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RESUMO

A continua utilizagdo de produtos quimicos n&o seletivos para o controle de insetos-
pragas, como principal meio de controle, ocasionou o surgimento de pragas
secundarias, danos ao ambiente e a saude humana. Como uma forma de reduzir os
prejuizos causados por esses compostos, uma alternativa € a utilizacdo de mais de
um método de controle, como fungos entomopatogénico associado a 6leos
essenciais, ou seja, a associagao do controle biologico com inseticidas boténicos, no
controle de insetos pragas. Entretanto, € importante testes de compatibilidade para
assegurar uma agao conjunta destes. Assim o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
do 6leo essencial de Pogostemon cablin (Patchouli) sobre a germinacgao e as unidades
formadoras de colbénia (UFCs) do fungo Metarhizium anisopliae, em diferentes
concentragdes do 6leo essencial (2,0%, 1,5%, 1,0%, 0,5% e 0,0%). Para isto, foram
avaliados os parametros bioldgicos de M. anisopliae como a germinagdo e as
unidades formadoras de colénias (UFCs), quando em contato com o 6leo essencial
de P. cablin. O d6leo essencial de patchouli em diferentes concentragdes nao
apresentou diferenca significativa na germinacao do fungo entomopatogénico M.
anisopliae, as UFCs, na concentracado de 2,0% do o&leo potencializou o
desenvolvimento do fungo entomopatogénico quando comparada a testemunha.

Palavras-chave: inseto-praga; patchouli; inseticida botanico; controle bioldgico.



ABSTRACT

The continuous use of non-selective chemicals to control insect pests, as the main
means of control, caused the emergence of secondary pests, damage to the
environment and human health. As a way to reduce the damage caused by these
compounds, an alternative is the use of more than one control method, such as
entomopathogenic fungi associated with essential oils, that is, the association of
biological control with botanical insecticides, in the control of insect pests. However,
compatibility tests are important to ensure that they work together. Thus, the objective
of this work was to evaluate the effect of the essential oil of Pogostemon cablin
(Patchouli) on the germination and colony forming units (CFUs) of the fungus
Metarhizium anisopliae, at different concentrations of the essential oil (2.0%, 1.5 %,
1.0%, 0.5% and 0.0%). For this, the biological parameters of M. anisopliae such as
germination and colony forming units (CFUs) were evaluated when in contact with the
essential oil of P. cablin. Patchouli essential oil at different concentrations showed no
significant difference in the germination of the entomopathogenic fungus M. anisopliae,
the CFUs at a concentration of 2.0% of the oil potentiated the development of the
entomopathogenic fungus when compared to the control.

Keywords: insect pests; patchouli; conidia; control method.
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1. INTRODUGAO

Com o avanco tecnoldgico no setor florestal, muitas pesquisas comegaram a
ser realizadas, e a busca pelo material de melhor procedéncia se tornou crucial no
plantio das florestas. No entanto, ainda antes da implantacdo do material de boa
qualidade, métodos de silvicultura devem serem feitos, como o controle de insetos-
praga, antes e durante o plantio, pois 0 manejo adequado desses insetos é
indispensavel para a sanidade das florestas a fim evitar prejuizos futuros (BOTELHO;
DAVIDE, 2002; REIS FILHO et al., 2021).

O Brasil € um pais de clima Tropical, o que favorece a distribuicdo de insetos
pelo territério, uma vez que clima mais quente contribui com o crescimento e a
reproducgao destes animais. Muitos insetos podem causar danos em espécies vegetais
de importancia econdmica, podendo ocorrer em intensidade variavel, desde as raizes
até as sementes. Com isso, 0s insetos-praga acabam atacando o que esta disponivel,
tornando necessario, muitas vezes, o controle desses insetos (PINTO et al., 2007;
FIORAVANTI, 2012).

O primeiro registro do controle de insetos-praga surgiu por volta de 2.000 a.C.,
com os indianos, os quais utilizaram inseticidas botanicos para o controle de pragas,
assim como os chineses por volta do ano de 1.200 a.C., que através de inseticidas
derivados de plantas, controlaram pragas em graos armazenado (THACKER, 2002).
No entanto, a utilizacdo destes produtos reduziram a partir do ano de 1940, a partir de
entdo produtos quimicos passaram a ser amplamente utilizados. Porém, a continua
utilizacdo de produtos quimicos, nédo seletivos para o controle de insetos-pragas,
como principal meio de controle, ocasionou o surgimento pragas, sobretudo no meio
agricola, bem como os efeitos negativos causados pelos compostos ao ambiente e a
saude humana (MARICONI, 1963; VIEIRA; FERNANDES, 1999; MARANGONI; DE
MOURA; GARCIA, 2013).

Desse modo, novas substancias tornaram-se fundamental no controle de
insetos-praga, pois oferecem mais seguranga, seletividade, reduzem os danos
causados pelos produtos quimicos, além da aplicabilidade em programas integrados
de controle de insetos (MARANGONI; DE MOURA; GARCIA, 2013). A obtencéao
dessa matéria prima, na maioria das vezes, pode ser feita a partir do extrato das



plantas retirados das sementes e dos frutos, bem como de 6leos essenciais extraidos
de folhas, caule, flores e raizes.

