agricultura por ser considerado antifangico (Tabela 3).

O efeito de cobre sobre médias de crescimento, esporulacédo e viabilidade de Lecanicillium
lecanii foi também verificada por Wenzel et al. (2008), quando analisaram a compatibilidade do
agrotoxico Cuprozeb, a base de oxicloreto de cobre, obtendo 91% de conidios viaveis e, apesar da
influéncia do fungicida no crescimento das col6nias e também na esporulagdo do fungo, os conidios
produzidos ndo tiveram sua capacidade de germinacédo afetada divergindo deste trabalho, apesar de

ndo terem estudado sulfato de cobre.
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O produto Planta Clean® na CR apresentou maior redugdo percentual (26%) na viabilidade,
contudo ndo houve diferenca entre as doses avaliadas. Este produto é constituido por extratos
vegetais, acidos graxos e sais minerais carbonatados, que Ihe conferem carater fungicida e inseticida
(MATTIELO, 2010).

Bion®, em todas as doses avaliadas causou reducdo percentual em torno de 35% em relacéo
a viabilidade. Ressalta-se que o produto € um indutor de resisténcia vegetal, no qual possui em sua
composicdo o acibenzolar-S-metil um analogo do acido salicilico. Trabalhos realizados com a
indugéo de resisténcia de plantas demonstram que o acibenzolar-S-metil, age diretamente sobre a
planta e ndo sobre o patdgeno, ativando mecanismos de defesa da planta como aumento da
atividade de enzimas relacionadas a vias secundaria do metabolismo e sintese de fitoalexinas
(Resende et al., 2002), dificultando a discussao ja que ndo ha trabalhos relacionados a aplicacéo do
produto diretamente sobre algum entomopat6geno (Tabela 3).

Pironim® na 0,5 CR e no CR apresentaram uma reducdo percentual de 23,8 e 23,6%,
respectivamente, no entanto para o 2CR essa variacdo foi maior 28%, porém ndo houve diferenca
estatistica entre as concentracdes. O Pironim® possui em sua formulagdo, 6leo de nim (Azadirachta
indica), planta que dentre seus diversos usos, tem acdo antimicrobiana (MOSSINI;
KEMMELMEIER, 2005).

Resultados semelhantes foram encontrados por Formentini (2009), que utilizou o produto
Dallnem®, também a base de 6leo de nim, e observou reducdes de aproximadamente 20 e 15%, na
1/2CR e CR, respectivamente.

Hirose et al. (2001) determinaram a acéo inibitoria do dleo de nim (2%) sobre a germinacao
dos conidios de B. bassiana CG 252 e de M. anisopliae CB 38 e também observaram reducdo na
germinacéo dos fungos de 45, 72 e 17, 42%, respectivamente, corroborando com este trabalho.

Oleo de citronela também reduziu a viabilidade em todas as concentragdes estudadas, numa
média de 22,3%. Contudo, ha auséncia de trabalhos que discutem o efeito do dleo de citronela sobre
fungos entomopatogénicos, o que dificulta a discussdo dos resultados, sendo verificado estudos para
controle de fitopatdgenos, tanto pela acdo fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacéo de esporos, quanto a inducédo de fitoalexinas, indicando a presenca de compostos com
caracteristicas de elicitores.
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Tabela 3. Médias (+ EPM) da viabilidade de conidios de Metarhizium anisopliae (Unioeste 22), em contato com diferentes produtos comerciais
(26x1°C fotofase de 12 horas).

Viabilidade
0 0,5CR Variacdo % CR Variacdo % 2CR Variacdo %
Agro-mc')s® 95,9 83,1+0,99Bb * -13,34 89,8 £ 1,64 Aa -6,37 751+0,79Bc™* -21,68
Agro-fos 85,7+ 2,01 Ba* -10,69 82,7+ 1,93 Ba* -13,81 84,9+ 1,13 Aa* -11,52
Bion® 62,7 £ 1,54 Da* -34,57 61,2 + 0,88 Da* -36,18 60,4 +1,09 Da* -36,98
Biogermex® 85,9+ 1,16 Ba* -10,41 85,7 £ 1,30 Aa* -10,62 83,8 £ 1,54 Aa* -12,64
0. de Citronela 75,4 + 3,55 Ca* -21,34 77,4 +1,04 Ba* -19,33 70,9+ 2,62 Ca* -26,11
Forth 91,9+0,75 Aa -4,23 91,6 £0,78 Aa -4,52 88,0 £ 0,83 Aa* -8,26
Pironim® 73,0+ 2,75 Ca* -23,83 73,3+1,72 Ca* -23,55 68,9 + 1,49 Ca* -28,20
C. Bordalesa 68,8 + 1,93 Ca* -28,24 70,3 + 3,15 Ca* -26,69 61,2 + 3,31 Db* -36,18
Planta Clean® 74,2 £ 2,10 Ca* -22,59 70,3+ 1,34 Ca* -26,65 77,2+ 1,47 Ba* -19,49
C. Sulfocélcica 60,2 £ 0,96 Da* -37,23 53,1+ 4,43 Eb* -45,21 25,6 £ 3,19 Ec* -73,25
CV (%) 6,22
Interacdo(P*D) 8,50

Médias (+ EPM) seguidas de mesma letra mailscula na coluna, e mindscula na linha para cada produto testado, ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott Knott a 5% de significancia (P<0,05).

* Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett em relagéo a testemunha.

Concentracdes dos produtos: 0 = Testemunha; 0,5 CR = Metade da concentracdo recomendada; CR = Concentracdo recomendada; 2CR = Dobro da
concentracdo recomendada
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Para o parametro UFC observou-se que nas doses avaliadas houve diferengas significativas
em relacdo a testemunha em todos os produtos (Tabela 4).

Entre os produtos que mais afetaram as UFCs, esta a Calda Sulfocalcia, em torno de 92,4%
na 0,5CR e de 97,4% na CR, e em 100% no 2CR, observando que o produto tem potencial
fungicida. Segundo Nene; Thapliyal (1979), as substancias fungicidas sdo absorvidas pela célula do
fungo, geralmente através do tubo germinativo, uma vez dentro da célula passam a agir sobre as
organelas celulares interferindo em suas fungdes podendo, finalmente, determinar sua morte. Em
geral os fungicidas agem nos processos respiratorios, na fungdo da membrana, na sintese protéica,
nos processos nucleares e na pigmentacao.

Observou-se também que os produtos Planta Clean®, Pironim®, Oleo de Citronela e Calda
Bordalesa também influenciaram as UFCs, reduzindo o percentual entre 25 — 42% nas doses
avaliadas, tal observacao pode estar relacionada a composi¢do dos produtos, como ja foi descrito no
parametro viabilidade (Tabela 4).

O ndmero de UFC diminuiu em média 20% no 2CR nos produtos Agro-fos e Biogermex®,
sendo este Gltimo produto composto por bioflavanoides, fitoalexinas, polifendis, glicerina vegetal,
acidos ascarbico, latico e citrico (RESENDE et al., 2006).

