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Efeito de defensivos agricolas naturais e extratos vegetais sobre
parametros biologicos de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok

Effect of natural pesticides and plant extracts on biological
parameters of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok

Ana Paula Mamprim'; Luis Franscisco Angeli Alves?’;
Fabiana Gisele da Silva Pinto’; Marina Andressa Formentini?;
Claudecir Castilho Martins®; Andréia Kusumota Bonini®

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade e os efeitos dos defensivos agricolas naturais,
extratos vegetais e basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus, em diferentes concentragdes, sobre
o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae. Os extratos e os basidiocarpos foram utilizados
na concentragdo de 10%. Os defensivos agricolas foram utilizados na concentragio rotulada (CR), a
metade (0,5CR) e o dobro da mesma (2CR). Em todos os tratamentos foram realizadas pulverizagdes
sobre o fungo inoculado previamente em meio de cultura (BDA). Foram avaliados germinagdo, Unidade
Formadora de Colonia, crescimento vegetativo e produtividade dos conidios. Em relagao aos defensivos
agricolas, somente o Calda Sulfocalcica na concentragdo recomendada ¢ no dobro da mesma nao se
mostrou compativel, sendo considerada moderadamente toxica para o fungo M. anisopliae. Apesar de
os extratos terem apresentado efeito significativo principalmente sobre a viabilidade (reducdo de 50 a
80% por extratos alcodlicos), verificou-se a compatibilidade para todos os extratos. Contudo, deve-se
evitar o uso conjunto em misturas ou aplica¢des subsequentes dos produtos aqui testados em menos de
48 horas apos a aplicagdo do fungo.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos, compatibilidade, produtos alternativos

Abstract

This study was carried out aiming to evaluate the effect and compatibility of vegetal and Pycnoporus
sanguineus basidiocarps extracts and alternative products on biological parameters of Metarhizium
anisopliae fungus. Extracts (solution in water 10%) and natural products (AR = average field
recommendation; 0.5 AR and 2.0 AR) are applied on PDA culture media surface previously inoculated with
fungi conidia. The effect of the treatment on conidia germination, vegetative growth and conidiogenesis
was compared. Most alternative products were compatible to the fungus, and only Bordeaux mixture
AR and 2.0 AR were moderately toxic to M. anisopliae. Although some significativally negative effect
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there were observed on conidial viability (reduction of 50 to 80% by alcoholic extracts), all extracts were
compatible. This point to the necessity to be careful with application, avoiding mixtures or subsequent
use of products less than 48 hours after fungi application.

Key words: Entomopathogenic fungi, compatibility, alternative products

Introducio

Com o aumento da produtividade e do uso
intensivo de produtos fitossanitarios sintéticos,
aumentam os problemas ambientais, ja que muitos
produtos sao de amplo espectro de agao e persistentes
no ambiente, causando desequilibrio biologico,
devido a acdo sobre organismos nao-alvo, incluindo
agentes de controle biologico (AZEVEDO, 1998).

Para minimizar esses problemas, pesquisas com
diversos produtos fitossanitarios alternativos (PFA),
tém sido desenvolvidas, envolvendo biofertilizantes
(MEDEIROS et al., 2007), indutores de resisténcia
(DANTAS et al., 2004) e de produtos naturais com
partes de plantas, caldas, extratos citricos, que
possuem ag¢ao inseticida, antimicrobiana e repeléncia
(HIROSE et al., 2001). Esses produtos, em relagao
a producdo agricola, mostram ser mais seguros e
viaveis do ponto de vista da sustentabilidade, visto
que podem ser mais seletivos aos inimigos naturais,
preservando, desta forma, o controle bioldgico
natural. Neste contexto, também se destacam os
fungos entomopatogénicos, que sdo amplamente
utilizados no controle bioldgico em vdrias culturas
de importancia agricola (ALVES; MOINO;
ALMEIDA, 1998; FARIA; MAGALHAES, 2001).

Por outro lado, sabe-se que o sucesso dos fungos
no controle de pragas é dependente da sobrevivéncia
dos conidios no ambiente, e que pode ser afetada
diretamente por fatores ambientais (FURLONG;
PELL, 1997; ALVES; LECUONA, 1998) e também
pelos produtos fitossanitarios utilizados, até mesmo
produtos naturais. Nesse sentido, Neves et al.
(2001) e Alves et al. (2001) ressaltam a importancia
dos produtos fitossanitarios sobre a germinagao no
estudo da compatibilidade, visto que a inibi¢ao da
germinacdo compromete a eficiéncia do patégeno.
Também, Marques, Monteiro ¢ Pereira (2004),

Formentini (2009), e Mertz et al. (2010) estudaram
a influéncia de produtos fitossanitarios alternativos
sobre o0 crescimento vegetativo, esporulagdo
e germinacdo dos fungos entomopatogénicos,
verificando em geral a compatibilidade entre os

agentes de estudo.

Os estudos in vitro que avaliem a interagdo
de  produtos
entomopatogénicos sdo imprescindiveis para a

fitossanitarios  sobre  fungos
determinacgdo de estratégias adequadas de utilizagao
dos entomopatdogenos no controle de pragas,
notadamente em programas de manejo integrado,
visto que estes produtos podem influenciar os
microrganismos, modificando, conseqiientemente, a
sua a¢do. Contudo, especificamente em relagao aos

PFA, ha pouca informagdo disponivel.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de defensivos agricolas naturais e extratos
vegetais sobre parametros bioldgicos do fungo
Metarhizium anisopliae.

Material e Métodos

Obtencao dos produtos e extratos. Foram

avaliados  produtos  comerciais  alternativos
escolhidos por serem utilizados em sistemas de
produgdo agroecologicos ou orgdnicos, como
indutores de resisténcia, inseticidas e fungicidas,
obtidos em lojas de insumos agricolas, sendo que as
concentracdes utilizadas foram as estabelecidas nos
rotulos dos produtos, a metade e o dobro da mesma

(Tabela 1).

Foram também avaliados extratos aquosos e
alcoodlicos de plantas e aquoso de basidiocarpos do
fungo Pycnoporus sanguineus (orelha de pau), na
concentracdo de 10% (Tabela 2).
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Tabela 1. Produtos alternativos comerciais utilizados nos experimentos com respectiva composi¢do, concentragao ¢
atividade bioldgica.

