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COMPATIBILIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS A Beauveria bassiana (Balls.) Vuill

Robson da Silva Carvalho*
Camila Bonatto Vicengo?

Resumo: Insetos-praga sdo uma grande preocupacao para a agricultura, pois podem provocar
perdas de produtividade. O uso de defensivos agricolas tem sido o principal meio de controle
de pragas. Apesar de sua significativa contribuicdo para a agricultura, seu uso indiscriminado
é prejudicial ao meio ambiente. A conscientizacdo acerca dos riscos dos agroquimicos o0 uso
de inimigos naturais como fungos, e controles alternativos, como 6leos essenciais, podem ser
uma alternativa de controle. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar atividade fungicida dos 6leos
essenciais de Cymbopogon citratus, Cinnamomum camphora var. linaloolifera e Thymus
vulgaris sobre o0 entomopatdgeno Beauveria bassiana. Na avaliagdo foram conduzidos ensaios
em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x6, em que o fator A foi
constituido pelos 6leos essenciais: C. camphora, C. citratus e T. vulgaris e o fator B por quatro
concentragfes dos Gleos essenciais: 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 % v/v e 2 controles: &gua e &gua +
Tween-80® (0,5 % v/v). Os tratamentos foram incorporados a 100 mL de meio de cultura BDA
fundente. Apos a solidificagdo do meio de cultura, um disco da colénia de B. bassiana foi
depositado em placa de Petri. As avaliagdes ocorreram no 3°, 7°, e 14° dia. Cada tratamento
contou com 5 repeticdes, sendo cada repeticdo uma placa. Quando avaliada a compatibilidade
com o fungo entomopatogénico verifcou-se que os Oleos essenciais apresentaram atividade
fungicida em todas as concentracOes testadas para esse organismo ndo alvo. Desta forma néo
seria indicado o uso associado do entomopatdgeno e destes 0leos essenciais...

Palavras-Chave: Controle bioldgico, controle alternativo, fungos entomopatogénicos.
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COMPATIBILITY OF ESSENTIAL OILS Beauveria bassiana (Balls.) VVuill

Abstract: Insect pests are a major concern for agriculture, as they can cause productivity
losses. The use of pesticides has been the main means of pest control. Despite its significant
contribution to agriculture, its indiscriminate use is harmful to the environment. Awareness of
the risks of agrochemicals or the use of natural enemies such as fungi, and alternative controls,
such as essential ingredients, can be an alternative control. The objective of this work is to
evaluate the fungicidal activity of the essential oils of Cymbopogon citratus, Cinnamomum
camphora var. linaloolifera and Thymus vulgaris on the entomopathogen Beauveria bassiana.
In the evaluation, tests will be controlled in a completely randomized design in a 3x6 factorial
scheme, in which factor A will be constituted by the essential oils: C. camphora, C. citratus
and T. vulgaris and factor B by four concentrations of essential oils: 0.5 ; 1.0; 1.5 and 2.0% v/v
and 2 controls: water and water + Tween-80® (0.5% v/v). Treatments were grown in 100 mL
of PDA fondant culture medium. After solidification of the culture medium, a disc of the B.
bassiana colony was deposited in the Petri dish. Estimates occurred on the 3rd, 7th, and 14th
day. Each treatment has 5 repetitions, each repetition being a plate. When evaluating the
compatibility with the entomopathogenic fungus, it was verified that the essential oils of
,presented fungicidal activity in all concentrations collected for this non-target organism.

Keywords: Biological control, alternative control, entomopathogenic fungi.
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1 INTRODUCAO

O termo praga, em sentido geral, refere-se a uma populacéo de insetos que depende do
namero de individuos, onde o inseto inflige algum tipo de incébmodo ou lesdo. A lesdo
normalmente é um efeito nocivo das atividades dos insetos (em especial a alimentacdo) na
fisiologia do hospedeiro, a0 modo que dano é a perda de utilidade mensuravel do hospedeiro,
tanto como quantidade ou qualidade da estética ou da producdo (GULLAN & CRANSTON,
2017).