Bioflavonoides tém capacidade de se ligar com proteinas extracelulares e paredes celulares
de bactérias e fungos, inativando-as, podendo também romper membranas (TSUCHIYA et al.,
1996), diante do exposto, € provavel que essa reducdo das UFCs pode estar relacionada ao
impedimento do processo de germinagdo e ou a agdo dos referidos metabolitos sobre a membrana
logo apos a germinacao, destruindo-a (SILVA, 2010).

Na Calda Bordalesa, o0 numero de UFC sofreu maior reducdo na CR (41,6%) e na 2CR
(42,2%), comprovando assim sua acdo fungicida. Essa calda é preparada a partir de sulfato de
cobre, a qual é conhecida ha muito tempo e sendo utilizada como fungicida na prevencéo de varias
doencas causadas por fungos em plantas (PENTEADO, 2001).

Além disso, foi observado que os produtos que afetaram a germinacéo dos conidios, também
interferiram na formacéo das UFCs, exceto os produtos Agro-mos® na CR e o produto Forth na 0,5
e na CR, que ndo diferiram da sua respectiva testemunha, contudo afetaram significativamente o
UFC.



Tabela 4. Médias (x EPM) de UFC de Metarhizium anisopliae (Unioeste 22), em contato com diferentes produtos comerciais (26+1°C fotofase de 12

horas).
UFC
0 0,5CR Variacdo % CR Variacao % 2CR Variacao %
Agro-mos 199,40 184,6 £ 2,01 Aa* -7,42 181,4 £ 2,06 Aa* -9,03 179,6 £ 1,32 Aa* -9,93
Agro-fos 1796 +1,9 Aa * -9,93 178,8 + 2,13 Aa* -10,33 156,4 + 3,52 Cb* -21,56
Bion 181,8 + 2,43 Aa* -8,83 178,8 £ 1,56 Aa* -10,33 170,4 £ 1,74 Bb* -14,54
Biogermex 176,0 £ 1,76 Aa* -11,74 171,8 £ 1,77 Aa* -13,84 160,2 + 1,85 Ch* -19,66
0. de Citronela 143,6 £ 2,78 Ca* -27,98 145,0 £ 2,81 Ca* -27,28 141,4 + 4,87 Da* -29,09
Forth 181,4 £ 1,28 Aa* -9,03 178,0 £ 1,78 Aa* -10,73 179,2 £ 1,65 Aa* -10,13
Pironim 140,4 £ 1,77 Cb* -29,59 143,0 £ 1,22 Cb* -28,28 149,2 + 2,22 Da* -25,18
C. Bordalesa 151,6 + 2,31 Ba* -24,97 122,2 + 0,67 Db* -41,62 115,2 + 2,00 Eb* -42,23
Planta Clean 1444 + 2,82 Cb* -27,58 151,4 £ 2,42 Ba* -24,27 143,2 £ 3,52 Db* -28,18
C. Sulfocélcica 15,2 + 2,33 Da* -92,38 5,2+ 0,86 Eb* -97,39 0,0 £0 Fb* -100,00
CV (%) 3,89
Interacdo(P*D) 8,55

Médias (£ EPM) seguidas de mesma letra mailscula na coluna, e minascula na linha para cada produto testado, ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott Knott a 5% de significancia (P<0,05).

* Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett em relacdo a testemunha.

Concentracdes dos produtos: 0 = Testemunha; 0,5 CR = Metade da concentracdo recomendada; CR = Concentracéo recomendada; 2CR = Dobro da
concentracdo recomendada
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Para o didmetro médio das coldnias (Tabela 5), observou-se que nas concentracoes
avaliadas, apenas o produto Pironim® na 0,5DR apresentou significancia em relago & testemunha,
estimulando o crescimento das col6nias (15,70%), ja para as outras concentracfes o0 estimulo ndo
foi significativo.

O mesmo foi observado para o produto Planta Clean®, que estimulou 10,7% na 0,5CR e de
8,8% no 2CR, porém, ndo tiveram diferenca significativa com a testemunha.

Para 0 Agro-mos®, o estimulo ocorreu na dose 0,5 CR (5%), nas outras doses, esse estimulo
ndo foi tdo evidente. Tal como ressaltado, os produtos Bion® e Agro-mos® sdo indutores de
resisténcia vegetal e ndo ha trabalhos relacionados a aplicacdo do produto diretamente sobre algum
patogeno, o que dificulta a discussao.

A Calda Sulfocalcica também foi o produto que mais interferiu no diametro das col6nias,
principalmente nas maiores doses, com uma reducgdo percentual em média de 8%, o que evidencia o
efeito toxico da composicao de polissulfetos (enxofre+cal) sobre o crescimento do fungo, contudo
ndo foi observada diferenca estatistica da testemunha (Tabela 5).

Formentini (2009) encontrou resultados semelhantes quando avaliou a compatibilidade do
produto Stubble-Aid, sendo o enxofre o componente mais abundante deste produto, e observou-se
uma reducéo de 28% na 0,5CR e de 13% nas doses maiores.

Dos produtos que afetaram a germinagdo dos conidios, somente o Pironim® na 0,5 CR

afetou significativamente o didmetro das col6nias.
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Tabela 5. Didametro médio (x EPM) de col6nias de Metarhizium anisopliae (Unioeste 22), em contato com diferentes produtos comerciais (26+1°C

fotofase de 12 horas).

Didmetro
0 0,5CR Variacdo % CR Variacao % 2CR Variacdo %
Agro-més® 2,42 2,37+ 0,07 Ba 5,37 2,40 £ 0,04 Aa 1,24 2,41+ 0,06 Aa -0,25
Agro-fos 2,37 £ 0,03 Ba -2,56 2,36 £ 0,06 Aa -2,15 2,27 £ 0,02 Ba -6,12
Bion® 2,35+ 0,05 Ba -2,81 2,40 £ 0,05 Aa -0,83 2,50 £ 0,04 Aa 3,22
Biogermex® 2,30 £ 0,09 Ba -5,37 2,40 £ 0,04 Aa -0,91 2,36 £ 0,05 Ba -2,40
O. de Citronela 2,42 + 0,05 Ba -0,17 2,41 +0,03 Aa -0,50 2,46 £ 0,01 Aa 1,49
Forth 2,45+ 0,02 Ba 1,16 2,37+ 0,05 Aa -1,90 2,34 £ 0,05 Ba -3,14
Pironim® 2,80 £ 0,11 Aa* 15,70 2,50 £ 0,02 Ab 3,22 2,56 £ 0,07 Ab 5,95
C. Bordalesa 2,50 £ 0,09 Ba 3,31 2,46 £ 0,05 Aa 1,57 2,44 £ 0,08 Aa 0,66
Planta Clean® 2,68+0,14 Aa 10,66 2,38 £ 0,06 Ab -1,57 2,63+0,10 Aa 8,84
C. Sulfocélcica 2,36 £0,11 Ba -2,40 2,21+ 0,08 Aa -8,60 2,24 £ 0,03 Ba -7,60
CV (%) 6,45
Interacdo(P*D) 1,41

Médias (£ EPM) seguidas de mesma letra mailscula na coluna, e minascula na linha para cada produto testado, ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott Knott a 5% de significancia (P<0,05).
* Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett em relacdo a testemunha.
Concentracdes dos produtos: 0 = Testemunha; 0,5 CR = Metade da concentracdo recomendada; CR = Concentracéo recomendada; 2CR = Dobro da

concentracdo recomendada
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Na producdo de conidios, observou-se que na 0,5 CR apenas os produtos Planta Clean® e
Calda Bordalesa apresentaram diferenca significativa em relacdo a testemunha. Na CR, foram o0s
produtos Planta Clean®, Pironim® e Calda Bordalesa e Sulfocalcica e no 2CR somente a Calda
Sulfocélcica (Tabela 6).