A utilizagdo de fungos entomopatogénicos também tornou-se bastante
requisitada quando se fala de controle biolégico, pois a maior vantagem esta na
utilizagao isolada ou integrada a outros métodos de controle (MARQUES et al., 2004).
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin
(Clacicipitaceae: Hypocreales) sdo os fungos que apresentam grande variedade de
hospedeiros com alta diversidade genética, sendo essas espécies utilizadas no
controle de hemipteros, lepidopteros, coledpteros, dipteros e acaros em diferentes
culturas (ALVES, 1998).

Com a possibilidade de uso conjunto de inseticidas botanicos e fungos
entomopatogénicos, estudos tém sido realizados para compreender quais sao o0s
efeitos destes inseticidas, em especial dos Oleos essenciais no crescimento,
esporulacao e viabilidade de fungos entomopatogénicos (MARQUES et al., 2004) . Os
fungos entomopatogénicos, principalmente B. bassiana e M. anisopliae, sao avaliados
em estudos de compatibilidade com 6leos essenciais como uma forma de integrar
mais de um método de controle de maneira promissora (GONCALVEZ, 2017;
OLIVEIRA, 2019).

A utilizagdo do controle quimico como uma unica alternativa para o controle
de insetos trouxer consequéncias, como pragas secundarias, populagdes de insetos
resistentes e efeitos adversos ao ambiente e a saude humana. Portanto, a utilizacao
de fungos entomopatogénicos associados a inseticidas botanicos, tornou no cenario
de hoje um meio promissor de minimizar os danos causados pelo uso desses
compostos. No entanto, é necessario que a compatibilidade desses métodos seja

avaliada, para que um nao interfira no desempenho do outro.
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2. OBJETIVOS

21. Objetivo geral

Avaliar a o efeito do 6leo essencial de Pogostemon cablin (Blanco) Benth em
diferentes concentracdes, sobre a germinagcédo e unidades formadoras de colbnias

(UFCs) do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metsch), em laboratorio.
2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a porcentagem de conidios germinados do fungo M. anisopliae,
quando em contato com diferentes concentracdes do 6leo essencial de P.
cablin;

e Avaliar o numero de unidades formadoras de colonia de M. anisopliae,

quando em contato com o 6leo essencial de P. cablin;
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Producao florestal e o impacto dos insetos no setor

A produtividade de uma floresta pode ser determinada de acordo com o
somatorio de fatores bidticos e abidticos a partir da interagdo entre os mesmos
(BALLONI 1985). O Brasil possui 9 milhdes de hectares plantados de eucalipto, pinus
e demais grupos, sendo que 9% dessa area vém de florestas naturais legalmente
manejadas. Os outros 91% de toda a madeira produzida, sdo para fins industriais no
Pais, como a producao de painéis de madeira, pisos laminados, celulose, papel,
producdo energética e biomassa (IBA, 2022). No entanto, alguns aspectos podem
contribuir para que ocorra uma diminui¢do da produtividade nas florestas, como o
ataque de insetos-praga (SOARES et al.,, 2004). Como os insetos possuem uma
diversificada distribuicdo geografica no pais e uma variedade de espécies e habitat, a
selecado do seu hospedeiro se faz de acordo com o que esta disponivel, por conta
disso, os insetos atacam e causam danos a planta, da raiz, até os frutos e sementes
com uma intensidade variavel (PINTO et al., 2007).

No plantio de Pinus taeda L. (Pinaceae: Pine), o ataque de formigas
cortadeiras correspondem a 7,41% do prego da madeira em pé, sendo as formigas
cortadeiras as causadoras de, aproximadamente, 30% dos gastos até o terceiro ciclo
da floresta. Atta spp. e Acromyrmex spp. (Hymenoptera: Formicidae), popularmente
conhecidas como “sauvas” e “quenquéns”, sdo algumas das principais pragas que
afetam o desenvolvimento de plantagdes de Pinus caribaea Mor. (Pinaceae: Pine),
podendo ocorrer o ataque em mudas recém-plantadas, ocasionado sua desfolha
sucessiva e danos econdémicos de até 14% do volume da madeira (ALIPIO, 1989;
REZENTE et al.,1983; HERNANDEZ; JAFFE,1995).

Matrangolo et al. (2014) avaliou o crescimento de Eucalyptus grandis W. Hill
ex Maiden (Myrtales: Myrtaceae) sob o efeito de desfolha artificial e verificou que
ocorreu uma queda na producao e faturamento, conforme a proporcdo da desfolha,
tornando inviavel economicamente a manutengdo em areas com ataques severos.
Para ele, as estimativas demostraram ser mais viavel, economicamente, fazer o
controle efetivo de insetos pragas que causam tal dano.

Em florestas plantadas de Pinus e de Eucalyptus as formigas cortadeiras séo
os insetos que mais causam danos na fase de pré-corte (areas de reforma ou

conducao da floresta) e logo ap6s o plantio e durante a condugao das brotagdes. Por
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conta disso a utilizacdo de iscas téxicas tornou-se comum, com o intuito de diminuir
0s danos causados por estes.

