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Resumo: A utilizacdo conjunta de defensivos naturais com fungos entomopatogénicos pode ser uma
estratégia eficiente no controle de pragas e doencas, reduzindo a utilizacdo de defensivos quimicos,
tornando os sistemas de producdo mais sustentaveis, obtendo produtos mais saudaveis, promovendo a
agro biodiversidade e diminuindo as press8es nos agroecossitemas. Contudo, os defensivos naturais
podem atuar negativamente sobre os fungos, por inibir as Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) e até
causar mutacfes genéticas, fatores que podem levar a diminuicdo da viruléncia. Assim, o objetivo desse
trabalho foi verificar o efeito do extrato aquoso de folhas de Azadirachta indica A. Juss (nim), e urina bovina
sobre a viabilidade do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana em diferentes periodos de tempo de
contato. Foi utilizada a dose média do extrato aquoso de folhas de A. indica A (160 g L™) e urina bovina
(1%). A suspensao de conidios 1,0 x 10° conidios mL™ do fungo e os defensivos foram pulverizadas com
pulverizador manual em circulos de Panicum maximum (capim-mombaca) até o completo molhamento
superficial. A avaliag&o foi realizada nos tempos de 0, 24 e 48 horas de contato. A urina bovina e a A. indica
nao foram compativeis com o fungo B. Bassiana nos intervalos 0, 24 e 48 horas de contato.

Palavras chave: Seletividade, Azadirachta indica, Urina bovina.

Compatibility between natural pesticides and the en tomopathogenic fungus Beauveria
bassiana (bals.). Vuill

Abstract: The joint use of natural pesticides using pathogenic fungi can be an effective strategy to control
pests and diseases, reducing the use of chemical pesticides, making them more sustainable production
systems, getting healthier products, promoting agricultural biodiversity and reducing pressures on
agroecosystems. However, the natural defensive can impact fungi by inhibiting Colony Forming Units (CFU)
and to cause genetic mutations, factors that can lead to decreased virulence. The objective of this work was
to evaluate the effect of aqueous extract of Azadirachta indica A. Juss leaves and bovine urine on the
viability of entomopathogenic fungus Beauveria bassiana at different periods of contact time. The average
dosage of the aqueous extract of A. indica A. Juss leaves (160 g L") and bovine urine (1%) was used. The
conidia suspension of 1.0 x 10° mL* conidia of the fungus and pesticides were sprayed with manual spray in
Panicum maximum (capim-mombaca) grass circles until the complete surface wetting. The evaluation was
performed at times 0, 24 and 48 hours of contact. The bovine urine, Azadirachta indica A. Juss were not
compatible with the entomopathogenic fungus B. bassiana in the intervals 0, 24 and 48 hours of contact.

Keywords: Selectivity, Azadirachta indica, Bovine urine.
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A demanda por alimentos livres de
agrotoxicos tem levado a busca de técnicas de
manejo para o controle de pragas e doencas,
como exemplo, plantas com acdo inseticida,
controle biolégico e subproduto da atividade
agropecuaria. O controle microbiano é uma das
praticas mais frequentes, sendo os fungos
entomopatogénicos, mais  utilizados, com
destaque para Beauveria bassiana (bals.). Vuill e
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin devido
a facil producdo em larga escala (Faria et al.,
2001).

A conservacao de fungos
entomopatogénicos no  agroecossistema é
considerada a estratégia mais simples e
econdmica de utilizacdo desses microrganismos
(Silva et al., 2005), assim, produtos fitossanitarios
seletivos aos entomopatdgenos sdo necessarios,
diminuindo o impacto entre pragas e seus
predadores, parasitoides e patégenos,
responsaveis pelo controle bioldgico natural
(Alves, 1998).