Na agricultura, o conceito de praga estd diretamente relacionado com os efeitos
econdmicos causados pela a¢do dos insetos (NAKANO, 1981). Quando o nivel de dano alcanga
um determinado patamar, no qual a perda financeira € importante, entdo a populacdo de uma
determinada espécie de insetos passa a ser considerada como uma praga econémica. Contudo,
a decisdo de quando o nivel de danos é importante é muito subjetiva, variando de acordo com

a praga e o dano em questao (HILL, 1997).

As pragas que ocorrem nas culturas podem comprometer toda a producao se ndo forem
controladas de maneira adequada. Os inseticidas ditos “quimicos”, ou seja, aqueles
desenvolvidos sinteticamente e disponibilizados comercialmente para atuarem de forma efetiva
como pesticidas, sdo a forma mais amplamente utilizada. Porém, mesmo que o produtor faga o
uso correto desta ferramenta de controle, ha os maleficios inerentes da toxicidade e persisténcia
dos inseticidas sintéticos, acarretando problemas de salde aos produtores e consumidores e
problemas ambientais (BARZMAN et al., 2015).

A integracdo de diversas téticas de controle pode ser efetiva na reducéo da infestacdo
de insetos-praga. O Manejo Integrado de Pragas (MIP) é uma estratégia que tem por finalidade
reduzir danos das pragas com o0 minimo de prejuizo a salde humana e ao meio ambiente. Os
métodos de controle utilizados no MIP sdo bioldgicos, quimicos, culturais, mecénicos e fisicos,
implementados de acordo com o monitoramento e controle mais efetivo da praga
(DREISTADT et al., 2016). De acordo com o Servigo de Pesquisa Agricola do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA-ARS 2018), o MIP é um processo de tomada de

decisdo sustentavel, baseado na ciéncia, que combina ferramentas bioldgicas, culturais, fisicas



e quimicas para reduzir as pragas e trazer ferramentas e estratégias de gestdo de uma forma que

minimize os riscos econdmicos, de salude e ambientais.

O controle fisico ou mecanico é indicado para pequenas plantacdes geralmente, onde
os insetos adultos sdo retirados, e 0s ovos e as pupas sdo esmagados. “Como o controle do
curugueré-da-couve (Ascia monusteorseis (Lepidoptera: Pieridae) (Latreille, 1819)) em
pequenas hortas por meio do esmagamento de ovos e catacdo das lagartas” (GALLO et al.,
2002). Em relagéo ao controle cultural, o principal meio de controle é o solo, desde 1815 esta
medida vem sendo utilizada como forma de controle de pragas (CRUZ, 1995). Alguns meios
mais utilizados incluem: manejo do solo, rotacdo de culturas, mudanca da época de plantio,
erradicacdo de plantas que sirvam como hospedeiro alternativo, adubacéo e irrigacdo, essa sao

algumas formas que auxiliam no controle de pragas (VARASCHINI, 2019).

No que concerne o controle quimico faz-se 0 uso de substancias quimicas para o
controle dos organismos. O Brasil € um dos grandes produtores e exportadores de alimentos
do mundo, e tem se utilizado intensivamente sementes transgénicas e produtos quimicos
(agroquimicos e fertilizantes) (GALLO et al., 2002; MIRANDA, 2006; HOLTZ, 2015). No
entanto, o uso desordenado dos inseticidas tem gerado muitos problemas e isso foi evidenciado
ao passar dos anos: a elevada toxicidade destes produtos tem causado problemas a saude
humana, a resisténcia adquirida pelos insetos e ainda a baixa degradagdo destas moléculas no

ambiente, contaminando solo e lenc¢dis freaticos (FINKLER, 2012).

Produtos naturais, como extratos de plantas e 6leos essenciais, também podem ser uma
ferramenta utilizada no MIP. Os 6leos essenciais podem ser citados como pesticidas de amplo
espectro (por possuirem varios modos de agdo) e pesticidas de baixo risco (por sua répida
volatilizacao e permanéncia limitada em campo) (KOUL, WALIA & DHALIWAL, 2008).