De maneira geral, a maioria dos produtos avaliados apresentou estimulo na producdo de
conidios, sendo que, os produtos Planta Clean®, Pironim®, Oleo de Citronela e Calda Bordalesa
contribuiram com um aumento entre 23 — 53% na conidiogénese, em todas as concentracfes. O
produto Forth teve um comportamento diferenciado apresentando um aumento de 40% no 2CR. Por
outro lado, a Calda sulfocélcica novamente foi o produto que ocasionou as maiores reducées na
producdo de conidios em todas as concentracfes testadas, diminuindo-a em mais da metade da
observada na testemunha (Tabela 6).

Ressalta-se a dificuldade de discussdo dos dados para esses produtos, uma vez que ndo ha
trabalhos relacionados a sua atividade sobre algum patégeno, nem tampouco sobre os fungos
entomopatogénicos.

Dos produtos que afetaram a viabilidade, somente Planta Clean® (0,5 CR e CR), Pironim®
(CR), Calda Bordalesa (0,5 CR e CR) e Calda Sulfocélcia (CR e 2CR), interferiram na producéo de
conidios, diferindo também da testemunha.

Esse aumento na producdo de conidios estimulado por alguns produtos pode ter acontecido
devido a degradacdo e metabolizacdo dos principios tdxicos das moléculas quimicas pelo fungo
(ALVES, 1998).

Ainda, Moino Jr. et al. (1998) argumentam que 0 microrganismo, num mecanismo de
resisténcia fisioldgica, pode metabolizar os principios toxicos do ingrediente ativo, utilizando as
moléculas resultantes desse processo, liberadas no meio de cultura, como nutrientes secundarios,
promovendo seu crescimento vegetativo e a conidiogénese. Também, que o fungo, numa atividade
comparavel ao que ocorre com seres vivos em geral, utilize todo seu esforco reprodutivo quando em
presenca de um principio tdxico que altera seu ambiente, e prejudica o seu desenvolvimento,

resultando assim, em maior crescimento vegetativo e conidiogénese.
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Tabela 6. Médias (x EPM) da producéo de conidios de Metarhizium anisopliae (Unioeste 22), em contato com diferentes produtos comerciais (26x1°C

fotofase de 12 horas).

Producéo de Conidios (10°)

Produtos 0 0,5CR Variacao % CR Variacao % 2CR Variacdo %
Agro-mos 41,83 37,00 + 3,24 Ba -11,54 39,78 + 2,13 Ba 9,44 46,82 + 1,39 Aa 11,91
Agro-fos 37,7+£192 Ba -9,66 42,5+ 1,26 Ba 1,60 45,8 £ 4,05 Aa 9,71

Bion 47,5+5,08 Ba 13,65 54,4 + 4,55 Aa 30,14 40,8 + 1,68 Aa -2,36
Biogermex 38,3+1,96 Ba -8,28 46,3 £ 4,98 Aa 10,90 40,0 £ 3,49 Aa 4,30
0. de Citronela 55,8 £5,59 Aa 33,52 51,5+1,31 Aa 23,24 43,2 £2,22 Aa 3,48
Forth 41,8+ 2,49 Bb -0,03 36,6 + 2,46 Bb -12,40 58,8 £ 8,95 Aa 40,55
Pironim 55,8 £5,70 Aa 33,49 61,8 £ 7,25 Aa* 47,83 55,3+ 3,72 Aa 32,30
C. Bordalesa 63,8 £ 5,25 Aa* 52,61 59,7 £ 3,54 Aa* 42,85 52,2 +7,76 Aa 24,80
Planta Clean 62,4 £ 5,10 Aa* 49,32 60,0 £ 4,24 Aa* 43,47 47,7+5,19 Aa 14,19
C. Sulfocélcica 30,9+ 2,60 Ba -26,08 14,6 £+ 3,38 Cb* -65,07 37,8 £1,92 Aa* -56,57
CV (%) 26,82
Interacdo(P*D) 1,87

Médias (£ EPM) seguidas de mesma letra mailscula na coluna, e minascula na linha para cada produto testado, ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott Knott a 5% de significancia (P<0,05).
* Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett em relacdo a testemunha.
Concentracdes dos produtos: 0 = Testemunha, 0,5 CR = Metade da concentracdo recomendada; CR = Concentracdo recomendada; 2CR = Dobro da
concentracdo recomendada



49

Quanto a toxicidade dos produtos, segundo Alves et al. (2007), conclui-se que todas as
concentragdes dos produtos comerciais, sdo compativeis ao fungo, com excecdo apenas da Calda
Sulfocélcica na CR e no 2CR, que foram consideradas moderadamente toxica (Tabela 7).

Vale ressaltar que a toxicidade esta baseada no indice T (IB), que leva em consideracéo 0s
valores médios em porcentagem de esporulacdo, crescimento micelial e germinacdo dos conidios
(ALVES et al., 2007). Entretanto quase todos os trabalhos descritos avaliaram somente a influéncia
dos produtos sobre o crescimento vegetativo e a esporulagdo, ndo considerando a germinacao.

Tabela 7. Valores de Toxicidade (IB) e classificacdo dos produtos comerciais quanto a
compatibilidade a Metarhizium anisopliae (isolado Unioeste 22).

Tratamento Concentracéo Valor IB! Classificacéo?
0,5CR 96,23 Compativel
Agro-mos® CR 104,00 Compativel
2CR 102,76 Compativel
0,5CR 93,61 Compativel
Agro-fos CR 98,33 Compativel
2CR 100,10 Compativel
0,5CR 101,04 Compativel
Bion® CR 108,95 Compativel
2CR 96,84 Compativel
0,5CR 92,86 Compativel
Biogermex® CR 103,23 Compativel
2CR 95,71 Compativel
0,5CR 112,28 Compativel
Oleo de Citronela CR 107,87 Compativel
2CR 99,66 Compativel
0,5CR 100,13 Compativel
Forth CR 93,24 Compativel

2CR 115,05 Compativel
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0,5CR 119,39 Compativel
Pironim® CR 119,76 Compativel
2CR 113,79 Compativel
0,5CR 121,34 Compativel
C. Bordalesa CR 116,53 Compativel
2CR 107,43 Compativel
0,5CR 124,00 Compativel
Planta Clean® CR 115,25 Compativel
2CR 108,23 Compativel
0,5CR 83,89 Compativel
C. Sulfocélcica CR 63,41 Moderadamente toxico
2CR 64,85 Moderadamente toxico

Concentragdes dos produtos: 0,5 CR = Metade da dose recomendada; CR = Dose recomendada;
2CR = Dobro da dose recomendada.
2Valores de 1B, segundo Alves et al. (2007): entre 0 a 41 = t6xico; entre 42 e 66 = Moderadamente
toxico; maiores que 66 = compativel

Nesse sentido, Neves et al. (2001) discutem a importancia da viabilidade no estudo da
compatibilidade considerando que a inibi¢do desta etapa inicial afetara todo o desenvolvimento do
fungo, visto que este estagio € o que realmente entra em contato com o patdgeno em campo.