Os limondides presentes na folha da

Azadirachta indica A. Juss (nim),
(tetranortriterpendides) sdo conhecidos por
apresentar atividade contra insetos,

principalmente na intervencdo de seu crescimento
por inibicdo de sua alimentag&o, conhecida como
atividade fagoinibidora. A AZA é sem duvida o
limondéide com maior potencial de uso contra
insetos, interferindo nas glandulas endécrinas que
controlam a metamorfose e impedindo o
desenvolvimento da ecdise (Corréa & Vieira,
2007). Essa substéncia pode também inibir a
vitelogenina durante a ovogénese de artrOpodes
(Jonsson & Piper, 2007).

O extrato aquoso das folhas de A. indica A.
Juss, tem sido utilizada no controle da lagarta
Spodoptera frugiperda (Viana et al., 2006.),
Lutzomyia longipalpis (mosquito-palha) (Maciel,
2009) e mosca branca em tomateiro (Gon et al.,
2014). Assim como o extrato de nim, a urina
bovina funciona como inseticida natural quando
regularmente aplicada, podendo ser aplicada
sobre as folhas das plantas e sobre o solo, tendo
a vantagem de ser rapidamente assimilada
(Filgueira, 2008).

A urina bovina quando aplicada em plantas
cultivadas, tem apresentado vantajosos atributos
na nutricdo e no controle de pragas como psilideo
(Trizoida sp.) (Barbosa et al., 2002), nematoides
(Ritzinger & Fancelli, 2006), acaro branco (Souza
et al., 2010) e lagarta Spodoptera frugiperda
(Locatelli et al., 2013).
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As interacdes entre 0s fungos
entomopatogénicos e os produtos fitossanitarios
podem ser positivas, quando ocorre uma acao
sinérgica entre o patégeno e o produto, ou
negativas, quando ocorre a inibicdo de um dos
componentes do patdgeno (Alves, 1998).

Assim, estas interacbes devem ser
consideradas ndo s6 nos programas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP), mas também em
sistemas de producdo ecolbdgica, pois, quanto
mais seletivo for o defensivo natural mais
eficiente sera a conservacgao dos
entomopatdgenos nos agroecossitemas, e maior
sera a eficiéncia no controle de pragas.

Os estudos de compatibilidade entre
defensivos e fungos entomopatogénicos tem sido
realizados quase na sua totalidade envolvendo
produtos quimicos, Tanzani, (2002), Tamai et al.
(2002), Andal6 et al. (2004), Silva et al. (2005),
Silva et. al. (2006), Gassen et al. (2008), Santos
(2008), Barci (2009), Soares (2011), sendo que
um ndmero muito reduzido de trabalhos trata da
compatibilidade desses microrganismos com
defensivos naturais (Goncalves et al.,, 2012,
Rocha et al., 2012 & Luckmann, 2013).

Assim, este trabalho teve como objetivo
verificar o efeito do extrato aquoso de folhas de
Azadirachta indica A. Juss e urina bovina sobre a
viabilidade do fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana em diferentes periodos de tempo de
contato.

O experimento foi conduzido no laboratério
de Entomologia do Centro de Ciéncias Agrarias
[CCA] da Universidade Estadual do Tocantins
[Unitins], localizado em Palmas - TO. Foram
utilizadas estruturas de reproducédo (conidios) do
fungo entomopatogénico Beauveria bassiana
proveniente da Colecdo de Microrganismos do
Laboratério de Entomologia da Unitins. Os
defensivos naturais testados foram: extrato
aquoso da folha de A. indica e urina bovina,
utilizando a dose média, 160 g L* e 1%,
respectivamente.

As folhas de A. indica foram colhidas no
entorno do CCA e lavadas com éagua corrente.
Posteriormente foram pesadas e trituradas com
agua destilada em liquidificador industrial e
coadas em tecido voal, a solucdo aquosa
permaneceu em repouso por 24 horas.

A urina bovina de uma fémea foi coletada
na hora da ordenha, em uma propriedade no
municipio de Palmas - TO, em seguida foi
adicionada agua destilada ajustando a
concentracao em 1% de urina para 99% de agua,
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a solucéo ficou em repouso por 24 horas (Alves,
1998).