Na cultura do Eucalyptus, um dos insetos que tem gerado perdas significativas
ao plantio é o percevejo-bronzeado-do-eucalipto (Thaumastocoris peregrinus
Carpintero & Dellapé [Hemiptera: Thaumastocoridae]) (BARBOSA et al., 2010). Por
este motivo, alguns estudos tém sido realizados a fim de se obter mais informacdes
sobre estratégias de monitoramento e controle desse inseto praga (SMANIOTTO et
al. 2017).

3.2. Métodos de controle de insetos

Durante os anos, para se controlar insetos praga, a utilizagdo de compostos
quimicos sintéticos acabou se tornando um dos principais meios de controle.
Entretanto, por mais que os efeitos tenham sido vantajosos, especialmente para a
area agricola, a utilizagao intensiva proporcionou o surgimento de pragas, além da
periculosidade dos seus compostos para o ambiente e para a saude humana
(MARQUES et al., 2004).

Segundo a Agrofit (2022), os produtos liberados para o controle na cultura do
eucalipto sdo: para formigas cortadeiras (Acromyrmex crassispinus Forel e Atta
sexdens Linn. [Hymenoptera: Formicidae]) o fipronil (pirazol), para o cupim
(Aparatermes abbreviatus Silvestri [Isoptera: Termitidae]) o produto utilizado € o
tiametoxam (neonicotindide), para o cupim-de-chifre (Cornitermes bequaert Emerson
[Isoptera: Termitidae]) o produto indicado é o fipronil (pirozol) e o imidacloprido
(neonicotinoide), a lagarta-desfolhadora (Glena bipennaria Guinée [Lepidoptera:
Geometridae]) o produto €& deltametrina (piretroide), para o psilideo de concha
(Glycaspis brimblecombei Moore [Hemiptera, Psyllidae]) os produtos indicados sao
etofenproxi (éter difenilico) e acetamiprido (neonicotinoide) + bifentrina (piretroide).
Para a cultura do Pinus nas formigas cortadeiras (A. crassispinus e Atta sexdens
rubilosa Forel [Hymenoptera: Formicidae]) o produto liberado é o fipronil (pirazol), para
a praga do pulgao-do-pinus (Cinara atléntica Wilson [Hemiptera, Aphididae]) o produto
indicado é imidacloprido (neonicotinoide), para o cupim-de-chifre (C. bequaerti) o
produto indicado € o fipronil (pirozol) e para o cupim (Syntermes molestus Burmeister
[Isoptera: Termitidae])o produto indicado € o fipronil (pirozol).

Apesar da gama de produtos liberados no Brasil, ndo ha, até o momento,

nenhum inseticida botanico liberado para o controle de insetos-praga em espécies
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florestais. A utilizagcao de inseticidas botanicos pode ser uma alternativa relevante para
o controle desses insetos, pois sdo de facil obtencgao e utilizagdo, ndo possuem custo
elevado quanto comparados aos produtos quimicos sintéticos. Outro fato importante
€ que a matéria prima para a produgao dos inseticidas botanicos, na maioria das
vezes, € de facil obtencao, pois podem ser 6leos essenciais de folhas, frutos e troncos
(MARQUES et al., 2004).

Estudos tem demonstrado eficacia na utilizagdo de inseticidas botanicos a
base de Oleos essenciais como um método de controle contra insetos, em especial os
mosquitos. Devido aos seus compostos biodegradaveis e nao toxicos, em especial
para organismos nao-alvo, tem sido uma opg¢ao segura no controle desses insetos
(MALECK, 2021) e uma alternativa em potencial na utilizag&o integrada a outros meios

de controle.

3.3. Controle biolégico com fungos entomopatogénicos

A utilizacao de fungos entomopatogénicos é considerado controle microbiano
e esta classificado dentro do controle biolégico, que é definido como a agdo de
inimigos naturais (predadores, parasitas e patégenos microbianos) para o controle de
insetos. Estes fungos sdo de facil produgdo e apresenta eficacia contra uma
diversidade de insetos, além da grande vantagem de poderem ser utilizados
isoladamente ou integrados com outros métodos de controle (MARQUES, 2004;
ZIMMERMANN, 2008 e JUNIOR e GUARUS, 2011). As espécies Beauveria bassiana
e Metarhizium anisopliae apresentam uma variedade de hospedeiros e alta
diversidade genética, tornando primordial realizar bioensaios para selecionar isolados
mais virulentos a praga-alvo (ALVES, 1998).

Existem inumeras vantagens em se utilizar o controle com entomopatégenos,
como a seletividade e especificidade que sao caracteristicas de alguns patdégenos.
Essas caracteristicas os tornam benéficos quando comparados a inseticidas quimicos
de largo espectro. A utilizacdo de entomopatdégenos faz com que muitas vezes ocorra
a sua multiplicacao e dispersao no ambiente, resultando em ndo apenas a morte do
inseto, mas também de suas geragdes seguintes, além de nao poluir o meio ambiente
e nao ser toxico aos animais.