Contudo, a férmula de toxicidade atribui 47% do seu peso ideal para o crescimento
vegetativo, 43% para a esporulacdo e apenas 10% para a viabilidade. Desta forma, é possivel
compreender a semelhanca entre os valores de toxicidade para todos os produtos exceto a Calda
Sulfocélcica, ja que as médias de crescimento vegetativo e producdo de conidios ndo apresentaram
grandes variacfes entre os produtos, sendo estes dois pardmetros os mais significativos para a
verificacdo ou ndo de compatibilidade.

Assim, os produtos Bion® Agro-Mos®, Agro-Fos, Forth, Biogermex®, Planta Clean®,
Pironim®, Oleo de Citronela e Calda Bordalesa que se apresentaram compativeis ao
entomopatogeno, em todas as concentracdes testadas, mas o0s produtos Planta Clean®, Pironim® e
Calda Bordalesa apresentaram altos valores de T devido a elevada producdo de conidios do fungo
em todas as concentra¢Ges do produto, alcancando valores acima de 66 (valor para que o produto

seja compativel).
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No entanto, o tratamento com Calda Sulfocélcica foi considerado compativel com o fungo
somente na concentracdo mais baixa do produto (0,5CR), enquanto que na CR e no 2CR foi
classificado como moderadamente toxico ao entomopatdgeno.

Em estudos realizados por Castiglioni et al. (2003), o Nimkol-L®, produto feito & base de
folhas de azadiractina, foi classificado como compativel com M. anisopliae na concentragéo de 1%,
corroborando este trabalho, visto que o produto Pironim® mostrou-se compativel ao fungo em todas
as doses testadas, estes produtos possuem em sua composicao azadiractina.

Contudo, ao analisar a tabela de viabilidade (Tabela 3) observa-se que quase todos o0s
produtos interferiram na germinacdo do fungo com redugGes percentuais variando de 4 a 73%,
porém, a formula de toxicidade atribui somente 10% do seu peso ideal para a viabilidade.

Entretanto, apesar dos produtos se apresentarem compativeis, deve-se ter o cuidado para ndo
se utilizar em conjunto com aqueles que afetam significativamente a viabilidade dos conidios, pois
pode comprometer o sucesso do MIP devido a baixa viabilidade do fungo.

Relacionando-se os valores percentuais de crescimento vegetativo e producdo de conidios de
M. anisopliae na presenca dos produtos comerciais, verificou-se a influéncia sobre ambos os
parametros, principalmente para a producdo de conidios, que foi estimulada. Como a férmula
atribui pesos maiores a estes parametros, logo se percebe o porqué dos produtos serem compativeis.

Poucos estudos tém sido realizados em relacdo ao efeito de produtos fitossanitarios
alternativos sobre fungos entomopatogénicos, uma vez que a maioria dos trabalhos referentes ao

efeito de produtos fitossanitarios sobre fungos é conduzida com produtos sintéticos.

4.1.2 Extratos aquosos

Observou-se que dentre os parametros bioldgicos avaliados, viabilidade, UFC, crescimento
vegetativo e producdo de conidios, 0s mais afetados pelos extratos aquosos foram UFC e producéo
de conidios (Tabela 8).

O extrato de eucalipto influenciou a viabilidade e as UFCs do fungo, com uma reducéo
percentual de 13,6 e 34,7%, respectivamente. Contudo, o crescimento vegetativo das colonias e sua
conidiogénese ndo diferiram significativamente da testemunha, observando-se um estimulo nesses
parametros, de 7,8 e 12,64%, respectivamente (Tabela 8).

Estudos realizados por Rodrigues et al. (2006) e Formentini (2009), avaliando,
respectivamente, a atividade antimicrobiana do extrato de eucalipto sobre Helminthosporium sp.
(Moniliales) e M. anisopliae, observaram reducdo do crescimento vegetativo, divergindo deste
trabalho, provavelmente por terem sido empregados métodos diferentes, além das propriedades do

extrato, decorrente do estado nutricional da planta, entre outros fatores.
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Eucalyptus é um importante género da familia Myrtaceae, sendo o E. citriodora uma das
espécies mais importantes devido ao composto citronelal, cuja concentragdo varia de 65 a 85% na
planta. Ainda, sdo encontrados também taninos, acidos galico, glicolico e glicérrico, principios
amargos, compostos flavonicos, derivados da cumarina, cera e resina, responsaveis pelas
propriedades medicinais e antimicrobianas (COSTA et al., 1986; ESTANISLAU et al., 2001;VITTI
& BRITO, 2003).

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos de diferentes plantas tém
identificado diversas atividades bioldgicas dessa classe de substancias, dentre essas podem se citar
acdo bactericida e fungicida (SCALBERT, 1991).

Existem algumas hipoteses para a reducdo causada pelo extrato de eucalipto na viabilidade e
UFC do fungo, j& que esta planta possui em sua composicdo taninos. A primeira seria que 0S
taninos inibem as enzimas do fungo, e/ou se unam aos substratos dessas enzimas, a segunda, seria
que esses mesmos taninos estariam agindo sobre a membrana celular dos fungos, alterando seu
metabolismo (SIMOES et al., 2002).

Porém, ao se observar o estimulo no crescimento micelial e na producdo de conidios, pode
estar havendo um esforco reprodutivo do fungo, quando este encontra um componente toxico que
altera o seu desenvolvimento, resultando assim, em maior crescimento vegetativo e conidiogénese,
tal como observaram Moino Jr. et al. (1998), ao estudarem a acdo tdxica de defensivos utilizados na
cultura dos citros sobre fungos entomopatogénicos

O extrato de capim cidreira foi considerado prejudicial para a germinacdo dos conidios, uma
vez que houve diferencga significativa entre o tratamento e controle. O desenvolvimento das UFC
que tiveram contato com este extrato também diferiu da testemunha, j& que a reducdo percentual foi
de 42% para a viabilidade e de 33% para UFC. Quanto ao crescimento vegetativo e esporulacao,
verificaram-se coldnias 7,2% menores, diferindo da testemunha, e uma reducdo de 26,6% na
producdo de conidios (Tabela 8).

Rozwalka et al. (2008), utilizando-se o extrato de capim cidreira a 10% misturado em BDA,
observaram reducdo do crescimento micelial do fungo C. gloeosporioides (Melanconiales),
corroborando com o resultado deste trabalho. Da mesma forma, o efeito fungitoxico do 6leo
essencial de capim cidreira foi comprovado para este fungo e, também, para o controle de
Glomerella cingulata (Diaportales), apresentando inibicdo de 100% do crescimento micelial para
ambos os fungos até o quinto dia.