O controle biologico é um fenémeno natural que consiste na regulacdo do nimero de
plantas e animais por inimigos naturais, 0S quais constituem-se nos agentes de mortalidade
bidtica (PARRA et al., 2002). E um método de controle que utiliza inimigos naturais, como
predadores, parasitoides e entomopatdgenos, que irdo atuar como reguladores populacionais
de insetos (SALLES, 1995; HOLTZ, 2015).



O controle microbiano é um método de controle bioldgico que utiliza microrganismos
entomopatogénicos, como fungos, bactérias e virus, que tem por finalidade causar doencas nos
insetos, ocasionando a reducédo da populacao de determinada praga a niveis que ndo prejudicam
a planta em questdo (VARASCHINI, 2019). A utilizacdo de entomopatdgenos tem varias
vantagens quando comparado com inseticidas convencionais, incluindo custo-beneficio, alto
rendimento, auséncia de efeitos colaterais prejudiciais para organismos benéficos, menos
residuos quimicos no meio ambiente e aumento da biodiversidade em ecossistemas gerenciados
pelo homem (GULLAN & CRANSTON, 2017).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, é um fungo entomopatogénico encontrado em
amostras de solo e insetos. Podendo colonizar grande parte dos insetos, ocorrendo de forma
epizodtica e enzootica em Coledpteros, Hemipteros e Lepidopteros, na forma enzodtica em
Dipteros, Himendpteros e Ortopteros (ALVES,1998). A infeccdo por esse fungo pode ser via
tegumentar, que dependera da presenca de nutrientes provenientes de fontes de carbono,
nitrogénio, glicose e quitina, que sdo essenciais para o desenvolvimento desse fungo. Pode
acontecer em alguns grupos de insetos a infec¢do via sistema digestério e por sistema
respiratorio também através do espirdculo (DALZOTO & UHRY, 2009). Apos passar pela
cuticula, sdo formados tubos germinativos e hifas que percorrem o tegumento. Ha uma massa
consideravel de hifas onde o fungo se multiplica na hemolinfa do inseto. Assim o inseto morre,
com a falta dos nutrientes, se as condic¢des forem favoraveis, emerge o fungo, externando suas

hifas e formando na superficie do cadaver uma massa branca (LAZZARINI, 2005).

Como controle alternativo, pode-se citar os 6leos essenciais que sdo produtos obtidos
através de partes de plantas, como folhas, flores, caules sendo extraidos por extracdo de vapor
de &gua. Embora todos os 6rgdos de uma planta possam acumular 6leos essenciais, a
composicdo pode variar dependendo de onde sdo extraidos (LUPE, 2007). Muitas dessas
substancias exibem propriedades toxicas, repelentes estimulantes e fago inibidoras. Além do
efeito inseticida, os Oleos essenciais podem afetar negativamente o crescimento,
desenvolvimento e reproducdo de varios insetos de produtos armazenados (PAULIQUEVIS,
CONTE& FAVERO, 2013).

Geralmente os 6leos essenciais podem ser absorvidos pela cuticula, inalados ou
ingeridos pelos insetos. Testes de fumigagédo, que consistem em observar a toxicidade dos



volateis do 6leo em organismos vivos, e pulverizacdo de 6leos essenciais, ja foram descritos
pela literatura (REGNAULT-ROGER & HAMRAOUI, 1995). Alguns o6leos essenciais
apresentam, ainda, potencial fungicida e fungistatico. Por isso, a importancia de serem
estudados, para que possam servir de matéria-prima para sintese de novos produtos para o
controle fitossanitario na agricultura (CELOTO et al., 2008). Ha inimeros exemplos da eficacia
dos 6leos essenciais no controle de fitopatégenos. Por outro lado, sdo escassas as informacdes
sobre o impacto desses produtos, sob aqueles fungos de relevancia na agricultura como 0s
entomopatogénicos, que auxiliam no controle de pragas de diferentes culturas de interesse
agronémico (GONCALVES et al., 2017)