. ., Concentracao L
1
Produto Composi¢ao/Nome cientifico Recomendada/ha’ Indicagdo de uso
Agro-Mos® Pared.e. celular .de Sac’chammy €4 200mL/100L H,0 indutor de resisténcia
cerevisiae/mananoligossacarideos 2
Agro-Fos R.lco _om nufrientes,  aminodcidos, 200mL/100L H,O indutor de resisténcia
vitaminas e fosfito 2
Bion® Acibenzolar—s—metilico: 500 g/kg 80g/100L H,O indutor de resisténcia
Biogermex® Extratos citricos 200mL/100L H,O indutor de resisténcia
Oleo de Citronela  Citronelal, geraniol, limoneno e citronelol 1L/100L H,0 inseticida
Forth Rotenona 3mL/1LH,0 inseticida
Pironim® Azadlrac.tlna, rotenona, piretro natural, 600mL/100L H.O inseticida
extrato pirolenhoso 2
. 1 Kg CuSO4 + 1Kg ..
Calda Bordalesa ~ Sulfato de cobre e cal hidratada Cal /10L H,0 fungicida
Planta Clean® Extratos vegetais e sais minerais 25mL/1L de H,O fungicida
Calda Sulfocalcia  Enxofre + cal hidratada SkegS+2,5 kg de fungicida
Cal/10L H20

"Informagdes contidas nos rétulos dos produtos; 2Concentragdo recomendada pelo fabricante.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Tabela 2. Plantas utilizadas para obtengdo dos extratos nos tratamentos, nome popular, partes utilizadas e atividade

biologica.

Nome cientifico Nome popular

Partes utilizadas

Atividade

Rosmarinus officinalis Alecrim
Cymbopogon citratus Capim Cidreira
Cymbopogon winterianus Citronela
Laurus nobilis Louro
Azadirachta indica Nim

Ricinus communis Mamona
Melia azedarach Cinamomo
Eucalyptus citriodora Eucalipto
Ruta graveolens Arruda
Curcuma longa Curcuma
Cinnamomum zeylanicum Canela
Pycnoporus sanguineus Orelha de pau

folhas repelente de insetos
folhas repelente de insetos
folhas repelente de insetos
folhas repelente de insetos
folhas repelente de insetos
folhas repelente de insetos
folhas inseticida
folhas inseticida
folhas inseticida
raiz fungicida
folhas fungicida e inseticida
basidiocarpos indutor de resisténcia

Fonte: Elaboragio dos autores.

Para obtencdo dos extratos, partes das plantas
(folhas e raiz) foram coletadas na regido Oeste
do Parand, no periodo matutino e transferidas
para estufa de secagem regulada para 40 °C, onde
permaneceram entre 3 a 6 dias, dependendo da
planta. O material seco foi moido em moinho de
facas e o po obtido, com granulometria proxima de
0,42 mm foi armazenado em recipientes de vidro

hermeticamente fechados, em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Uma exsicata de cada planta foi
enviada ao Herbario da Universidade Estadual do
Oeste do Parana para a identificacdo botanica e o
registro do exemplar voucher.

Para obtengdo do extrato aquoso, amostras de
10 g de p6 foram adicionadas a 100 mL de agua
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destilada esterilizada, permanecendo 48 h em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos esse
periodo, fez-se a filtragem em gaze de algodao e
papel filtro esterilizado sendo o filtrado conservado
em recipiente hermeticamente fechado no escuro a
—10 °C. Para o preparo do extrato de P. sanguineus
foi utilizada a metodologia desenvolvida por
Viecelli et al. (2010), na qual 1 g do pé é adicionado
a 14 mL de agua destilada esterilizada e mantido
10 °C por 24 h. Em seguida, fez-se a esterilizacdo a
vacuo, com membrana de porosidade de 0,45 mm e
em sequéncia, armazenou-se hermeticamente e no
escuro em — 10 °C, por até 30 dias.

Para a obtencdo do extrato alcodlico 50 g do
po6 foram adicionados em 500 mL de alcool etilico
P.A. Ap6s 10 dias, em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, foi realizada a filtragem em papel
filtro esterilizado, e o filtrado obtido foi transferido
para um baldo de vidro previamente pesado, para
posterior rotacvaporagao completa do solvente. Em
seguida, pesou-se o balao novamente, e adicionou-
se agua destilada esterilizada na propor¢do do peso
do residuo para obter uma concentragdao de 10 %,
sendo em seguida filtrado e armazenado conforme
descrito para o extrato aquoso.

Microrganismo utilizado. O fungo utilizado foi
o isolado Unioeste 22 de Metarhizium anisopliae,
proveniente do banco de patdégenos do Laboratdrio
de Biotecnologia Agricola da Unioeste (Campus
Cascavel), multiplicado em meio de cultura para
obtengio de esporos (Agar 20 g, extrato de levedura
5 g, misturade sais 4,6 g, glicose 10 ge 4guadestilada
1000 mL) incubado por sete dias (26 £ 1 °Ce 12 h
de fotofase) (ALVES, MOINO; ALMEIDA, 1998).
Apos esse periodo, os conidios foram coletados e
acondicionados em tubos de vidro esterilizados e
mantidos a —10 °C por um periodo ndo superior a
30 dias até a realiza¢do dos bioensaios.

Avaliacées dos Parametros Biologicos. Foram
avaliados os parametros biologicos, germinagao
dos conidios, unidades formadoras de coldnias,
crescimento vegetativo ¢ produgdo de conidios no
sentido de identificar provaveis efeitos dos produtos

avaliados (produtos comerciais e extratos aquosos e
alcoolicos) sobre M. anisopliae, conforme estudos
desenvolvidos por Alves, Moino e Almeida (1998),
Silva, Neves e Santoro (2005) e Oliveira (2009).

Para tal, foram preparadas suspensdes com o0s
conidios produzidos, em tubos de vidro com 10 mL
de dgua destilada esterilizada + Tween® 80 (0,01%),
com agitagdo vigorosa e quantificagdo em camara
de Neubauer, padronizando-se na concentragao de
1x10° conidios/mL.