A acdo negativa do capim cidreira sobre os parametros avaliados de M. anisopliae pode ser
explicada pela grande quantidade do composto saponina, encontrado no extrato aquoso das folhas.
A saponina tem a capacidade de formar complexos com proteinas e fosfolipideos de membranas,

alterando a sua permeabilidade, ou causando sua destruicio (SIMOES et al., 2002).
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Em relagcdo ao extrato de arruda, assim como ocorreu com 0s demais extratos vegetais, a
viabilidade dos conidios e formacdo de UFC de M. anisopliae foram afetadas se comparadas a
testemunha. O crescimento vegetativo das colénias do fungo foi cerca de 7,6% menor nas colonias
que se desenvolveram na presencga deste extrato, apresentando diferenca significativa em relacéo
com a testemunha. A producdo de conidios sofreu reducdo de 24,3% se comparado com a
testemunha, diferindo significativamente (Tabela 8).

Estudos realizados por Pedroso et al. (2009), analisando o crescimento micelial do fungo
Alternaria solani (Moniliales) comprovaram que pequenas concentragdes (10%) do extrato de
arruda, j& sdo suficientes para inibicdo do crescimento vegetativo, também Celoto et al. (2008)
verificaram que o extrato aquoso de arruda (20%) inibiu mais de 90% da germinacédo de esporos do
fungo C. gloeosporioides.

Nota-se a eficicia da arruda sobre varios fungos fitopatogénicos, que sdo consideravelmente
afetados no crescimento micelial e na germinagdo, contudo, trabalhos realizados com o fungo M.
anisopliae ainda ndo sdo encontrados na literatura, dificultando a discusséo.

O extrato aquoso de folhas de arruda possui em sua composi¢do quimica alcaldides,
flavondides e taninos, os quais podem ter interferido no desenvolvimento do fungo, alterando a
permeabilidade da membrana celular (SIMOES et al., 2002).

O extrato de mamona reduziu em 15% a viabilidade do fungo, assim como também
interferiu na formacdo das UFCs (22,3%), diferindo de suas respectivas testemunha, porém o
crescimento micelial e a produgdo de conidios ndo sofreram acdo do extrato de mamona, nao
havendo diferenca significativa entre o tratamento e controle.

A mamona possui um composto denominado ricina, o qual é muito toxico, e age inibindo 0s
ribossomos, interrompendo a sintese protéica (LORD et al., 1994). Este composto pode ter
interferido no metabolismo do fungo, reduzindo sua viabilidade e as unidades formadoras de
colonias.

Ja para o extrato de cinamomo, quanto a germinacdo e a producdo de conidios, ndo foram
observadas diferencas estatisticas do tratamento para a testemunha, contudo observou-se reducéo
na formagdo de UFC (17%) e no crescimento micelial (1,8%), diferindo da sua respectiva
testemunha (Tabela 8).

Milanesi et al. (2009) avaliaram o efeito dos extratos de cinamomo (Melia azeradach) sobre
o crescimento micelial do fungo fitopatogénico C. gloeosporioides, e observaram que o extrato de
cinamomo a 10% ndo se mostrou efetivo no controle do fungo, e ainda observaram estimulo no
crescimento micelial do fitopatdgeno. Apesar de haver diferenga taxondmica entre os fungo citado e
0 aqui utilizado, o resultado encontrado por Milanesi, corrobora com o do presente trabalho.



54

Em relacdo a curcuma, a viabilidade dos conidios e formacdo de UFC foram afetadas se
comparadas a testemunha. O crescimento vegetativo das colonias do fungo nao diferiu da
testemunha, o qual teve um pequeno estimulo de 1,8% e a producéo de conidios sofreu reducéo de
2% se comparado com a testemunha, mas néo diferiram significativamente (Tabela 8).

A curcuma € uma planta da familia Zingiberaceae, conhecida pelo seu emprego nas areas
medicinal e alimenticia devido a presenca de corantes, substancias antioxidantes e antimicrobianas
(CECILIO FILHO et al., 2000), sendo a curcumina o principal composto do rizoma da clrcuma
(COUTINHO et al., 2004).

O efeito inibitorio no crescimento micelial do extrato do rizoma de curcuma foi evidenciado
para Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani, que pertencem a mesma classe Hyphomycetes,
alcancando 60% de reducdo na concentracao de 1% em meio BDA (AMARAL; BARA, 2005).

Contudo, torna-se dificil a comparacéo entre os trabalhos, pela diferenga no método adotado
pelos autores citados, 0s quais incorporaram os extratos em meio BDA.

De acordo com a literatura citada, observa-se a eficacia da curcuma sobre varios fungos
fitopatogénicos, que sdo consideravelmente afetados no crescimento vegetativo e na esporulacéo,
sendo estes resultados mais significativos do que os encontrados aqui, apesar da proximidade
taxondmica com M. anisopliae. Essa reducdo pode ter sido causada pelo composto saponina.
encontrado nas partes vegetais da curcuma, a qual pode agir sobre as membranas celulares, tal como
discutido para o extrato de capim cidreira.

O extrato das folhas de canela foi prejudicial para a viabilidade, para o crescimento
vegetativo e para a producdo de conidios, sendo que todos os parametros citados diferiram de sua
respectiva testemunha (Tabela 8).

Venturoso et al. (2011), analisando o crescimento micelial de fungos fitopatogénicos em
diferentes concentracGes de extratos de plantas, observaram que o extrato de canela também
reduziu o diametro da coldnia, conforme aumento na concentragdo do extrato, contudo sem ocorrer
total inibicdo sobre os fungos fitopatogénicos, corroborando com este trabalho.

Andrade et al. (2009), estudando o efeito de 6leos essencias sobre o crescimento micelial do
fungo Ceratocystis sp., observaram que apenas 0 6leo de essencial de canela inibiu 100% o
crescimento micelial. Resultados semelhantes com o 6leo essencial de canela foram obtidos por
Souza et al. (2004), que verificaram a eficiéncia desta na inibicdo micelial dos fungos Rhizopus sp.,
Penicillium sp., Eurotpium repens e Aspergillus niger. Abreu (2006) e Chagas (2008) também
verificaram a acgdo inibitéria deste Oleo sobre Alternaria solani e Amphobotrys ricini,

respectivamente.
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Contudo, esses estudos foram realizados com o Oleo essencial extraido da planta da
caneleira, e diferem do presente trabalho que extraiu compostos das folhas secas e moidas,
adicionando somente agua por 48 horas para extracdo dos compostos secundarios.

Ja o extrato aquoso das folhas possui tanino, tal como citado para o extrato de eucalipto
possui a propriedade de inibir enzimas dos fungos e até mesmo se ligar as substratos dessas enzimas
(SIMOES et al., 2002).

O extrato de citronela também foi considerado prejudicial para a germinacéo dos conidios,
uma vez que houve reducdo percentual de 39,5% entre o tratamento e o controle. O
desenvolvimento das UFCs também sofreu reducdo (21,7%), diferindo da testemunha, assim como
0 crescimento vegetativo (2,70%). J& a producédo de conidios, sofreu reducéo de 11,2%, porém nao
houve diferenca significativa entre o tratamento e o controle.

Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos encontrados sd@o com o 6leo de citronela, o que
dificulta a discusséo.

Ainda assim, Lima et al. (2010) observaram que nas concentracdes superiores a 1500 ppm,
0 Oleo citronela reduziu (100%) a germinacdo de C. gossypii (Melanconiales), fungo responsavel
pela ramulose, principal doenca que ataca o algodoeiro.

