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PATOGENICIDADE DE Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana EM Tenebrio 

molitor (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE): COMPATIBILIDADE E 

REPELÊNCIA A ÓLEOS VEGETAIS 

RESUMO  

O controle biológico é, além de um fenômeno natural, uma estratégia de manejo de pragas 

eficiente e de importância expressiva para o meio científico que é resultado de ações deliberadas 

pelo homem ou de ações não assistidas de forças naturais, consistindo no uso de parasitóides, 

predadores ou patógenos para suprimir uma população de pragas. Entre os organismos mais 

utilizados no controle biológico, destacam-se os entomopatógenos Metarhizium anisopliae e 

Beauveria bassiana. Dessa forma, o objetivo geral desta pesquisa foi determinar as 

concentrações letais dos isolados MGSS 192 de M. anisopliae e IBCB 66 de B. bassiana sobre 

o terceiro instar larval de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), além de realizar testes 

adicionais de compatibilidade e repelência com óleos vegetais. Posto isto, determinou-se a CL50 

(intervalo de confiança) para M. anisopliae (MGSS 192) e B. bassiana (IBCB 66) em 138,61 

conídios mL-1 (134,51–142,84) e de 155,35 conídios mL-1 (149,96–160,93) respectivamente, 

demonstrando que, apesar dos dois isolados terem sido patogênicos, o isolado MGSS 192 de 

M. anisopliae em menor concentração de conídios/mL proporcionou 50% de mortalidade nas 

larvas de terceiro instar de T. molitor. Nos testes de compatibilidade, os tratamentos com óleo 

de nim demonstraram-se compatíveis com o isolado MGSS 192 em todas as concentrações 

testadas, enquanto nos tratamentos com óleo fixo de algodão, obteve-se alta toxicidade nas 

concentrações 4% e 5%. Quanto à atividade repelente desses óleos em T. molitor, verificou-se 

que o óleo de nim manteve seu potencial em todos os intervalos de exposição (1h, 3h, 6h e 24h) 

nas cinco concentrações testadas (1%-5%), enquanto para as mesmas concentrações do óleo 

fixo do algodão, a atividade repelente manteve-se apenas até as 6 horas de exposição. Foram 

determinadas as concentrações letais médias 138,61 (134,51-142,83) e 155,35 conídios mL-1 

(149,96–160,93) para M. anisopliae e B. bassiana respectivamente. Foi possível ainda 

identificar maior compatibilidade entre o óleo vegetal de Nim com os dois fungos testados; o 

mesmo também demonstrou maior potencial de repelência contra o terceiro instar de T. molitor.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Micoinseticidas; Larva da farinha; Controle Biológico; Inseticidas 

Botânicos.  
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PATHOGENICITY OF Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana in Tenebrio molitor 

(COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE): COMPATIBILITY AND REPELLENCE TO 

VEGETABLE OILS 

ABSTRACT 

Biological control is, in addition to a natural phenomenon, an efficient pest management 

strategy of significant importance for the scientific world that is the result of deliberate actions 

by man or unassisted actions of natural forces, consisting of the use of parasitoids, predators or 

pathogens to suppress a pest population. Among the organisms most used in biological control, 

the entomopathogens Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana stand out. Therefore, the 

general objective of this research was to determine the lethal concentrations of isolates MGSS 

192 of M. anisopliae and IBCB 66 of B. bassiana on the third larval instar of Tenebrio molitor 

(Coleoptera: Tenebrionidae), in addition to carrying out additional compatibility and repellency 

with vegetable oils. That said, the LC50 (confidence interval) was determined for M. anisopliae 