A) Germinacio: o meio de cultura a base de
Batata, Dextrose e Agar (BDA)+ 5 mg de tetraciclina
foi vertido em placas de Petri de fundo quadriculado.
Apos solidificagdao, foram inoculados 300 puL da
suspensdo de conidios (1,65 x10° conidios/mL) no
centro das placas que foram levemente agitadas
para espalhar a suspensdo. Em seguida, foi feita a
pulverizagao através de um pulverizador acoplado
a um compressor de ar, sob pressdo constante de
0,84 kgf/cm?, sendo 250 uL dos diferentes extratos
e produtos por placa. As placas foram mantidas por
16 h a 26 °C e 12 horas de fotofase e entdo, fez-
se a contagem do numero de conidios germinados
e ndo-germinados nos quatro campos centrais de
cada placa, em microscopio Optico, totalizando-se
aproximadamente 200 conidios/placa.

B) Unidades Formadoras de Colonia (UFC):
foram adotados os mesmos procedimentos do item
anterior, porém, inocularam-se 100 uL da suspensao
(1 x 10° conidios/mL) e as placas permaneceram em
incubagdo por cinco dias, quando se fez a contagem
das colonias formadas.

C) Crescimento vegetativo: o fungo foi
inoculado com uma alga de platina em 3 pontos
equidistantes na superficie do meio de cultura
BDA e as placas foram incubadas nas mesmas
condigoes, por 48 h, quando se fez a pulverizagao
dos tratamentos para evitar a remocao dos conidios.
As placas foram novamente incubadas nas mesmas
condigdes, durante cinco dias. Foram feitas duas
medidas perpendiculares das colonias, visando-se

obter o didmetro médio destas.
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D) Producdo de conidios: apds a avaliagdo
do crescimento vegetativo, duas colonias de cada
uma das placas foram recortadas e transferidas
individualmente para tubos de vidro esterilizado,
onde foram adicionados 10 mL de agua destilada
com Tween 80 (0,01%) para agitagdo, até o
Em seguida,
procedeu-se a contagem dos conidios em camara de

desprendimento dos conidios.

Neubauer.

Em todos os experimentos, para cada tratamento
e também para a testemunha (meio desprovido de
DFA), foram preparadas cinco placas, cada uma
considerada uma repeticao.

Os dados obtidos dos diferentes parametros
biologicos 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 versao 4.0 (FERREIRA, 2011).

Também verificou-se a compatibilidade entre
os tratamentos ¢ o fungo, conforme o calculo de
toxicidade proposto por Rossi-Zalaf et al. (2008):

_ 47|CV]+ 43[ESP]+10[GER |
100

1B onde:

IB= Indice Biologico; CV= porcentagem do
crescimento vegetativo da colonia apdés 7 dias,
em relacdo a testemunha; ESP= porcentagem da
esporulagdo das coldnias apoés 7 dias, em relagdo
a testemunha; GER= porcentagem de germinacao
dos conidios apos 16 h, visto que os valores de
CV, ESP e GER devem ser previamente corrigidos

em relagdo as respectivas testemunhas. Os valores
do IB (p=0,05) para a classificagdo dos produtos
foram: Téxico 0-41; Moderadamente Toxico 42-66
e Compativel > 66.

Resultados e Discussao

Produtos comerciais: Em geral, todos os
produtos com atividade fungicida diferiram (com
reducdo) da testemunha em relagdo aos pardmetros
viabilidade e formacdo de UFC (Tabela 3).

Para o crescimento vegetativo, ocorreu diferenga
significativa para os tratamentos Planta Clean® 0,5
CR e 2 CR, e Calda Bordalesa 0,5 CR, mostrando
estimulo no crescimento.

No entanto, para a produgdo de conidios houve
diferenca significativa (reducdo) em relacdo a
testemunha, exceto Planta Clean® 0,5CR e CR, ¢
Calda Bordalesa 0,5CR e CR, os quais estimularam
a esporulagdo. Esse resultado pode ter ocorrido
pelo fato da Calda Bordalesa ser composta por
cal hidratada e sulfato de cobre que apresentam
atividade antifingica.

Esse resultado divergiu dos encontrados por
Wenzel et al. (2008), em relagdo ao efeito do
cobre, contudo, os autores avaliaram o efeito do
agrotoxico Cuprozed (a base de oxicloreto de cobre)
no crescimento, esporulacdo e viabilidade do fungo
Lecanicillium lecanii. Verificaram a influéncia do
fungicida no crescimento e esporulacdo, no entanto
a capacidade de germinagdo dos conidios nio foi
afetada.
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Tabela 3. Médias de viabilidade, unidades formadoras de colonia (UFC), didmetro, produgdo de conidios, valores de
“T” e compatibilidade do isolado Unioeste 22 de Metarhizium anisopliae submetido a diferentes produtos.