J& para o extrato de nim, somente a viabilidade e a UFC sofreram redug&o significativa em
relacdo a testemunha, com reducdes percentuais de 5% e 14%, respectivamente. O crescimento
micelial e a producdo de conidios ndo diferiram do controle, e apesar disso, observou-se um
estimulo de 5,6% no crescimento das colonias.

Resultados semelhantes foram encontrados por Andrade et al. (2009), analisando o
crescimento micelial do fungo Ceratocystis sp. com o 6leo essencial de nim e verificaram que este
era maior que o da testemunha.

Quanto aos parametros bioldgicos para o extrato de alecrim, observou-se que todos sofreram
diferenca estatistica com seu controle. Os parametros UFC, crescimento vegetativo e producgdo de
conidios sofreram reducBes percentuais de 21,6%, 3,4% e 24,3% respectivamente, porém a
viabilidade foi estimulada em 3,9%.

Resultados semelhantes foram encontrados por Formentini (2009), que encontrou valores de
viabilidade proximos ao verificado na testemunha, corroborando com este trabalho.

O alecrim possui em sua composi¢do quimica terpeno, que possui caracteristica lipofilica, e
compartilha a fase aquosa das estruturas da membrana, causando sua expansdo e desordem da
estrutura da mesma, além de inibicdo de enzimas ali embebidas, podendo ser esses efeitos os
responsaveis pela atividade antifungica desse extrato (SIKKEMA et al., 1995), contudo néo se sabe
ao certo por que a viabilidade foi estimulada.
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Quanto ao extrato de louro, somente a viabilidade sofreu diferenga significativa com a
testemunha, sofrendo uma reducdo percentual de 8,6%, ja 0s outros parametros nao diferiram da
testemunha.

Milanesi et al. (2009) também analisaram o efeito do extrato de louro sobre o crescimento
micelial de C. gloeosporioides, e verificou que os parametros ndo foram significativos.

O extrato feito com orelha de pau interferiu na viabilidade e na producdo de conidios, com
uma reducéo percentual de 13,4% e 39,2%, respectivamente. J& a formacdo de UFC e o crescimento
micelial n&o diferiram da testemunha.

Viecelli et al. (2009) analisaram o efeito das concentracGes do extrato de filtrado de cultura
de P. sanguineus sobre a germinacgdo de esporos, crescimento micelial e esporulacdo de P. griseola
e observaram que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, corroborando em parte com o
encontrado neste trabalho.

Contudo, conforme j& mencionado anteriormente, a diferenca no método adotado torna
dificil a comparacdo de resultados entre os trabalhos. Estudos sobre a utilizacdo de extratos vegetais
e produtos comerciais alternativos sobre fungos entomopatogénicos sao escassos, sendo comum sua
utilizacdo no controle de microrganismos fitopatogénicos e/ou patogénicos devido as suas
propriedades antimicrobianas descritas.

Além disso, Vega et al. (1997) verificaram, in vitro, o efeito negativo de compostos
secundarios vegetais sobre a germinacdo dos blastosporos de Paecilomyces fumosoroseus,
concluindo que a presenca de aleloguimicos em um substrato (cuticula dos insetos ou folhas) pode

significar um impedimento para a sobrevivéncia dos fungos entomopatogénicos.
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Tabela 8. Médias (x EPM) da viabilidade, Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), crescimento vegetativo e producdo de conidios de Metarhizium anisopliae (Unioeste 22), em

contato com diferentes extratos aquosos de plantas e basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus na concentracdo de 10% (26+1°C fotofase de 12 horas).

Extratos Viabilidade UFC Didmetro Producdo de conidios
%) Variagéao Meédia UEC Variagao (cmd) Variagao (x 10% Variagdo
percentual percentual percentual percentual
Testemunha 96,9+0,37 a 0 205,5+12,64 a 0 3,310,10 a 0 133,0+11,43 a 0
Alecrim 64,1+3,16 c 3,86 161,245,221 b -21,60 3,240,06 b -3,42 100,74£7,72 b -24,25
Capim cidreira 55,8+2,17 d -42,43 137,0£3,08 ¢ -33,37 3,0£0,07 b -7,20 97,5+15,60 b -26,65
Citronela 58,6+4,04 d -39,49 161,0+5,75 b -21,69 3,2+0,11b -2,70 118,0+17,96 a -11,24
Louro 88,5+1,40 b -8,64 206,8+16,81 a 0,58 3,4+0,10 a 3,00 130,2+10,90 a -2,06
Nim 82,642,01 b -4,71 177,4+10,55 b -13,72 3,5+0,08 a 5,58 122,6+12,86 a -7,78
Mamona 82,4+1,67b -15,00 159,5+6,37 b -22,37 3,410,12 a 4,80 132,44491 a -0,44
Cinamomo 92,9+1,43a -4,13 170,5+7,80 b -17,02 3,24¢0,15b -1,80 132,046,90 a -0,76
Eucalipto 83,7+2,47 b -13,60 134,2418,59 ¢ -34,73 3,540,06 a 7,86 149,8+7,21a 12,64
Arruda 87,1+1,52 b -10,12 173,4+250 b -21,60 3,0+£0,09 b -7,62 100,745,36 b -24,27
Cdrcuma 80,8+0,91 b -16,60 139,0£11,90 ¢ -31,61 3,3+£0,06 a 1,80 130,4+9,52 a -1,98
Canela 87,8+1,44 b -9,35 206,8+2,92 a 0,58 3,1+0,05 b -5,52 101,0+15,84 b -24,06
Orelha de pau 83,9+2,92 b -13,39 199,8+3,62 a -2,82 3,310,16 a 1,98 80,9+10,79 b -39,18
CV(%) 6,06 12,58 6,74 21,41
Fator F 34,60 7,58 2,70 3,05

Meédias (= EPM) seguidas de mesma letra na coluna, para cada produto testado, ndo diferem entre si pelo Teste de Scott Knott a 5% de significancia (P<0,05).
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Em relacdo a toxicidade, segundo o calculo proposto por Alves et al. (2007), todos os
extratos vegetais aquosos e basidiocarpos de P. sanguineus mostraram-se compativeis ao
fungo (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de Toxicidade (IB) e classificacdo dos extratos vegetais aquosos e de
basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus quanto a compatibilidade a Metarhizium anisopliae
(isolado Unioeste 22).

Extratos Valor IB! Classificacao
Alecrim 84,62 Compativel
Capim Cidreira 80,90 Compativel
Citronela 89,94 Compativel
Louro 99,65 Compativel
Nim 97,85 Compativel
Mamona 98,30 Compativel
Cinamomo 98,40 Compativel
Eucalipto 107,61 Compativel
Arruda 85,00 Compativel
Cdarcuma 98,33 Compativel
Canela 86,15 Compativel
Pycnoporus sanguineus 82,80 Compativel

"Valores de IB, segundo Alves et al.. (2007): entre 0 & 41 = toxico; entre 42 e 66 =
Moderadamente toxico; maiores que 66 = compativel

Formentini (2009) também encontrou resultados semelhantes quando estudou os
extratos de alecrim, eucalipto, capim-limao e circuma sobre M. anisopliae, sendo o alecrim o
que mais afetou o fungo M. anisopliae, porém todos foram compativeis.