No entanto, as especificidades de alguns patégenos podem ser de curto
prazo, quando comparado economicamente aos defensivos quimicos que atuam

sobre variadas pragas e alguns patogenos necessitam de condigbes favoraveis para
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se desenvolver e ser eficiente, caracteristicas que nao ocorre com os defensivos
quimicos (ALVES, 1998). Na América Latina a utilizagao desses fungos é favorecida
pela diversidade de espécies existentes e suas linhagens, assim como as condi¢des
climaticas que possibilitam a introdugdo do patdégeno em campo, mas € importante
conhecer cada regido para selecionar o isolado que melhor se adapta ao local
(ALVES, 1998 e MORA; CASTILHO; FRAGA, 2016).

3.3.1. Metarhizium anisopliae

O fungo entomopatogénico M. anisopliae foi descrito pela primeira vez pelo
russo Metschnikoff no final do século XIX. Este pesquisador na época, avaliou o
potencial de M. anisopliae no controle de uma determinada espécie de besouro, no
entanto, apenas um século depois obteve resultados, os quais sao utilizados até hoje
(FARIA; MAGALHAES, 2001). No Brasil o fungo M. anisopliae comegou a ser
produzido em 1969 no Nordeste, para o estabelecimento do programa de controle da
cigarrinha-da-folha da cana-de-agucar. Devido aos bons resultados, laboratérios
foram construidos nas usinas da Regido Nordeste para a produgédo em larga escala
desse entomopatdgeno, para depois serem produzidos e comercializados no Estado
de Sao Paulo (MONTEIRO et al. 2015).

Quando o fungo ataca o hospedeiro, para que ocorra o ciclo, é necessario que
as condicbes ambientais estejam favoraveis (temperatura, umidade e radiagao
ultravioleta), assim como a nutrigdo e suscetibilidade do hospedeiro, para que ocorra
os cinco estagios descrito por Alves (1998). Os principais tipos de propagulos de M.
anisopliae séo os conidios, que sao capazes de aderir a superficie do hospedeiro a
partir das condicbes oOtimas que pode variar de cada espécie, ocorrendo a
germinagao. A partir desse processo, ocorrera a formagéo de um tubo germinativo e
das hifas, que possibilitardo que ocorra a penetragao no corpo no inseto (de forma
fisica ou quimica), nas regides axilares, aparelho bucal ou anus dos insetos. Em
seguida, as hifas irdo colonizar a parte interna do inseto causando sua morte, o tempo
pode variar de acordo com o inseto (de 72 a 120 horas) e pér fim a reproducéo que
também ¢é variavel, todavia, fungos entomopatogénicos se caracterizam pela
exposigcao dos propagulos reprodutivos no corpo de seu hospedeiro (Alves, 1998)

(Figura 1).
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Figura 1 — Clico basico da relagao patégeno-hospedeiro de fungos anamoérficos. Ciclo do M.
anisopliae (Hypocreales) sobre a Mahanarva fimbriolata (cigarrinha-da-raiz da cana-de-agucar).
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Fonte: Adaptado por Mascarin (2010), da ilustragao de Alves (1998).
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Soliman (2014), realizou um estudo no qual um dos objetivos foi avaliar a
eficiéncia de micoinseticidas no controle do percevejo bronzeado e a compatibilidade
de agrotoxicos com fungos entomopatogénicos. Os fungos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae foram os mais patogénicos as ninfas e adultos de T.
peregrinus e no estudo de compatibilidade alguns agrotoxicosna concentragao ideal
sdo compativeis aos entomopatdégenos como o Imidacloprid que podem ser utilizados
no controle integrados de insetos-pragas.

Em um experimento feito por Travaglini et al. (2017), com o intuito de
encontrar uma forma de controle para a Atta sexdens rubropilosa, foi feita uma capsula
capaz de carrear o fungo entomopatogénico M. anisopliae para o interior das colbénias
de formiga, onde as iscas foram incorporadas nos fungos simbionte em geral nas
primeiras 24h e observou que aparentemente as formigas operarias nao distinguiram
o fungo patogénico e nem a hipoétese formulada com fungos endofiticos.

Para avaliar a viruléncia do M. anisopliae no controle de Tibraca limbativentris
Stal (Hemiptera: Pentatomidae), cinco isolados do fungo enteropatogénico foram
aplicados sobre o inseto. Os resultados mostraram que ovos, ninfas e adultos de T.
limbativentris sao suscetiveis a infecgao pelo isolado CG 891 de M. anisopliae, sendo

o fungo um promissor agente biolégico no controle dessa praga (RAMPELOTTI,
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2022). Os fungos B. bassiana e M. anisopliae (Metsch.) sao eficientes no controle
Acromyrmex heyeri Forel (Hymenoptera:Formicidae), com destaque para B. bassiana
(SANTOS et al., 2020).

3.4. Controle alternativo com o6leos essenciais

Assim como a utilizagdo de fungos entomopatogénico para o controle de
insetos praga (MARQUES et al., 2004), tem-se pesquisado e utilizado os inseticidas
botanicos, na forma de O6leos essenciais e extratos de vegetais (SOUZA, 2014,
OTANNI et al. 2013 e RODRIGUES et al., 2017). As plantas sintetizam 6leos
essenciais como uma resposta ao ambiente ou a influéncia externa em que os
vegetais se encontram, fazendo com que realizem atividade reprodutora como a
atracdo de agentes polinizadores e como forma de defesa através de repelente ou
biocida (SANTOS, 2011).