Fungicidas Viabilidade (%) UFC Diametro (cm) (xci)gz(le(:L) T/C?
Testemunha 95,96 a 199,40 a 242Db 41,83 b -
Planta Clean® 0,5CR! 74,29 ¢ 144,40 ¢ 2,67 a 62,46 a 124,00/ C
Planta Clean® CR 70,38 ¢ 151,40 b 2,38 b 60,02 a 115,25/C
Planta Clean® 2CR 77,26 b 143,20 ¢ 2,63a 47,77 b 108,23 /C
C. Bordalesa 0,5CR 68,86 d 149,60 b 2,50 a 63,84 a 121,34/ C
C. Bordalesa CR 70,35 d 116,40 d 2,45b 59,75 a 116,53/ C
C. Bordalesa 2CR 61,24d 115,20 d 2,43 b 52,20 b 108,23 /C
C. Sulfocalcica 0,5CR 60,23 d 15,20 ¢ 2,36 b 30,92 ¢ 83,89/C
C. Sulfocalcica CR 52,57d 5,20 f 2,21b 14,61 d 63,41 /MT
C. Sulfocalcica 2CR 25,66 ¢ 0,00 f 2,23 b 18,17 d 64,85/ MT
Teste F 51.96 1096.07 2,85 17,04 -
C.V. 8.62 4.61 8,15 21,95 -
Indutores de Resisténcia Viabilidade (%) ~ UFC  Diametro (cm) (Xci’géc}‘gfu T/C
Testemunha 95,96 a 199,40 a 242 a 41,83 b -
Agro-mos® 0,5CR 83,16 ¢ 184,60 b 337a 37,00 b 96,23 /C
Agro-mos® CR 89,85 b 181,40 b 2,40 a 45,78 a 104,00/ C
Agro-mos® 2CR 75,16 d 179,60 b 241 a 46,81 a 102,76 / C
Agro-fos 0,5CR 85,71 ¢ 179,60 b 2,35a 37,79 b 93,61/C
Agro-fos CR 82,70 ¢ 178,80 b 336a 42,50 b 98,33 /C
Agro-fos 2CR 84,91 c 156,40 d 227 a 45,89 a 100,10/ C
Biogermex® 0,5CR 85,97 ¢ 176,00 b 2,29a 38,37 b 92,86/ C
Biogermex® CR 85,77 ¢ 171,80 ¢ 3,39a 46,39 a 103,23 /C
Biogermex® 2CR 83,83 ¢ 160.20 d 2,36 a 40,03 b 95,71/ C
Bion® 0,5 CR 62,78 e 181,80 b 235a 47,54 a 101,04/ C
Bion® CR 61,24 ¢ 178,80 a 2,40 a 54,44 a 108,95 /C
Bion® 2 CR 60,47 e 170,40 ¢ 2,49 a 40,84 b 96,84/ C
Teste F 72,07 27,31 1,06 2,37 -
C.V. 3,77 2,61 5,23 16,40 -
Inseticidas Viabilidade (%)  UFC D‘?:;f)tm (5100‘;1;‘;‘;;) T/C
Testemunha 95,96 a 199,40 a 242D 41,83 b -
Forth 0,5 CR 91,90 a 181,40 b 2,44 b 41,82 b 100,13/C
Forth CR 91,63 a 178,00 b 2,37b 36,64 b 93,24 /C
Forth 2 CR 88,04 a 179,20 b 2,34 b 58,79 a 115,05/C
Oleo de Citronela 0,5 CR 75,49 b 143,60 ¢ 241b 55,85a 112,28 / C
Oleo de Citronela CR 77,41 b 145,00 ¢ 2,40b 51,55a 107,87/ C
Oleo de Citronela 2 CR 70,91 b 141,40 ¢ 2,45b 43,29b 99,66/ C
Pironim® 0,5 CR 73,09 b 140,40 ¢ 2,80 a 55,84 a 119,39/ C
Pironim® CR 73,37 b 143,00 ¢ 2,49 b 61,84 a 119,76 / C
Pironim® 2 CR 68,90 b 149,20 ¢ 2,56 b 55,34 a 113,79/C
CV (%) 5.23 3,43 5,11 21,44 -
Fator F 28.58 79.86 5,33 3,21 -

Meédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Scott Knott a 5% de significancia.

IConcentragdes dos produtos: 0,5 CR = Metade da concentragdo recomendada; CR = Concentra¢do recomendada; 2CR = Dobro
da concentragdo recomendada.

C.V. = Coeficiente de variagao

*Valores de T, segundo Rossi-Zalaf et al. (2008) entre 0 ¢ 41 = toxico; entre 42 ¢ 66 = Moderadamente toxico; maiores que 66 =
compativel.

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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O produto Calda Sulfocalcica diferiu da
testemunha e apresentou redugdo significativa nas
UFC, produgao de conidios e viabilidade, nas trés
concentracdes testadas, sendo que na CR e no 2
CR apresentaram redugdo de 67% na producdo
de conidios (Tabela 3). O efeito negativo da
Calda Sulfocalcica pode ser atribuido a presenca
de polissulfetos de calcio que proporciona agao
fungicida (ABREU JUNIOR, 1998; AZEVEDO,
2003). Nesse sentido, estudos realizados por Sosa-
Gomez et al. (2003) demonstram que o produto
Kumulus DF, a base de enxofre, inibiu a germinagéo
de conidios de Nomuraea rileyi (fungo da mesma
familia de M. anisopliae) em mais de 90%,
corroborando com dados deste trabalho. Também,
Formentini (2009) observou redu¢do nos parametros
UFC, didmetro e producao de conidios quando
avaliou a compatibilidade do produto Stubble-Aid,
que contém enxofre na sua composi¢do, com o
fungo M. anisopliae.

Para os produtos indutores de resisténcia,
observou-se que os tratamentos para os parametros
viabilidade e UFC também diferiram da testemunha
(redugdo). Dentre os produtos, verificou-se que o
Bion® em todas as concentra¢des e 0 Agro-mos® no
2 CR apresentaram maiores reducdes em relacao
a germinagdo (Tabela 3). Os valores de UFC, em
média diminuiram 18% para o produtos Agro-fos e
Bion®(2 CR) e Biogermex® (CR ¢ 2CR) (Tabela 3).

O produto Biogermex®
composicao bioflavonodides, que segundo Tsuchiya
etal. (1996) tém capacidade de se ligar com proteinas
extracelulares e paredes celulares de bactérias
e fungos, inativando-as e rompendo-as. Diante
do exposto, ¢ provavel que a redugdo das UFCs
esteja relacionada ao impedimento do processo de
germinagdo e ou a acdo dos referidos metabdlitos
sobre a membrana logo apds a germinacao,
destruindo-a (SILVA, 2010).

possui em sua

Em relagdo ao didmetro, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Entretanto para a
conidiogénese, os produtos Agro-mos® (CR e 2 CR),

Agro-fos (2 CR), Biogermex® (CR) e Bion® (0,5
CR e CR), diferiram da testemunha, estimulando
a produgdo. Porém, apesar do estimulo provocado
pelo produto Bion® na produgdo de conidios, o
mesmo reduziu a viabilidade em 36% (Tabela 3).

Ressalta-se que o Bion® ¢é composto por
um andlogo do acido
salicilico, que segundo Resende et al. (2002), age
diretamente sobre a planta e ndo sobre o patogeno,
ativando mecanismos de defesa da planta como

acibenzolar-S-methyl,

aumento da atividade de enzimas relacionadas a vias
secundaria do metabolismo e sintese de fitoalexinas.