Pires et al. (2010) encontraram resultados diferentes ao estudar a compatibilidade de
M. anisopliae com o extrato de nim, nas concentracfes 0,5x e 1x. A incompatibilidade do nim
com isolados de M. anisopliae ja havia sido relatada anteriormente, visto que este produto
afetou o0 crescimento vegetativo, esporulacdo e germinacdo de conidios desse
entomopatogenos (HIROSE et al. 2001, MARQUES et al. 2004, ARAUJO Jr. et al. 2009).

Contudo, foram utilizadas metodologias diferentes, no qual o extrato foi vertido em

placas de BDA, expondo o fungo numa superficie de contato maior.
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4.1.3 Extratos alcodlicos

Dentre os parametros testados, somente o UFC, nédo diferiu da testemunha. Os demais
parametros foram afetados pelos extratos vegetais alcodlicos.Em relacdo a viabilidade dos
conidios produzidos, a testemunha diferiu significativamente de todos os tratamentos,
verificando uma reducdo entre 53 e 84%. O numero de UFC formadas na presenca dos
extratos foi reduzido em relacdo a sua respectiva testemunha, e apesar da variacdo percentual
em media de 20%, ndo houve diferenca estatistica (Tabela 10).

O crescimento vegetativo do fungo em contato com arruda, mamona, cinamomo e nim
também foi reduzido entre 5-11%, assim como ocorreu em relacdo a conidiogénese, cuja
producdo do fungo decresceu 35%, sendo que ambos diferiram da testemunha (Tabela 10).

O extrato alcoolico de citronela estimulou o crescimento vegetativo em 5,4%, assim
como também estimulou a producdo de conidios em 13%, entretanto, sua viabilidade foi
drasticamente afetada, sendo vidvel apenas 25% dos conidios produzidos (Tabela 10).

O extrato alcodlico de alecrim também teve sua producdo de conidios afetada, em
27%, diferindo de sua testemunha, sendo que dos 73% produzidos, somente 31% estavam
viaveis. Neste caso, 0s &cidos e as demais substancias que compdem o alecrim, segundo
Genema et al. (2008), foram as responsaveis por parte da inibicdo do crescimento do fungo.
Estudos semelhantes, mas com o dleo essencial, tem demonstrado potencial antimicrobiano
deste extrato sobre fungos fitopatogénicos, como os de Pereira et al. (2006) e Itako et al.
(2008).

Quanto ao eucalipto, sua acdo reduziu em 72% a viabilidade dos conidios, bem como
reduziu cerca de 23% a quantidade de UFC desenvolvidas, mas houve efeito significativo
sobre a viabilidade. O extrato desta planta ndo afetou o crescimento vegetativo das coldnias, e
a conidiogénese teve uma reducdo percentual de apenas 11%, ndo diferindo da testemunha
(Tabela 10).

Em relacdo aos dados obtidos com o fungo produzido em contato com o extrato de
capim-cidreira, verificou-se que a germinacao dos conidios foi afetada em 75%. O nimero de
UFC reduzido foi de 28%, quanto ao crescimento vegetativo, ndo houve diferenca estatistica,
ndo interferindo também na producdo de conidios, porém apenas 25% dos conidios
produzidos séo viaveis.

Ja os dados obtidos com o fungo produzido em contato com o extrato de arruda
verificou-se que a germinacdo dos conidios foi afetada em 76%, o nimero de UFC produzido

foi consideravelmente reduzido em 28% em relacdo a testemunha.
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Quanto ao crescimento vegetativo, foram obtidas colonias em torno de 9% menores
que a testemunha, diferindo significativamente. Além disso, observou-se diminui¢do de 35%
na producao de conidios do tratamento com arruda em relagdo ao controle.

Salvadori et al. (2003) relatam que os extratos brutos das folhas de capim-cidreira e
arruda, incorporados (25%) em BDA e autoclavados, apresentaram porcentagem de inibicdo
do crescimento micelial para Colletotrichum gloeosporioides, respectivamente, 9,5 e 23,5%.

Em relacdo ao extrato de mamona, verificou-se reducdo de 69% sobre a germinacéo,
0 numero de UFC foi reduzido em torno de 22%, e a conidiogénese sofre uma reducao
percentual de 28%.

O extrato de carcuma foi considerado prejudicial somente para o pardmetro
viabilidade, sofrendo uma diminuicdo em torno de 84%. O desenvolvimento das UFC que
tiveram contato com este extrato nao diferiu significativamente da testemunha.

Outros estudos relacionados a atividade da curcuma revelam sua acdo bactericida e
fungicida para microrganismos de interesse humano (PERET-ALMEIDA et al., 2008) e
também para fungos fitopatogénicos (AMARAL; BARA, 2005; BALBI-PENA et al., 2006).
Neste sentido, a eficacia do extrato de curcuma para o controle de doencgas em plantas deve-se
as substancias antimicrobianas encontradas neste extrato aquoso (CECILIO FILHO et al.,
2000). Assim como os demais extratos vegetais aqui estudados, desconhecem-se relatos sobre
o efeito dessas plantas sobre fungos entomopatogénicos.

O extrato alcoolico de canela reduziu em 74%, a viabilidade do fungo, diferindo da
testemunha, ja as UFCs, sofreram reducéo percentual de 31%, porém néo diferiu da respectiva
testemunha, j& a producdo de conidios diferiu da testemunha, sofrendo uma reducdo
percentual de 20%.

A canela possui com constituinte principal o cinamaldeido, o qual pode ter sido
potencializado pelo uso do alcool como solvente extrator, interferindo consideravelmente na
viabilidade do fungo. A canela em experimento de laboratério mostrou atividade bactericida,
fungicida, inseticida e nematicida (SOUSA et al., 1991).

Resultados semelhantes foram encontrados por Araujo et al. (2009), quando avaliaram
a atividade fungitdxica dos extratos de canela, alho, gengibre, cravo-da-india e tomilho, sobre
os fungos Aspergillus ochraceus, Penicillium roqueforti e Rhizopus stolonifer, e verificaram
que os extratos alcodlicos de plantas desidratadas a 10, 20 e 25%, inibiram totalmente o

crescimento micelial dos fungos.
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Observou-se que o extrato alcodlico de cinamomo interferiu em 61% da viabilidade do
fungo, o numero de UFC afetadas foram de 15%, além disso, o didmetro foi reduzido em
torno de 11%, afetando assim a producéo de conidios em 39% (Tabela 10).

O louro causou reducdo na viabilidade em torno de 69%, também diferindo da
testemunha, como todos os extratos aqui citados, mas sua reducéo percentual na producdo de
conidios ndo foi tdo dréstica, comparando-se aos outros extratos (tabela 10).

O extrato de nim afetou 53% a germinacdo do fungo, ja a producdo foi afetada em
torno de 37%.

Hirose et al. (2001) avaliaram o efeito do 6leos de nim (2%) sobre M. anisopliae, e
determinaram menor diametro das col6nias e inibicdo da conidiogénese e da germinacdo dos
conidios.