Begha et al. (2018) realizaram um experimento que tinha o propésito de
identificar coledpteros coletados em armadilhas contendo 6leo essencial de citronela
e seus principais componentes (citronelal, citronelol e geraniol). No estudo observou-
se que um numero expressivo de coledpteros, considerados praga de espécies
vegetais, foram atraidos pelos compostos testados e em especial Diabrotica speciosa
Germar (Coleoptera:Chrysomelidae) representando 54,68% das coletas com 694
individuos.

O dleo essencial de Eucalyptus microcorys F. Muell (Myrtales: Myrtaceae)
apresentou atividade antifungica sobre Hemileia vastatrix Berk. et Br. (Uredinales:
Pucciniaceae). Os 6leos essenciais de nim, citronela e capim-limao diminuiram o
crescimento micelial dos fungos do género Penicillium sp. (Eurotiales:
Trichocomaceae), mostrando que os 6leos essenciais também podem ser utilizados
para o controle de doengas (BRITO et al., 2018 e CAETANO et al., 2017).

Bressan et al. (2018), em seu trabalho avaliou a patologia de sementes de
angico-vermelho e o potencial dos 6leos essenciais de guagatonga, melaleuca,
pitanga e chia no controle de Rhizoctonia sp. (Cantharellales: Ceratobasidiaceae) in
vitro. Foi possivel observar que o 6leo essencial de melaleuca ocasionou menor

desenvolvimento de Rhizoctonia sp. in vitro e obteve maior germinagao de sementes.
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3.4.1. Oleo essencial de Pogostemon cablin

O género Pogostemom da familia Lamiaceae, possui uma distribuicdo
cosmopolita com aproximadamente 300 géneros e 7500 espécies, sendo que no
Brasil ocorrem 38 géneros e cerca de 500 espécies (SOUZA; LORENZI, 2012).
Pogostemon cablin (Blanco) Benth. foi descrita pela a primeira vez no ano de 1845,
pelo botanico Pelletier-Sautelet, nas Filipinas (SHARMA, 1996) e € comumente
conhecido como Patchouli.

E uma planta dicotileddnea, pertencente a familia Podostemaceae, a qual
possui porte ereto e ramificado, podendo atingir de 0,5 m a 1,0 m de altura. As folhas
sdo ovais e alongadas, com tricomas abaxiais. Sua inflorescéncia é terminal ou axilar,
densa e apresenta flores pequenas e irregulares, bissexuais, de cor branca a roxa.
Por ser uma planta tropical, possui um bom crescimento em regides subtropicais, seu
cultivo ocorre principalmente nos paises China, india, Malasia, Indonésia e América
do Sul, por conta das condi¢des climaticas (JOY et al., 2001).

O dleo essencial de Patchouli pode ser encontrado em todas as partes da
planta, desde as raizes até as folhas, contudo experimentos mostram que o dleo
extraido das folhas superiores e os galhos apresentam 6leo de melhor qualidade
(VIJAYKUMAR, 2004). Tais caracteristicas facilitam a extracdo do 6leo, existindo
entdo variados métodos para tal, por conseguinte, alguns fatores genéticos e
ambientais, dentre outros, podem influenciar nesse rendimento, podendo intervir na
producao do dleo essencial (COSTA et al., 2013).

Desse modo, a producao e utilizagao do 6leo de P. cablin foi expressivamente
adotado por empresas de perfumaria e cosmética. Devido a caracteristica duradoura
em sua fragrancia, o 6leo tronou-se muito requisitado na fabricacdo de sabonetes,
cosmeéticos, incensos, produto de higiene oral e produto pés-barba, estando entre um
dos dezoito 6leos essenciais com maior importancia do mundo (SANT’ANA, 2010).

Estudos vem sendo conduzidos a fim de avaliar o potencial inseticida de 6leos
essenciais, como o de patchouli, lavanda e citronela, sobre os insetos adultos do
percevejo-bronzeado do eucalipto (T. peregrinus). Nesse experimento foi possivel
observar que os trés 6leos essenciais quando aplicados nas folhas de Eucalypto dunni
Maiden (Myrtales: Myrtaceae) diminuiram a longevidade de T. peregrinus e o 6leo
essencial de P. cablin (patchouli) na concentragao de 1,25% se destacou dos demais
(DALLACORT, 2017).
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3.56. Associacao de métodos de controle

Alternativas de controle de pragas que nao seja quimico, tem tido muita
utilizacdo no manejo integrado de pragas (MIP), por conta disso, os inseticidas
botanicos e os fungos entomopatogénicos estdo sendo vistos como ferramentas
eficientes para reduzir os impactos causados pelos produtos quimicos (MERTZ et al.,
2010).

3.5.1. Compatibilidade de fungo entomopatogénicos com 6leos essenciais

O controle dos insetos-praga com a utilizagdo conjunta de um ou mais
meétodos de controle, tornou-se uma alternativa que vem sendo praticada. No estudo
realizado por Marques et al. (2004 ), foi possivel observar o efeito do 6leo de nim sobre
o crescimento, esporulagao e viabilidade dos fungos M. anisopliae, B. bassiana e
Paecilomyces farinosus (Holm Ex S. F. Gray) Brown & Smith (Eurotiales:
Trichocomaceae) em diferentes concentragbes do o6leo. O crescimento e a
esporulacao de todos os fungos foram afetados, assim a interagao entre esses fungos
entomopatogénicos com o 6leo de nim nao foi eficiente.