Estudos sobre o potencial de controle de
acibenzolar-S-methyl tém sido realizados com
sucesso em diversos patossistemas como oidio em
trigo (GORLACH et al., 1996); mildio em tabaco
(FRIEDRICH et al., 1996) mildio em Arabidopsis
(LAWTON et al., 1996); ferrugem do feijao-vagem
(SIGRIEST et al., 1997); pinta preta do tomateiro
(TOFOLI, 2002) e cancro da haste em meldo
rendilhado (RIZZO; FERREIRA; BRAZ., 2003).

Nos produtos com caracteristicas inseticidas,
observou-se que Oleo de Citronela e Pironim®, em
todas as concentragdes testadas, diferiram (redugio)
da testemunha para o parametro viabilidade. Entre
as concentragdes dos produtos Oleo de Citronela e
Pironim® houve redu¢do da viabilidade em média
de 22 e 25%, respectivamente.

Analisando-se o efeito sobre a viabilidade
do fungo M. anisopliae, resultados semelhantes
foram encontrados por Hirose et al. (2001) que
relataram redugdo significativa da germinagdo do
M. anisopliae CB 38 quando aplicado 6leo de nim
(2%). Da mesma forma, Formentini (2009), que
utilizou o produto Dalneem®, a base de 6leo de nim,
observando reducdes de aproximadamente 20 e
15%, na 0,5 CR e CR, respectivamente

Para UFC, os mesmos produtos causaram
reducao média de 28%, sendo significativo.

Em relagdo ao diametro, somente o produto
Pironim® a 0,5 CR diferiu da testemunha com
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um aumento de 15%. Em relagdo a producdo de
conidios, a testemunha ndo diferiu dos tratamentos
Forth (0,5 e CR) e Oleo de Citronela (2 CR), ja os
outros produtos estimularam a produgao de conidios,
apesar da influéncia dos produtos na viabilidade e
UFC (Tabela 3).

Esse aumento na producdo de conidios,
estimulado por alguns produtos, pode ter acontecido
devido a degradacdo e metaboliza¢ao dos principios
toxicos pelo fungo (ALVES, 1998).

Ainda, Moino e Alves (1998) argumentam que
0 microrganismo, num mecanismo de resisténcia
fisioloégica, pode metabolizar os componentes
do ingrediente ativo, utilizando as moléculas
resultantes desse processo, liberadas no meio de
cultura, como nutrientes secundarios, promovendo
seu crescimento vegetativo e a conidiogénese. Com
relagdo a compatibilidade, todos os produtos testados
com caracteristicas de indutores de resisténcia e
inseticidas foram compativeis com o fungo M.
anisopliae, ¢ dentre os fungicidas, apenas o Calda
Sulfocalcica na CR e 2 CR, foram classificados
como moderadamente toxicos (Tabela 3).

Extratos aquosos. Observou-se que todos os
extratos afetaram de alguma maneira o fungo,
reduzindo a viabilidade, a UFC, o didmetro ou a
producdo de conidios. Para a viabilidade, verificou-
se que apenas o extrato de cinamomo ndo diferiu
da testemunha, enquanto que os extratos de capim
cidreira e citronela apresentaram maior redugdo
sobre o fungo M. anisopliae (Tabela 4).

Rozwalka et al. (2008), utilizando extrato
de capim cidreira a 10% misturado em BDA,
observaram redugdo do crescimento micelial,
embora tenha trabalhado com o fungo Coletrotricum
gloeosporioides (Melanconiales), corroborando
com o resultado deste trabalho. Da mesma forma,
o efeito fungitoxico do oleo essencial de capim
cidreira foi comprovado para Glomerella cingulata
(Diaportales), apresentando inibi¢do de 100% do

crescimento micelial.

A acgdo 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
destrui¢do (SIMOES et al., 2002).

Os valores médios de UFC obtidos com os
extratos de canela, louro e orelha de pau nao
diferiram da testemunha. Ja os extratos de eucalipto,
capim cidreira, arruda, mamona, curcuma, citronela
e alecrim reduziram de 20 a 35% as UFCs em
relacdo a testemunha (Tabela 4).

No diametro, os extratos de louro, nim, mamona,
eucalipto, circuma e orelha de pau ndo provocaram
alteragdes significativas em relacdo a testemunha,
ao contrario dos extratos de capim cidreira, arruda,
cinamomo, canela, citronela e alecrim, com os quais
houve redugao entre 1,8 a 7,6 % (Tabela 4).

Na producdo de conidios, observou-se que o0s
extratos capim cidreira, arruda, canela, alecrim
e orelha de pau diferiram, significativamente, da
testemunha, com redu¢do na producao entre 24
a 39%. No entanto, com o extrato de eucalipto
obteve-se a maior produ¢do de conidios, ocorrendo
um estimulo, assim como o crescimento vegetativo
aumentou (Tabela 4).

Estudos realizados por Formentini (2009),
avaliando a atividade antimicrobiana do extrato de
eucalipto sobre M. anisopliae mostraram redugao no
crescimento vegetativo, divergindo deste trabalho,
provavelmente por ter sido aqui empregado material
vegetal seco para o extrato, além de outros fatores
relacionados como estado nutricional da planta,
época de coleta, entre outros.

A redugdo causada pelo extrato de eucalipto na
viabilidade e UFC pode ser explicada pela presenca
de taninos, que inibem as enzimas do fungo, ou
se unem aos substratos dessas enzimas, ou ainda
os taninos agiram sobre a membrana celular dos
fungos, alterando seu metabolismo (SIMOES et al.,
2002).
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Estudos realizados por Pedroso et al. (2009),
analisando o crescimento micelial do fungo
Alternaria solani (Moniliales), comprovaram que
o extrato de arruda a 10% inibiu o crescimento
vegetativo do fungo. Também Celoto et al. (2008)
verificaram que o extrato aquoso de arruda 20%
inibiu mais de 90% da germinagdo de esporos do

fungo C. gloeosporioides.