(MGSS 192) and B. bassiana (IBCB 66) in 138.61 conidia mL-1 (134.51–142.84) and 155, 35 

conidia mL-1 (149.96–160.93) respectively, demonstrating that, although both isolates were 

pathogenic, the MGSS 192 isolate of M. anisopliae at a lower concentration of conidia/mL 

provided 50% mortality in larvae of third instar of T. molitor. In compatibility tests, treatments 

with neem oil were shown to be compatible with the MGSS 192 isolate at all concentrations 

tested, while treatments with fixed cottonseed oil showed high toxicity at concentrations of 4% 

and 5%. Regarding the repellent activity of these oils on T. molitor, it was found that neem oil 

maintained its potential in all exposure intervals (1h, 3h, 6h and 24h) in the five concentrations 

tested (1%-5%), while for the same concentrations of fixed cotton oil, the repellent activity was 

maintained only until 6 hours of exposure. The mean lethal concentrations of 138.61 (134.51–

142.83) and 155.35 conidia mL-1 (149.96–160.93) were determined for M. anisopliae and B. 

bassiana, respectively. It was also possible to identify greater compatibility between Neem 

vegetable oil and the two fungi tested; it also demonstrated greater repellency potential against 

the third instar of T. molitor. 

 

KEY WORDS: Mycoinsecticides; Mealworm; Biological Control; Botanical Insecticides. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

O controle biológico é, além de um fenômeno natural, uma estratégia de manejo de 

pragas eficiente e de importância expressiva para o meio científico (Heimpel; Mills, 2017), que 

é resultado de ações deliberadas pelo homem ou de ações não assistidas de forças naturais, 

consistindo no uso de parasitóides, predadores ou patógenos para suprimir uma população de 

pragas (Van Driesche; Bellows, 2012). Existem três tipos de controle biológico, segundo 

Huffaker (2012): o clássico, onde os agentes de controle são inseridos em uma área onde a 

praga-alvo não possui inimigos naturais eficazes; natural, que consiste na soltura de inimigos 

das pragas existentes na lavoura, visando controlar naturalmente e manter o equilíbrio do 

ecossistema; e o artificial, em que os predadores são criados em laboratórios, em largas escalas, 

e liberados juntos à praga.  

Nesse contexto, entre os microorganismos mais utilizados neste importante método de 

controle, destacam-se aqueles denominados entomopatógenos (Moraes, 2022). Entre os 

organismos agentes de controle biológico, cita-se o Vírus da Poliedrose Nuclear- VPN 

(Garavazi; Patroni, 2020; Freire, 2021), a bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) que 

representa 90% do mercado mundial de bioinseticidas (Dantas; Ferreira, 2020) e os fungos que 

possuem grande variabilidade entre os isolados da mesma espécie, podendo apresentar 

diferentes níveis de similaridade genética e virulência e, diferentemente dos vírus e das 

bactérias, possuem ação por contato (Wiermann, 2022; Goulart et al., 2022). 

Entre as alternativas para o controle de pragas, os fungos entomopatogênicos 

desempenham um papel importante na supressão de insetos, considerando o seu amplo espectro 

de ação e sua capacidade de gerar epizootias (Sgarioni, 2021). Seu modo de ação é eficaz, uma 

vez que penetram no inseto através da cutícula (Maninno et al., 2019) e após a penetração, o 

fungo se espalha pela hemocele (Flexner et al., 1986), produzindo altas quantidades de toxinas 

dentro do hospedeiro, de modo a causar paralisia e morte nos insetos para, depois, colonizar o 

corpo e produzir esporos na superfície do mesmo (Altinoki et al., 2019). Além de sua eficiência 

no modo de ação, esses organismos ainda atendem os princípios do manejo integrado de pragas 

(MIP), e retardam o processo de resistência de pragas a inseticidas, promovendo a preservação 

de inimigos naturais (Rubio; Souza; Pereira, 2021).  