O efeito de 6leos sobre fungos entomopatogénicos vem sendo testado e neste
sentido, o 6leo de Nim (Azadirachta indica A. Juss (Sapindales: Magnoliopsida)) nao
afeta a germinacdo e o crescimento do fungo entomopatogénicos M. anisopliae
(SANTOS, 2016). O oleo essencial de alho, testado com os fungos B. bassiana e M.
anisopliae, mostrou compatibilidade com estes, ao contrario do observado com os
Oleos essenciais de manjerona e artemisia (GONCALVES, 2017). Os produtos
fitossanitarios alternativos (Baicao, Orobor, Topneem, Rotenat e Compostonat), nas
concentragbes recomendadas pelo fabricante (CR), metade (Y2CR) e duplo (2CR),
foram compativeis com o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin (POTRICH et al., 2018).

O potencial inseticida dos 6leos vegetais de linhaga, canola, milho e girassol,
com a agao dos fungos entomopatogénico M. anisopliae e B. bassiana sobre Ceratitis
capitata Wield. (Diptera: Tephritidae) (mosca-da-fruta) demonstraram resultados
promissores, segundo estudos realizados por Souza (2014). Os dleos testados,
apresentaram uma redugao no desenvolvimento do inseto praga e o fungo B. bassiana

foi mais eficiente na mortalidade de C. capitada do que o fungo M. anisopliae.
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4. METODOLOGIA
4.1. Preparagao de meio de cultura

Foi preparado o meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) esterilizado
(45-50° C) em frasco de vidro. Este meio de cultura foi agitado a fim de se obter a
homogeneizagdo dos componentes para, posteriormente, serem vertidos em placas
de Petri de vidro de 100 mm x 15 mm (Figura 2).

Apods a solidificacdo do BDA, com o auxilio de uma micropipeta automatica,
100 uL de suspenséo do fungo contendo 1,0x10° conidios.mL-" foi espalhado sobre o
meio de cultura com a ajuda de uma alg¢a de Drigalski.

O oleo essencial de P. cablin foi fornecido pela Universidade Federal do
Parana (UFPR). A partir do 6leo a 100% foi realizada a diluigao, utilizando-se agua e
o tensoativo Tween 80® (0,01%). Para os tratamentos, utilizou-se a concentragéo de
P. cablin em 2% (T1), 1,5% (T2), 1% (T3), 0,5% (T5) e 0% (T5). O fungo
entomopatogénico M. anisopliae foi fornecido pela UTFPR isolado IBCB425 utilizado
na concentragdo recomentando pelo fabricante (1,0x108 conidios.mL").

Para cada tratamento, cinco placas de Petri e cinco laminas de microscopio
foram preparadas, sendo cada placa/lamina considerada uma repetigédo (Figura 2). As
placas foram incubadas em uma camara climatizada, tipo B.O.D., a temperatura de
26° C +£2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12h.

Figura 2 —A) Meio de cultura sendo vertido em placa de Petri apos a esterilizagao em autoclave.
B) Placas de Petri contendo meio de cultura, utilizadas nos experimentos e, posteriormente,
incubadas na BOD.
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4.2. Compatibilidade de M. anisopliae com 6leo essencial de P. cablin

Os parametros biolégicos de M. anisopliae avaliados foram germinagao,

unidades formadoras de colbnias (UFCs) e crescimento vegetativo.

4.2.1. Germinagéo

Para avaliar germinacao, o meio de cultura BDA foi vertido em placas de Petri
(100 mm x 15 mm) contendo uma lamina de microscoépio (76 mm x 26 mm) na parte
inferior. Para cada tratamento, cinco placas de Petri / laminas de microscopio foram
preparadas, cada lamina sendo considerada uma repeticdo. Apds a solidificagao do
BDA, com o auxilio de uma micropipeta automatica, 100 uL de suspensao do fungo
contendo 1,0x108 conidios.mL-" foi espalhado sobre o meio de cultura com a ajuda de
uma alca de Drigalski.

Na sequéncia, foi pulverizada 100 pL do éleo essencial de P. cablin, nas
diferentes concentragdes, conforme o tratamento, sobre a lamina preparada. A
pulverizagdo do dleo essencial foi com aerografo Pneumatic Sagymia®, acoplado a
bomba Fanem® de pressido constante. Essas placas foram acondicionadas em
camara climatizada, tipo B.O.D. em temperatura de 26°C + 2°C, umidade relativa de
70% £ 10%, fotoperiodo de 12h, por 16h. Depois desse periodo a germinagao foi
avaliada, o numero de conidios germinados (com formagao do tubo germinativo) e
nao germinados (sem a formagdo do tubo germinativo) foram contados em

microscopio de Luz (Tecnival) com aumento de 40x (Figuras 3 e 4).
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Figura 3— Fotos obtidas no Microscépio de Luz com aumento de 40x para observagao de
conidios germinados e ndo germinados.