A mamona em geral apresentou um estimulo
no crescimento vegetativo, mas reduziu as UFC
em cerca de 22%. Isto pode ter ocorrido pela
presenga de ricina, a qual ¢ muito toxica, inibindo
os ribossomos, interrompendo a sintese protéica
(LORD; ROBERTS; ROBERTUS, 1994). Este
composto pode ter interferido no metabolismo
do fungo, reduzindo sua viabilidade e as unidades
formadoras de coldnias. A possivel explicacdo da
reduc@o das UFCs e ndo do crescimento vegetativo,
seria devido a aplicagdo do extrato para avaliar a
UFC ser no proprio dia que foi inoculado o fungo,
ja no crescimento vegetativo, o extrato foi aplicado
48 horas ap0s a inoculacdo do fungo, permitindo a
germinagao e o desenvolvimento do fungo.

O extrato de cinamomo reduziu a UFC em 17%,
contrastando com o estudo de Milanesi et al. (2009),
que avaliaram o efeito dos extratos de cinamomo
(Melia azeradach) sobre o crescimento micelial de
C. gloeosporioides, concluindo que o mesmo nao
se mostrou efetivo no controle do fungo, e ainda
observaram estimulo no crescimento micelial do
fitopatogeno.

A carcuma apresenta atividade fungicida, no
entanto apenas as UFC foram prejudicadas. A
ctircuma ¢ conhecida pelo seu emprego na medicina
e na alimentacdo devido a presenca de corantes,

substancias antioxidantes e antimicrobianas
(CECfLIO FILHO et al., 2000), sendo a curcumina
o principal composto do rizoma da clrcuma
(COUTINHO et al., 2004).

O efeito inibitério no crescimento micelial
causado pelo extrato do rizoma de clrcuma
foi evidenciado para Fusarium oxysporum €
Rhizoctonia solani, que pertencem a mesma classe
Hyphomycetes, alcangcando 60% de reducdo na
concentracdo de 1% em meio BDA (AMARAL;
BARA, 2005). Contudo, dificil a
comparacdo entre os trabalhos pela diferenca no
método adotado pelos autores citados, os quais

incorporaram os extratos no meio BDA.

torna-se

O extrato das folhas de canela apresenta atividade
inseticida e fungicida, no entanto apresentou maior
acdo sobre a producdo de conidio. Isso pode ter
ocorrido devido a presenga de tanino, que tal
como citado para o extrato de eucalipto, possui a
propriedade de inibir enzimas dos fungos e até
mesmo de se ligar ao substratos dessas enzimas
(SIMOES et al., 2002).

O extrato de citronela foi prejudicial para a
germinagdo ¢ UFC. Vale ressaltar que a maioria dos
trabalhos encontrados sdo com o 6leo de citronela, o
que dificulta a discussdo, ja que a forma de extragao
¢ feita mediante destilagdo por arraste com vapor
de agua.

Ainda assim, Lima et al. (2010) observaram
que nas concentragdes superiores a 1500 ppm, o
oleo citronela reduziu (100%) a germinacdo de
Colletotrichum gossypii (Melanconiales), fungo
responsavel pela ramulose, principal doenga que
ataca o algodoeiro.
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Tabela 4. Médias (= EP) da viabilidade, Unidades Formadoras de Colonias (UFC), crescimento vegetativo e produgdo de conidios de Metarhizium anisopliae
(Unioeste 22), em contato com diferentes extratos aquosos de plantas e basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus na concentragao de 10% (26+1°C fotofase de 12

horas.
Extratos Viabilidade UFC Diametro Producao de conidios
Variagdo L Variagdo Variagdo Variagdo
(%) woﬂom%ﬂcm_ Meédia UFC @oﬂoo:nﬁ:m_ (om?) @oaoo:mcm_ (< 10%) coHoo%Em_ T/

Testemunha 96,94+0,37a 0 205,50+12,64a 0 3,33+0,10a 0 133,03+11,43a 0 -
Alecrim 64,12+3,16¢ -33,86 161,20+5,21b -21,60 3,22+0,06b -3,42 100,77+7,72b -24,25 84,62 /C
Capim cidreira 55,81+£2,17d -42.43 137,0043,08¢ -33,37 3,09+0,07b -7,20 97,58+15,60b -26,65 80,90/ C
Citronela 58,66+4,04d -39,49 161,00+5,75b -21,69 3,24+0,11b -2,70 118,08+17,96a -11,24 89,94/C
Louro 88,56+1,40b -8,64 206,80+16,81a 0,58 3,43+0,10a 3,00 130,29+10,90a -2,06 99,65/ C
Nim 82,68+2,01b -4,71 177,40+10,55b -13,72 3,52+0,08a 5,58 122,68+12,86a -7,78 97,85/C
Mamona 82,40+1,67b -15,00 159,50+6,37b -22,37 3,49+0,12a 4,80 132,44+491a -0,44 98,30/ C
Cinamomo 92,94+1,43a -4,13 170,50+7,80b -17,02 3,27+0,15b -1,80 132,0146,90a -0,76 98,40 /C
Eucalipto 83,75+2,47b -13,60 134,20+18,59¢ -34,73 3,59+0,06a 7,86 149,84+721a 12,64 107,61/ C
Arruda 87,13+1,52b -10,12 173,40+2,50b -21,60 3,07+0,09b -7,62 100,75+5,36b -24.27 85,00/ C
Curcuma 80,85+0,91b -16,60 139,00+11,90¢ -31,61 3,39+0,06a 1,80 130,4049,52a -1,98 98,33/C
Canela 87,88+1,44b -9,35 206,80+2,92a 0,58 3,14+0,05b -5,52 101,02+15,84b -24,06 86,15/C
Orelha de pau 83,96+2,92b -13,39 199,80+3,62a -2,82 3,39+0,16a 1,98 80,91+10,79b -39,18 82,80/ C

CV(%) 6,06 12,58 6,74 21,41 -

Fator F 34,60 7,58 2,70 3,05 -

Meédias (+ EP) 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).
"Valores de T, segundo Rossi-Zalaf et al. (2008): entre 0 e 41 = toxico; entre 42 ¢ 66 = Moderadamente toxico; maiores que 66 = compativel
Fonte: Elaboracdo dos autores.
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O extrato de alecrim influenciou a atividade
fingica nos parametros das UFC e produgdo
de conidios, reduzindo-os. Provavelmente esse
resultado ocorreu pela presenga do terpeno, que
possui caracteristica lipofilica, compartilhando a
fase aquosa das estruturas da membrana, causando
sua expansdo e desordem na estrutura da mesma,
além de inibigdo de enzimas ali embebidas, podendo
ser esses efeitos os responsaveis pela atividade
antifingica desse extrato (SIKKEMA; BORT;
POOLMAN, 1995).