O fungo foi cultivado em meio de cultura
especifico para esporulagdo de B. bassiana,
composto por: KH,PO,— 0,36 g; Na,HPO, 7H,O —
1,05 g; MgSO, 7H,O — 0,60 g; KCI — 1,00 g;
glucose — 10,00 g; NaNO; — 1,58 g; extrato de
levedura — 5,00 g; agar — 20,0 g e agua destilada
— 1000 mL (Alves, 1998).

Para a pulverizagdo dos defensivos
naturais e do fungo B. bassiana utilizou-se como
substrato o0 capim Panicum maximum c.v.
mombaca na tentativa de reproduzir em
laboratério o que ocorre no campo.

Para isso, o capim foi coletado no campo
Agrostolégico do CCA, lavado em agua corrente,
deixado em repouso por 20 minutos em solucéo
de hipoclorito de sddio a 2%, logo apos foi
cortado com um vazador (2 cm?) e colocado em
gerbox, que possuia nove amostras.

Foi preparada uma suspensédo com o fungo
em 10 mL de &gua destilada esterilizada contendo
tensor ativo Tween® 80 (0,01%) em tubos de
fundo chato. A partir dessa suspensao procedeu-
se diluicao seriada para quantificacdo de conidios
em camara de Neubauer para padronizacdo da
concentracdo em 1,0 x 10° conidios mL™ (Alves,
1998). A suspensédo de conidios foi pulverizada
manualmente nos circulos de Panicum maximum
atté o completo molhamento superficial
(aproximadamente 4 mL).

Apés a pulverizacdo da suspensao,
também foram borrifados os defensivos naturais
na dosagem média (aproximadamente 4 mL),
como testemunha foi pulverizada apenas a
suspensao de fungo.

Foi avaliado o efeito dos produtos
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fitossanitarios naturais sobre o fungo em
diferentes tempos de contato, 0, 24 e 48 horas.

Assim, para o tempo 0 apds a pulverizacdo
da suspensdao e dos defensivos naturais foi
retirado do gerbox dois circulos de capim de cada
repeticdo por tratamento (testemunha, urina e A.
indica e colocado em 10 mL de agua destilada
com tensor ativo Tween® 80 (0,01%) e agitado.
Desses 10 mL e 0,1 mL foram semeados em
placa de Petri de 9 cm de didmetro, sendo
espalhados com o auxilio de uma alca de
Drigalski. O mesmo procedimento foi realizado
para o tempo 24 e 48 horas de contato entre os
defensivos naturais e o fungo B. bassiana.

O parametro utilizado para verificar a
compatibilidade foi a producdo de conidios por
meio da contagem das colbnias expressas em
unidades formadoras de colénia (UFC). As placas
foram mantidas durante seis dias em cémara
climatizada tipo B.O.D, a temperatura de 26 + 1
°C e 12 horas de fotofase, quando foi realizada
contagem das mesmas. O delineamento
experimental utilizado foi o blocos casualizados
em esquema fatorial 2 x 3 (dois tratamentos em
trés periodos de contato) com quatro repeticdes
(placas), e os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5 % pelo programa Sisvar 4.9
(Ferreira, 2011).

Observou-se reducdo significativa nas
Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) do
fungo B. bassiana quando em contato com a
urina bovina e extrato aquoso de folhas de A.
indica para os trés periodos de contato (Tabela 1).

Tabela 1 - Média e Desvio padrdo (X+DP) de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) do fungo

entomopatogénico Beauveria bassiana.

Tempo (horas)

Tratamento 0 24 48
Testemunha 100,00 £ 0,00*Aa 100,00 £ 0,00 Aa 100,00 £ 0,00 Aa
Urina Bovina 52,50 +17,89 B a 8,00+0,00B b 0,00+0,00Chb
Folhas de Nim 950+3,78Ca 0,750 £0,95B a 0,50+0,57Ba
CV (%) 14,81

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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O parametro UFC avalia dois preceitos na
compatibilidade, a ocorréncia de um atraso na
germinacdo e também se ocorre inibicdo do
crescimento vegetativo (Silva et al., 2005). No
tempo O horas (inoculado logo apds as
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pulverizacdes) o tratamento com extrato aquoso
de folhas de A. indica apresentou reducdo de
UFCs maior que 90% comparado a testemunha,
ja a urina reduziu em aproximadamente 50%
(Figura 1).