@l
(10

Fonte: A autora (2020)

Figura 4— Imagens representando a forma como foi realizada a contagem de conidios
germinados e ndo germinados

Fonte: A autora (2020)

A germinagéao dos conidios foi calculada utilizando a equagao:

cG
CG+CNG

pP= [ ]x 100. Onde:

P = porcentagem de conidios germinados; CG = Conidios germinados; CNG =

Conidios nao germinados.

4.2.2. Unidades formadora de colbnia (UFCs)

As UFCs foram avaliadas pela inoculagédo de 100 yL de suspensio (1,0x103

con. mL") na superficie do meio BDA, em placas de Petri, sendo preparadas cinco
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placas por tratamento. O 6leo essencial de P. cablin foi entdo pulverizado nas placas
e estas incubadas em camara climatizada, durante seis dias, nas mesmas condigdes
descritas anteriormente. Posteriormente, as UFCs foram quantificadas, de acordo com
a metodologia descrita por Potrich et al. (2018).

4.2.3. Crescimento vegetativo

Para avaliar o crescimento vegetativo, o fungo foi inoculado com uma agulha
de platina em trés pontos na superficie do meio de cultura BDA em placas de Petri
(150 mm x 15 mm), usando cinco placas de Petri para cada tratamento. As placas de
Petri foram incubadas em camara climatizada sob as condicbes descritas
anteriormente. A pulverizagédo do 6leo essencial de P. cablin foi realizada, utilizando-
se um aerografo Pneumatic Sagyma® acoplado a uma bomba Fanem® de presséo
constante (1,2 Kgf/lcm?). A pulverizagao foi realizada 24 h apoés a inoculagdo para
evitar a remogao dos conidios. Posteriormente, as placas de Petri retornaram a
camara climatizada.

ApOs sete dias, foi observado que as placas estavam infectadas e um novo
teste foi feito, seguindo todas as condi¢cdes descritas acima, e, apos o sétimo dia foi
observado que o teste novamente contaminou como mostra a figura 5, ndo sendo
possivel dar continuidade a esse experimento, devido a pandemia e locomocéao até a
UTFPR.

Figura 5- Teste de crescimento vegetativo (CV), com os meios de cultura contendo os
tratamentos e a contaminagao que inviabilizou a analise

Fone: A autora ‘(2020)

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias foram

comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significAncia com auxilio do
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programa estatistico RStudio. Para saber o comportamento dos dados, foi feito um
Teste de Normalidade pelo RStudio, onde foi possivel perceber que os dados nao séao
normais, sendo necessario fazer Log dos dados de UFC e Raiz (X)/100 para os dados

de Germinagéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo de compatibilidade do 6leo essencial de P. cablin (patchouli) com
o fungo entomopatogénico M. anisopliae pode ser observado que as diferentes
concentragdes do oleo de patchouli ndo interferiu na germinagéo do fungo, pois nao
houve diferenca significativa entre as concentracbes analisadas e a testemunha
(Tabela 1). Quanto a formacgéo das UFCs, quando em contato com o tratamento com
0 Oleo essencial de patchouli, a concentracédo de 2,0% (20,2 unidades), diferiu

significativamente da testemunha (3,6 unidades) (Tabela 1).

Tabela 1 — Unidades formadoras de colénia (UFC), porcentagem de germinagao do fungo
entomopatogénico M. anisopliae apos contato com o 6leo essencial de P. cablin

UFCs Germinagao
Tratamentos Concentracéo Unidade %
T1 2,0 20,20+ 11,48 a 38,35+20,24 a
T2 1,5 4,00+1,50b 7,99+449a
T3 1,0 12,00 + 7,04 ab 20,50 £ 27,40 a
T4 0,5 3,20+1,78b 25,61+13,80 a
T5 0,0 3,60+2,70b 37,80 £27,30 a

Resultado das unidades formadoras de coldnias (UFCs) e germinagéo por tratamento (T1, T2, T3, T4
e T5) em diferentes concentragdes (2,0; 1,5; 1,0; 0,5 e 0,0%) apds serem submetidas as analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste paramétrico de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras iguais indicam que os tratamentos n&o obtiveram diferenca significativamente.
Fonte: A Autora (2022).

Verificou-se que para as UFCs o tratamento um (T1) na concentragao de 2,0%
do 6leo essencial de patchouli, apresentou maior niumero de unidades formadoras de
colénias, seguido do tratamento trés (T3) na concentragao de 1,0% do 6leo essencial
com 12,00 UFCs. Sendo que os demais tratamentos diferiram do tratamento T1,
apresentando menor numero de UFCs.

A patogenicidade de M. anisopliae sobre determinados insetos ja € conhecida.
Velozo (2018) testou a patogenicidade de isolados de fungos entomopatogénicos M.
anisopliae, B. bassiana, Cordyceps spp. € S. insectorum contra T. peregrinus, em
diferentes temperaturas. Pode ser observado que o isolado IBCB425 (M. anisopliae)
foi 0 mais virulento, os demais foram mais patogénicos nas temperaturas de 25 e 30
°C. No manejo de pragas a utilizagdo de mais de um método de controle muitas vezes
se faz necessaria para obter o resultado esperado (SIMBERLOFF; STILING, 1996).
No trabalho realizado por Gongalves (2017), foram avaliados in vitro os Oleos

essenciais de alho, artemisia, citronela, cravo, manjerona, melaleuca e orégano nas
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concentragdes de 0,0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0% (v/v) sobre o fungo M. anisopliae, sendo
que os oleos de alho, manjerona, e melaleuca foram considerados compativeis.