O extrato de orelha de pau € usado como
indutor de resisténcia, contudo, de acordo com
Viecelli et al. (2009), o extrato de filtrado de
cultura de P. sanguineus nao interferiu na producao
de conidios, viabilidade e crescimento do fungo
Pseudocercospora  griseola, discordando dos
resultados encontrados no presente trabalho, os
quais diferiram da testemunha para viabilidade e

produgdo de conidios (Tabela 4).

Em relagdo a toxicidade, todos os extratos
vegetais aquosos e basidiocarpos de P. sanguineus
mostraram-se
4).
semelhantes,

compativeis ao fungo (Tabela
(2009)

quando estudou os

Formentini encontrou resultados
extratos de
alecrim, eucalipto, capim-limdo e curcuma sobre
M. anisopliae, sendo o alecrim o que mais afetou

o fungo.

Extratos alcodlicos. Dentre os parametros
testados, somente UFC, nao diferiu da testemunha.
Os demais parametros sofreram reducdo pelos
extratos vegetais alcodlicos (Tabela 5).

Em relagdo a viabilidade dos conidios, verificou-
se que houve redugao entre 53 e 84% dos tratamentos
com sua respectiva testemunha (Tabela 5).

O numero de UFC formadas na presenca dos
extratos foi reduzido em relacdo a sua respectiva
testemunha, porém, nao foi significativo.

O crescimento vegetativo do fungo em contato
com arruda, mamona, cinamomo ¢ nim também foi
reduzido entre 5 e 11%, assim como ocorreu em

relacdo a conidiogénese, cuja produciao do fungo
decresceu 35%, sendo que ambos diferiram da
testemunha (Tabela 5).

O extrato alcodlico de citronela estimulou o
crescimento vegetativo em 5,3%, assim como
também estimulou a produgdo de conidios em
12,7%, entretanto sua viabilidade foi reduzida em
torno de 75 %.

O extrato alcoolico de alecrim também provocou
redug¢do na produc¢ao de conidios, em 27%, diferindo
de sua testemunha. Neste caso, os terpenos que
compdem o alecrim, podem ser os responsaveis por
parte da inibicdo do crescimento do fungo. Estudos
semelhantes, mas com o 06leo essencial, também
demonstraram o potencial antimicrobiano deste
extrato sobre fungos fitopatogénicos nos estudos
realizados por Pereira et al. (2006) e Itako et al.
(2008), eles avaliaram a inibigdo do crescimento
micelial, producdo de conidios e germinacdo dos
conidios.

Quanto ao eucalipto, sua acdo reduziu em
72% a viabilidade dos conidios e cerca de 23%
na quantidade de UFC. O extrato desta planta ndo
afetou o crescimento vegetativo das colonias, ¢ a
conidiogénese teve uma reducdo percentual de 11%,
ndo diferindo da testemunha (Tabela 5).

Em relagdo aos dados obtidos com o fungo
produzido em contato com o extrato de capim-
cidreira, verificou-se que a germinagdo dos conidios
foi afetada em 75%. O numero de UFC reduzido
foi de 28%, quanto ao crescimento vegetativo,
nao houve diferenga estatistica significativa, nao
interferindo também na produgdo de conidios,
porém apenas 25% dos conidios produzidos sdo
viaveis (Tabela 5).

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
numero de UFC produzido foi reduzido em 28% em
relacdo a testemunha, sendo significativo (Tabela
5).
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Tabela 5. Médias (+ EP) da viabilidade, Unidades Formadoras de Colonias (UFC), crescimento vegetativo e producdo de conidios de Metarhizium anisopliae
(Unioeste 22), em contato com diferentes extratos alcodlicos de plantas na concentragdo de 10% (26+1°C fotofase de 12 horas.

Extratos Viabilidade UFC Didmetro Producao de conidios
%) Variacao Meédia UFC Variacao (cm?) Variacao (x 109) Variagdo T/C
percentual percentual percentual percentual
Testemunha 89.43+133a 0 61,80+ 5,59 a 0 2,87+ 0,02 a 0 59,53 +1,18a 0 -
Alecrim 27,26 +£2,47¢ -69,60 50,60 + 3,82 a -18,12 2,92 +0,04a 1,46 43,54+ 3,60b -26,85 82,18 /C
Capim cidreira 21,81 +7,49¢ -75,67 44,40+3,75a -28.,16 2,86 +0,08a -0,70 54,22 +2.61la -8,92 88,27/C
Citronela 22,48 £391c -75,02 41,80 £2,96 a -32,36 3,03+0,23a 5,35 67,14 £691a 12,79 100,51 /C
Louro 27,67 £4,22¢ -69,14 55,80 +9,14 a -9,71 2,91 £0,02a 1,25 46,20+ 5,95b -18,44 85,75/C
Nim 41,98 £6,15b -53,18 57,80+ 7,19 a -6,47 2,71 +£0,07b -5,70 37,10+ 5,24b -37,69 75,80/ C
Mamona 27,00 £ 5,18¢ -69,89 47,80 £4,03 a -22,65 2,74 +0,05b -4,80 42,34+ 2,80b -28,87 78,34/ C
Cinamomo 34,67 + 6,46b -61,33 52,40+ 333 a -15,21 2,56 £ 0,02b -10,92 36,32+ 2,48b -38,99 71,97/C
Eucalipto 25,00 + 5,58¢ -72,13 47,60 £ 2,60 a -22,98 2,88 +0,02a 0,28 52,92 + 3,02a -11,10 88,14/ C
Arruda 20,86 +4,54¢ -76,73 44,00+ 1,82 a -28,80 2,61 +0,04b -9,25 38,48+ 6,48b -35,35 72,78 / C
Curcuma 13,74 + 2,66¢ -84,67 51,60 + 5,66 a -16,50 2,87 £0,03a -0,07 59,10 £ 5,17a -0,73 91,19/C
Canela 23,40 +3,73¢ -73,91 42,60 £4,76 a -31,07 2,80 + 0,06a -2,71 47,96 +7,20b -19,44 82,98 /C
CV (%) 34.29 22.27 6,32 21,85
Fator F 16.76 1.63 2,91 4,33