Figura 1 - Porcentagem de reducdo das UFC de Beauveria bassiana em relacdo a testemunha em contato
com defensivos naturais na dosagem média em diferentes intervalos.
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Na Tabela 1, também se observa que as
UFCs foram reduzindo seu volume ao longo do
tempo de exposicdo quando os defensivos
naturais foram pulverizados em folhas de capim
mombaca, tanto o tratamento de A. indica como o
de urina bovina, por conseguinte, quando o fungo
ficou em contato com os defensivos por 48 horas
a média de UFCs foi menor que um conidio por
tratamento.

Os resultados apresentados neste trabalho
guanto as UFCs, foram semelhantes aos obtidos
por Mertz (2010) testando a compatibilidade de B.
bassiana com produtos de origem natural,
avaliando in vitro os efeitos do produto comercial
Dalneem® (6leo emulsionado de sementes de
nim) (concentracdes 0,25; 0,5; 1; 2 e 4%), sendo
0 produto adicionado ao meio Batata Dextrose
Agar (BDA), em placas de Petri, onde observou
reducdo das UFCs em relacdo a testemunha.

Resultado préximo também foi encontrado
por Formentini (2009), o produto Dalneem
(produto a base de neem), nas concentracdes %
CR, CR e 2CR, provocou reducdo significativa
nas UFCs do fungo B. bassiana.

Alguns resultados séo divergentes dos
citados, como os obtidos por Goncalves et al.
(2012) que, observando a compatibilidade do
fungo entomopatogénico B. bassiana juntamente
com os produtos alternativos Topneem® (6leo de
nim, rotenona, piretro natural, extrato pirolenhoso,
alho, alamanda, maravilha, cinamomo e pimenta
do reino) e Compostonat® (Nim, timbo, geranio,
pimenta longa e outros extratos) nas
concentracdes recomendadas pelo fabricante
(CR), na metade (¥2CR) e no dobro desta (2CR),
avaliando as UFCs, observaram que os
tratamentos ndo diferiram da testemunha,
considerando-os compativeis com a B. bassiana.

Pode-se constatar que as UFCs da
testemunha e do tratamento com extrato de
folhas de nim ndo diferiram estatisticamente nos
diferentes intervalos de tempo, sendo que o
tratamento com nim nao foi seletivo a B. bassiana
nos intervalos 0, 24 e 48 horas de contato (Tabela
1).

Para o tratamento contendo urina bovina
em contato com o fungo, o intervalo 0 horas foi
significativamente diferente dos intervalos 24 e 48
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horas.

O efeito negativo da wurina bovina
provavelmente estd associada a presenca de
cobre, o qual possui acdo fungicida, uma vez que
estudos realizados in vitro comprovam que
produtos fitossanitarios que apresentam cobre em
sua composicdo foram muito téxicos a B.
bassiana (Tamai et al., 2002 & Almeida et al.,
2003), e também pela urina de vaca apresentar
compostos antimicrobianos, como por exemplo: a
fitoalexina (Broek et al., 2002).

A reducdo de UFC no tratamento com
extrato aquoso de folhas de nim pode estar
associado ao efeito fungistatico da azadiractina
(Garcia et al., 2012).

Estes dados ainda s&o preliminares por se
tratar de uma metodologia onde se tentou simular
as condicbes de campo apés aplicacdes
simultineas de defensivos naturais e fungos
entomopatogénicos.

Conclui-se que a wurina bovina na
concentracdo de 1% ndo é compativel com o
fungo entomopatégenico B. bassiana nos
intervalos 0; 24 e 48 horas, além disso, o extrato
aquoso de folhas de nim na dose de 160g L™ ndo
é seletivo ao fungo em nenhum dos intervalos e
por fim que o préprio extrato aquoso com 48
horas em contato com os defensivos naturais de
urina bovina e nim, as UFCs de B. bassina
apresentaram médias menor que um (1).
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