Dentro das diversas plantas que sdo utilizadas para a extracdo do dleo essencial, podem-
se destacar as dos géneros Cymbopogon, Cinnamomum e Thymus, que ja foram amplamente
estudados e apresentam algum tipo de atividade biolégica (NERIO et al., 2010). Aqui poderias
mencionar a agdo inseticida deles, assim ficaria mais claro porque estds avaliando a

compatibilidade.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a compatibilidade dos 0Oleos essenciais de
Cymbopogon citratus, Cinnamomum camphora var. linaloolifera e Thymus vulgaris sobre

Beauveria bassiana.

2 MATERIAL E METODOS

A avaliacdo da atividade fungicida dos 0leos essenciais de C. citratus, C. camphorae T.
vulgaris sobre B. bassiana foram realizados no Laboratério de Controle de Pragas da
Universidade de Caxias do Sul, Caxias do Sul, no segundo semestre de 2022.

Foi utilizado o entomopatdgeno Beauveria bassiana (isolado UCS B05) proveniente da
colecdo de entomopatogenos do Laboratorio de Controle de Pragas da UCS. A multiplicacéo
do entomopatogeno foi realizada através do processo de repicagem em meio de cultura BDA
(batata-dextrose-agar). As placas foram mantidas em BOD com temperatura constante de 25 °C

e com fotoperiodo de 12 horas, por 15 dias.

Para avaliar a seletividade dos 6leos essenciais sob 0 entomopatogenos foram conduzidos

ensaios em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x6, em que o fator A



foi constituido por trés 6leos essenciais: C. camphora (ho-sho), C. citratus (capim-limédo) e T.
vulgaris (tomilho) e o fator B por quatro concentracdes dos 6leos essenciais: 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0% vl/v e dois tratamentos controles que foram constituidos por dgua destilada e outro por

agua mais Tween-80® (0,5% v/v), que foi utilizado para emulsionar os 6leos essenciais.

Para a avaliagdo do efeito fungicida dos 6leos essenciais sobre B. bassiana, as
concentracdes, com auxilio de um micropipetador, foram incorporadas a 100 mL de meio de
cultura BDA fundente, previamente autoclavado, apés, foi vertido em placas de Petri (8 cm de
diametro).

Apos a solidificagdo do meio de cultura, um disco (5 mm de didmetro) da coldnia de B.
bassiana foi transferido e depositado no centro de cada placa de Petri. As placas foram vedadas
e incubadas em camara de crescimento — BOD, com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12
horas, durante 14 dias. As avaliacGes foram realizadas no 3°, 7° e 14° dia, através da medicdo
do diametro da coldnia com auxilio de um paquimetro digital. Cada tratamento contou com 5

repeticdes, sendo cada repeticdo uma placa, totalizando 25 placas por tratamento.

Para comprovar a acdo fungicida ou fungistatica dos oleos essenciais, 0s discos de B.
bassiana foram retirados das placas de Petri que continham os tratamentos, apos o 14° dia de
avaliacdo e foram inseridos em novas placas de Petri contendo somente 0 meio BDA. A

avaliacdo ocorreu no 7° dia ap0s a troca de substrato.

Os dados foram analisados a partir do modelo estatistico de variancia ANOVA, seguido
do teste post hoc de comparacdo multipla de médias de Tukey a 5% de probabilidade, com

auxilio do programa SPSS 2.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da compatibilidade dos Oleos essenciais sobre B. bassiana estdo
apresentados na Tabela 1, onde observa-se que houve crescimento fangico nos controles
negativos (agua e agua + Tween-80%), porém diferiram estatisticamente. Nota-se que néo

houve crescimento micelial do entomopatdgeno B. bassiana, quando este foi submetido aos
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tratamentos com os 6leos essenciais, em nenhuma concentracdo e em nenhum dos dias de

avaliacdo, observando-se um comportamento fungistatico.