Nesses cenarios a importancia de estudar produtos que sejam compativeis com
os fungos entomopatogénico, tornou-se necessaria, uma vez que a utilizagédo
integrada apresenta um papel importante no controle de pragas. Velozo (2018) utilizou
M. anisopliae formulado em 6leo e em pd e comparou com o conidio puro. O adjuvante
Nimbus® causou efeito negativo na germinagéo dos conidios de M. anisopliae, de 0 a
13%. No entanto, as combinagdes de dleo de girassol + Natur'éleo® (40%) permitiu a
germinacgao de 86,55% dos conidios, éleo de milho + lharol Gold® (30%) 89,66% de
germinacao dos conidios e 6leo de milho + Assist® (30%) 97,55% de germinagao dos
conidios.

Estudos realizados sobre o efeito de O6leos essenciais com o fungo
entomopatogénico M. anisopliae mostraram resultados promissores, como o estudo
feito por De Morais et al. (2009) que teve como objetivo avaliar, em laboratério, a acéo
do dleo de nim em diferentes concentragdes sobre os fungos Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana, Trichoderma harzianum Rifai (Hypocreales :Hypocreaceae) e
Lecanicillium lecanii Zimm Zare & W. Gams (Hypocreales: Cordycipitaceae). O
experimento mostrou que o crescimento micelial das colénias nao foi afetado pela
utilizagao do 6leo essencial de nim nas concentragdes de 0, 1, 10, 100, 1.000, 10.000
e 100.000 p/L adicionado antes e apds autoclavagem, resultando no desenvolvimento
dos fungos para ambas as concentragoes.

A potencializacdo do desenvolvimento do fungo a partir de éleos essenciais,
pode ser uma maneira ainda mais eficaz no método integrado de controle contra
insetos pragas. Nesse estudo as concentracbes acima de 1% auxiliaram no
desenvolvimento de M. anisopliae como mostra o Grafico 1, sendo possivel observar
que houve uma variagdo na quantidade de colénias formadas de acordo com a
concentracao do 6leo essencial de patchouli e apesar da concentracéo de 1,5% do
Oleo ter ficado préxima da testemunha, mostrou que mesmo assim, o fungo se

desenvolveu.
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Grafico 1 — Numero médio de coldonias formadas do fungo entomopatogénico M. anisopliae de
acordo com cada concentragao do 6leo essencial de patchouli.

Unidades Formadoras de Colénias (UFCs)
20,2

12

3,6 3,2 4

0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0%
Fonte: A autora (2022)

Embora os estudos realizados até o momento nao relatem o efeito do dleo
essencial de P. cablin sobre o desenvolvimento do fungo M. anisopliae, é possivel
observar que o fungo tem potencial de compatibilidade com os 6leos essenciais
testados (VELOZO, 2018; LIMA, 2016 e DE MORAIS et al., 2009), assim como no
presente experimento. Além do mais, pesquisas sobre os efeitos do 6leo essencial de
P. cablin sobre fungos entomopatogénicos ja foram realizadas, na qual, em sua
maioria, a concentragao utilizada do 6leo essencial foi de 1%. Ricardo (2019)
observou que o isolado IBCB 66 (B. bassiana) e o 6leo essencial de P. cablin (1%),
de forma isolada, ndo apresentaram potencial inseticida no controle de Atta sexdens,
mas quando associados, provocaram 66,67% de mortalidade em operarias de A.
sexdens, sendo significativo para o controle em condi¢des de laboratério.

Stasiak (2018) verificou que o 6leo essencial de P. cablin, na concentragao de
1%, causou 30,20% de mortalidade em Chrysodeixis includen Walker (Lepidoptera:
Noctuidae). Dallacort (2017) verificou que depois de 108 horas de aplicagao deste
mesmo 0Oleo essencial, na concentracao de 1,25%, causou 100% de mortalidade de
adultos de T. peregrinus.

Portanto, testes desenvolvidos em laboratério sdo de suma importancia para
que se possa conhecer a resposta do patégeno aos produtos testados em condi¢des
6timas e adversas (POTRICH et al., 2018). A utilizagao do 6leo essencial de patchouli
no presente trabalho apresentou para germinacdo e UFCs, um potencial no uso

combinado com o M. anisopliae, a utilizagao integrada de ambos pode corroborar em
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um potencial inseticida no controle de insetos-pragas nos programas de controle
biolégico. No entanto, para saber a toxicidade do P. cablin sobre fungo
entomopatogénicos M. anisopliae, se faz necessario mais estudos que mostrem a

interacédo do mesmo com o Oleo essencial de patchouli com M. anisopliae.
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6. CONCLUSAO

O Oleo essencial de P. cablin, em diferentes concentragdes, ndo provocou
diferenga significativa na germinagcéo do fungo entomopatogénico M. anisopliae. As
UFCs, na concentragéo de 2,0% do o6leo, potencializou o desenvolvimento do fungo

entomopatogénico.
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