Meédias (+ EP) seguidas de mesma letra na coluna, para cada produto testado, ndo diferem entre si pelo Teste de Scott Knott a 5% de significancia.
Valores de T, segundo Rossi-Zalaf et al. (2008): entre 0 e 41 = toxico; entre 42 ¢ 66 = Moderadamente toxico; maiores que 66 = compativel.
Fonte: Elaboragao dos autores.
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Quanto ao crescimento vegetativo, foram obtidas
coldnias em torno de 9% menores que a testemunha,
diferindo significativamente. Além disso, observou-
se diminuicao de 35% na producdo de conidios
do tratamento com arruda em relagdo ao controle
(Tabela 5).

O efeito inibidor e crescimento micelial causado
pelo extrato fresco de folhas de arruda também foi
verificado por Salvadori et al. (2003), trabalhando
com o fungo Colletotrichum gloeosporioides,
obtendo até 23% de inibigao.

Em relagdo ao extrato de mamona, verificou-se
reducdo de 69% sobre a germinagdo, o niimero de
UFC foireduzido em torno de 22%, e aconidiogénese
sofre uma reducdo percentual significativa de 28%
(Tabela 5).

O extrato de curcuma foi considerado prejudicial
somente para o parametro viabilidade, sofrendo uma
diminui¢do em torno de 84%. O desenvolvimento
das UFC que tiveram contato com este extrato nao
diferiram significativamente da testemunha (Tabela
5).

Outros estudos relacionados a atividade da
curcuma revelam sua acdo bactericida e fungicida
para fungos fitopatogénicos (AMARAL; BARA,
2005; BALBI-PENA et al., 2006). Neste sentido,
Cecilio Filho et al. (2000) fez uma revisdo sobre
o potencial da curcuma, destacando sua atividade
antimicrobiana, atribuida a curcumina e aos o6leos
essenciais da planta. Assim como para os demais
extratos vegetais aqui estudados, desconhecem-
se relatos sobre o efeito da ciircuma sobre fungos
entomopatogénicos.

O extrato alcoolico de canela reduziu em 74%
a viabilidade do fungo, diferindo da testemunha,
ja as UFCs, sofreram reducdo percentual de 31%,
porém ndo diferiram da respectiva testemunha,
j4 a produgdo de conidios diferiu da testemunha,
sofrendo uma redug@o percentual de 20% (Tabela 5).

A canela possui com constituinte principal
o cinamaldeido, o qual pode ter interferindo
consideravelmente na viabilidade do fungo.

A atividade fungitoxica do extrato alcoolico
de canela sobre os fungos Aspergillus ochraceus,
Penicillium roqueforti e Rhizopus stolonifer, foi
verificada por Araujo et al. (2009), causando total
inibicdo o crescimento micelial nas concentragdes
de 10, 20 e 25%.

Observou-se que o extrato de cinamomo
interferiu em 61% da viabilidade do fungo, o
numero de UFC reduzidas foram de 15%, além
disso, o diametro foi reduzido em torno de 11%,
reduzindo assim a produgdo de conidios em 39%,
sendo todos significativos (tabela 5).

O extrato de louro causou redug¢do na viabilidade
em torno de 69%, também diferindo da testemunha,
como todos os extratos aqui citados, mas sua
redugdo percentual na producao de conidios ndo foi
tao expressiva, comparando-se aos outros extratos.

O extrato de nim reduziu em 53% a germinagao
do fungo, e 37% a producdo de conidios, sem
afetar outros parametros. A ag¢@o negativa do nim
sobre M. anisopliae tem sido demonstrada em
diversos trabalhos, contudo, ressalta-se que em
todos eles avaliou-se o 6leo dos frutos e sementes
de nim, sendo que tanto nas folhas, como nos frutos
encontra-se azadiractina, o qual pode ter causado
as reducdes nos parametros. Hirose et al. (2001)
obtiveram menor didmetro das colonias (36,8%),
inibi¢do da conidiogénese (54,3%) e da germinagao
dos conidios (17,2%), e, teste com o6leo de nim,
corroborando com os dados deste trabalho.

Dentre os extratos utilizados, aquoso ¢ alcoolico,
a maior alteragdo foi causada pelos extratos
alcoolicos reduzindo a viabilidade do fungo,
variando entre 50 e 80%. E provavel que este efeito
esteja associado a solubilidade de certos compostos
presentes nos extratos, nos respectivos solventes que
apresentam diferentes polaridades (agua e alcool).
Desta forma, ¢ possivel que nos extratos alcodlicos
existam compostos de acgdo tdxica, ausentes nos
extratos aquosos.

Apesar dos extratos vegetais terem interferido
na germinacdo e producdo de conidios, todos os
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extratos apresentaram valores de toxicidade bem
acima do minimo para que possam ser considerados
compativeis. Contudo, a utilizacdo desses extratos
deve ser criteriosa, principalmente aqueles que
causaram maior impacto sobre a viabilidade dos
conidios, como é o caso do extrato alcodlico de
curcuma (reducdo de 84% na viabilidade dos
conidios). Nesse sentido, a germinagao ¢ um fator
muito importante no processo de infeccdo, uma vez
que esta inicia-se a partir da adesdo dos conidios no
tegumento do inseto (ALVES, 1998; NEVES et al.,
2001).

Assim, conclui-se que os produtos aqui avaliados,
exceto a Calda Sulfocalcica, podem ser utilizados,
apos a aplicagdo
do fungo M. anisopliae, no minimo 48 h, tempo

recomendando-se aplica-los

necessario para a germinagao dos conidios e invasao
do hospedeiro pelo fungo (TAMALI et al., 2002), de
forma a se estabelecer a seletividade ecologica do
produto através do espago e tempo, respectivamente
(YAMAMOTO et al., 1992).
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