Tabela 1: Médias do crescimento flingico de Beauveria bassiana quando submetido a diferentes tratamentos em
avaliacdes no 3°, 7° e 14° dias apds aplicacdo dos tratamentos.
Crescimento micelial de B. bassiana (mm)

Tratamento
3° dia 7° dia 14° dia
Agua 10,04 a 19,05 a 39,16 a
Agua + Tween-80® (0,5 % v/v) 593D 16,15 b 25,68 b
Cymbopogon citratus
0,5 % viv Oc Oc Oc
1,0 % viv Oc Oc Oc
1,5% viv Oc Oc Oc
2,0 % viv Oc Oc Oc
Thymus vulgaris
0,5 % viv Oc Oc Oc
1,0 % viv Oc Oc Oc
1,5 % viv Oc Oc Oc
2,0 % viv Oc Oc Oc
Cinnamomum camphora var.
linalolifera
0,5 % viv Oc Oc Oc
1,0 % viv Oc Oc Oc
1,5 % viv Oc Oc Oc
2,0 % viv Oc Oc Oc

Valores seguidos por letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 %.

No 7° dia de avaliacdo, ap0s a troca de substrato, com o intuito de verificar o
comportamento do entomopatdgeno B. bassiana, verificou-se que ndo houve crescimento
micelial, comprovando atividade fungicida dos Oleos essenciais testados em todas as

concentragOes observadas.

Estudos demonstram a compatibilidade dos extratos alcoolicos e aquosos de jabuticaba
(Myrciaria cauliflora (Mart.)), goiaba (Psidium guajava (L.)), além de trés diluicbes do
desinfetante Peroxitano 1512L sobre a viabilidade de conidios de B. bassiana, contudo apenas
0s extratos tiveram pouco impacto no que se refere ao potencial de in6culo (MARTINS et al.,
2016).
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A compatibilidade dos 6leos essenciais da casca de Dugetia lanceolata e o fungo
entomopatogénico B. bassiana foi descrita por Pompermayer (2020), que observou que a

toxicidade foi moderadamente toxica.

Além disso, estudos realizados para testar a compatibilidade do 6leo essencial de
Eucalyptus globulus e E. citriodora sobre B. bassiana apontam que concentracdes superiores
a 0,4% e 0,2%, respectivamente, sdo capazes de inibir o crescimento micelial do
entomopatogeno em questdo (IMMEDIATO et al., 2016). Ummidi e Vladamani (2014),
verificaram que os Oleos de mostarda (Sinapis alba), coco (Cocos nucifera) e eucalipto
(Eucalyptus grandis) em concentracdo de 2% v/v inibiu o didmetro da coldnia de B. bassiana
em 20,38; 17,35 e 20,38% em relacdo a testemunha (dgua destilada), evidenciando que alguns

6leos causam efeito fungicida.

O efeito fungicida do 6leo essencial de T. vulgaris (composto majoritario timol com
50,06%) reduziu o crescimento in vitro de varios fungos fitopatogénicos, dentre eles Rizoctonia
solani, Pythium ultimum var. ultimum, Fusarium solani e Colletotrichum lindemuthianum, os

autores observaram que os 6leos degradaram as hifas fungicas (Zambonelli et al., 1996).

O Oleo essencial de Cymbopogon citratus teve efeito inibitorio in vitro de
Colletotrichum gloeosporioides a partir da concentracdo de 500 ppm. Resultado que se
assemelhou ao fungicida (Folicur; principio ativo: tebuconazol) utilizado. Constatou-se
também que o citral (composto majoritario presente no 6leo essencial em questdo) foi o
responsavel por tal acdo inibitéria (GUIMARAES et al., 2007).

Tomazoni et al. (2017) observaram que a partir da concentragio de 1,5 uL mL™ do éleo
essencial de ho-sho (Cinnamomum camphora var. linaloolifera) inibiu 100% do crescimento

micelial de diversos isolados do fitopatogeno Alternaria solani.