Dentre os extratos utilizados, aquoso e alcodlico, fica evidenciada a maior alteracdo
dos parametros bioldgicos causada pelos extratos alcodlicos, onde observa-se maior reducao
na viabilidade do fungo, sendo mais de 53%, talvez pelo solvente extrator arrastar mais

componentes/substancias, que o extrato aquoso.
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Tabela 10. Médias (+ EPM) da viabilidade, Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), crescimento vegetativo e producédo de conidios de Metarhizium
anisopliae (Unioeste 22), em contato com diferentes extratos alcodlicos de plantas na concentracdo de 10% (26+1°C fotofase de 12 horas).

Extratos Viabilidade UFC Diametro Producdo de conidios
(%) Variagéo Média UFC Variagéo (sz) Variagéo (x 106) Variagdo
percentual percentual percentual percentual
Testemunha 89,4+1,33a 0 61,8559 a 0 2,8£0,02a 0 59,5+1,18a 0
Alecrim 272+247c -69,60 50,6 +3,82a -18,12 29+0,04a 1,46 435+ 3,60 b -26,85
Capim cidreira 21,8+7,49¢c -75,67 444+375a -28,16 2,8+0,08a -0,70 542+ 261a -8,92
Citronela 224+391c -75,02 41,8+2,96 a -32,36 30+£0,23a 5,35 67,1+6,91a 12,79
Louro 276+422c -69,14 55,8+9,14 a -9,71 29+0,02a 1,25 46,2+ 595b -18,44
Nim 419+6,15b -53,18 57,8+7,19a -6,47 2,7+0,07b -5,70 37,1+ 524b -37,69
Mamona 27,0+5,18¢c -69,89 47,8+ 4,03 a -22,65 2,7+0,05 b -4,80 42,3+2,80b -28,87
Cinamomo 346+6,46 b -61,33 52,4+3,33 a -15,21 25+£0,02b -10,92 36,3+2,48 b -38,99
Eucalipto 25,0+558¢c -72,13 47,6 +2,60 a -22,98 2,8+0,02a 0,28 529+3,02a -11,10
Arruda 20,8+454c¢c -76,73 440+182a -28,80 26+0,04b -9,25 38,4+6,48b -35,35
Cdrcuma 13,7+2,66¢C -84,67 51,6 + 5,66 a -16,50 2,8+0,03a -0,07 59,1+5,17a -0,73
Canela 234+3,73¢c -73,91 42,6 £ 4,76 a -31,07 2,8+0,06a -2,71 479+7,20b -19,44
CV(%) 34,29 22,27 6,32 21,85
Fator F 16,76 1,63 2,91 4,33

Médias (x EPM) seguidas de mesma letra na coluna, para cada produto testado, ndo diferem entre si pelo Teste de Scott Knott a 5% de significancia.
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De acordo com Alves et al. (2007), todos os extratos vegetais alcodlicos apresentaram
compatibilidade com M. anisopliae (Tabela 11).

Tabela 11. Valores de toxicidade (IB) e classificacdo dos extratos vegetais alcoolicos quanto a
compatibilidade a Metarhizium anisopliae (isolado Unioeste 22).

Extrato Valor 1B Classificacao
Alecrim 82,18 Compativel
Capim Cidreira 88,27 Compativel
Citronela 100,51 Compativel
Louro 85,75 Compativel
Nim 75,80 Compativel
Mamona 78,34 Compativel
Cinamomo 71,97 Compativel
Eucalipto 88,14 Compativel
Arruda 72,78 Compativel
Cdrcuma 91,19 Compativel
Canela 82,98 Compativel

"Valores de IB, segundo Alves et al.. (2007): entre 0 a 41 = tdxico; entre 42 e 66 =
Moderadamente toxico; maiores que 66 = compativel

Apesar dos extratos vegetais terem interferido na germinacdo e producdo de conidios,
todos os extratos apresentaram valores de toxicidade bem acima do minimo para que possam ser
considerados compativeis.

Assim, a utilizagdo desses extratos deve ser criteriosa, principalmente daqueles que
causaram maior impacto sobre a viabilidade dos conidios, como € o caso da curcuma (reducdo de
84% na viabilidade dos conidios), pois tal como discutido para produtos comerciais, a
germinacdo é um fator muito importante, pois a inibi¢cdo desta etapa inicial afetard todo o
desenvolvimento do fungo (NEVES et al., 2001), visto que os conidios sdo 0s responsaveis pela

ocorréncia dos primeiros focos da doenga (ALVES et al., 2001).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos cientificos utilizando produtos fitossanitarios alternativos em associacdo com
fungos entomopatogénicos ainda sdo escassos, portanto, torna-se dificil a comparacdo dos
resultados aqui encontrados, demonstrando a importancia de estudos similares para que
aumentem os conhecimentos sobre estratégias de controle de pragas.

Nota-se que a comparacdo dos resultados aqui obtidos com o de outros estudos é
comprometida, ja que ha diferencas nas metodologias utilizadas, principalmente no método de
contato entre o fungo e o produto, nas concentracdes e parametros utilizados, uma vez que a
maioria dos autores acrescentou os produtos no meio de cultura.

Porém, segundo Silva et al. (2005) a técnica de pulverizacdo do produto alternativo sobre
o fungo € a mais adequada, pois simula o que ocorre no campo, sendo possivel saber os efeitos
destes produtos sobre o ecossistema.

Além disso, percebe-se a necessidade de revisdo da formula de toxicidade, ja que esta
atribui somente 10% do seu valor total para a germinagdo dos conidios, pois este pardmetro
biolégico € muito importante para o desenvolvimento do fungo no inseto.

Contudo, o parametro UFC, sigla de "Unidade Formadora de Col6nia", que representa
cada propagulo viavel de microrganismo capaz de gerar uma nova col6nia em meio de cultura e
condigBes apropriadas, também deveria ser incluso na formula, pois, mostra de fato se o produto
é ou ndo compativel, pelo tempo em que fica na cadmara climatizada, determinando assim se o
fungo germina ou ndo, ou se a germinacdo € apenas retardada.

Ainda segundo Alves et al. (1998), estes testes em laboratério sdo vantajosos pois
expdem ao maximo o patdgeno sobre a atividade do produto, contudo é importante que essa
compatibilidade também seja feita em condi¢cdes de campo, para verificar a eficiéncia desta,

mesmo que o contato entre eles sejam menor, e menos drastico serdo os efeitos.
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6. CONCLUSAO

Os produtos defensivos agricolas naturais apesar de causarem efeitos reducdo/estimulo
sobre os parametros do fungo M. anisopliae, se mostraram compativeis em todas as
concentragdes, exceto o produto Calda Sulfocalcica, que apresentou-se moderadamente toxica
nas CR e no 2 CR, inviabilizando os conidios.

Os extratos vegetais alcodlicos foram os que apresentaram maior redugdo percentual da
viabilidade do fungo, entre 53 — 85 %, porém todos foram compativeis ao fungo, assim como 0s
extratos vegetais aquosos e o basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus.

Contudo, no campo, é importante um espaco de tempo antes da aplicacdo dos produtos e
extratos, periodo que compreende as primeiras 48 horas ap6s a pulverizagdo do fungo, tempo
necessario para a germinacdo dos conidios e invasao do hospedeiro pelo entomopatdgeno.
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