O efeito antifungico dos dleos essenciais reduz o crescimento das hifas e induz a lise
citoplasmatica dos fungos. A inibicdo do crescimento causado por Gleos essenciais geralmente
induz mudancas na composicdo da parede celular, rompimento da membrana plasmatica e
desorganizacdo da estrutura mitocondrial (BILLERBECK et al., 2001; MAIA, 2015).
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Os 6leos essenciais sdo constituidos por diversos compostos com uma grande variedade
de mecanismos inseticidas e repelentes. Muitos estudos demonstram que esses compostos
possuem atividade bioldgica e capacidade de provocar efeitos adversos em muitas pragas
(DHIFI ET AL., 20186).

Essa atividade bioldgica dos 6leos essenciais e seus componentes podem atuar como
agentes fungistaticos e/ou fungicidas, denominada atividade antifdngica, dependendo das
concentragOes utilizadas. O mesmo 6leo pode ser eficaz contra uma ampla gama de espécies
de microrganismos, mas as concentragfes inibitorias minimas (CIMs) podem variar
(ANTUNES & CAVACOB, 2010).

As plantas utilizam os monoterpenos para defesa contra patogenos, efeito
aleloguimico, atividade repelente contra insetos, entre outras fungdes (CHAND ET AL., 2017).
Esses compostos presentes nos Oleos essenciais podem ser classificados em dois grandes
grupos quimicos, diferindo de acordo com a rota metabolica no qual estes foram sintetizados:
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos) e, em menor teor, fenilpropanoides
(REGNAULT-ROGER et al., 2012).

Estudos demonstram que inseticidas selecionados, exceto alguns (profenofos,
indoxacarbe, imidacloprida, triazofos e metildemeton) todos os outros inseticidas podem ser
usados com seguranca junto com o micropatdgeno. Ao comparar a toxicidade de inseticidas
contra B. bassiana aos 14 dias e 30 dias apds inoculacéo, a toxicidade dos inseticidas foi
reduzida em 30 dias ap0s a inoculacdo. Aos 14 dias, imidacloprida e triazophos foi
moderadamente toxico, durante 30 dias sua toxicidade reduzida a ligeiramente toxico.
Inseticida altamente toxico profenophos em 14 dias foi degradado para moderadamente
toxico em 30 dias. Embora os diferentes inseticidas testados no presente investigacdes
inibiram o crescimento de B. bassiana no meio envenenado in vitro, o uso combinado do

fungo e inseticidas ndo podem ser completamente descartados. ( AMUTHA, 2010)

Este estudo mostra que os 6leos essenciais de T. vulgaris, C. camphora var.
linaloolifera e C. citratus nas concentracdes investigadas afetam a biologia de B. bassina e

que ndo podem ser utilizados concomitantemente. Mas isso ndo quer dizer que os 6leos
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esséncias ndo possam ser utilizados com a b. bassiana, assim dizendo eles podem ser
utilizados em diferentes etapas, podendo ser feita uma rotacdo nas aplicacdes intercalando os
dois. Pois assim ndo teremos uma interferéncia dos éleos esséncias sob o entomopatogeno na

acao contra as pragas em questao.

4 CONCLUSAO

Pelos resultados apresentados, pode-se inferir que os 6leos essenciais de C. camphora
(ho-sho), C. citratus (capim-limao) e T. vulgaris (tomilho) se mostram incompativeis com o
fungo da B. bassiana, ocorrendo o efeito fungicida no entomopatogeno e assim ocasionando
a mortalidade do fungo. Todavia, devem ser ampliadas as pesquisas com outros extratos de
6leos essenciais, ensaios em condi¢des de campo e estudos de controle de qualidade para
viabilizar a compatibilidade com a B. bassiana e assim ter uma maior adogdo desses produtos
naturais pelos agricultores. Pois fazem-se necessarias para elucidar o potencial destes
produtos de origem vegetal como ferramenta alternativa aos produtos quimicos, além de sua

producdo em larga escala.
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