Por este viés, Sani et al. (2020), discutem sobre o importante papel dos 

entomopatógenos Metarhizium anisopliae (Metsch) e Beauveria bassiana (Bals.) no controle 

de pragas agrícolas, já conhecidos no mercado de controle biológico uma vez que, alguns 

isolados destes fungos já fazem parte de formulações biológicas comerciais (Sullivan; Parker; 
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Skinner, 2022). Resultados como os obtidos por Fite et al. (2022) confirmam a patogenicidade 

dos isolados APPRC-9604, APPRC-T5 e DLCO-EA-56 de B. bassiana e DLCO-EA-40 de M. 

anisopliae no controle do terceiro instar de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: 

Noctuidae), determinando uma concentração letal média (CL50) de 1,3 × 10 4 conídios/mL para 

o isolado APPRC-9604 que foi mais eficaz no controle da população larval.  

Nesse sentido, destaca-se o Tenebrio molitor (Linnaeus) (Coleoptera: Tenebrionidae), 

caracterizado por sua capacidade de se reproduzir rapidamente. Tenebrio molitor possui um 

ciclo de vida composto por quatro estágios: ovo, larva, pupa e inseto adulto, sendo o estágio 

larval composto por cinco instares (Marques et al., 2021). Também conhecido como larva da 

farinha, este inseto é considerado uma praga comum em grãos armazenados que pode gerar 

danos significativos uma vez que, são capazes de contaminar os grãos através de seus 

excrementos e de causar danos físicos ao estoque, levando a deterioração dos produtos 

armazenados (Rumbos et al., 2024). Por outro lado, além de sua importância econômica como 

praga agrícola, Gkinali et al. (2022), destacam o potencial das larvas de T. molitor para tratar 

deficiências de proteína alimentar convencional, devido ao seu importante conteúdo de 

proteína, lipídios, vitaminas e minerais, podendo ser utilizadas ainda como ingredientes futuros 

para fins industriais. Além disso, Parra (2019) evidencia, que T. molitor também se constitui de 

importante ferramenta na análise de patogenicidade de fungos.   

Dessa forma, é válido ressaltar que a patogenicidade de fungos depende, entre outros 

fatores, do inseto-praga que se deseja controlar e do isolado fúngico utilizado. Além disso, como 

destacam Machado e Pimentel (2021), existem meios de potencializar o crescimento e a ação 

de organismos fúngicos. Em estudos como os de Celestino et al. (2020), avaliou-se 

compatibilidade in vivo entre óleo de mamona e B. bassiana na broca do café Hypothenemus 

hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae). Santos (2023), também demonstrou que houve 

compatibilidade entre os extratos vegetais e o fungo entomopatogênico B. bassiana ao avaliar 

sua viabilidade em laboratório. Com base nos resultados de Paula et al. (2019), é também 

possível observar que a combinação do fungo entomopatogênico M. anisopliae com óleo de 

nim (Azadirachta indica) aumenta efetivamente a meia-vida e a virulência do fungo quando 

testado contra larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), mesmo sob condições de campo 

simuladas. 

Nesse contexto, existem também trabalhos que exploram o potencial de óleos vegetais 

como repelentes naturais. Joshi et al. (2019), avaliaram o potencial de repelência de óleo de 

nim nas concentrações 1%, 2% e 3% contra Tribolium castaneumm (Herbst) (Coleoptera: 
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Tenebronidae) e Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera: Bostrichidae) e verificaram 

que a capacidade repelente do óleo foi proporcional à concentração utilizada. Macchioni et al. 

(2019), confirmam ainda a eficiência do óleo de nim como repelente de mosquitos Aedes 

albopictus (Diptera: Culicidae), demonstrando potencial para ser também um potencializador 

da ação de entomopatógenos. 

Sendo assim, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas acerca da patogenicidade 

de fungos contra pragas agrícolas, bem como explorar métodos que potencializem sua ação. 

Diante do exposto, esta pesquisa foi executada com vistas a explorar a patogenicidade de M, 

anisopliae e B. bassiana, bem como realizar testes adicionais visando explorar o potencial de 

compatibilidade de óleos vegetais com entomopatógenos e seu grau repelência em T. molitor, 

sob o objetivo geral de determinar as concentrações letais médias (CL’s 50) de M. anisopliae 

MGSS 192 e B. bassiana IBCB 66 sobre o terceiro instar larval de T. molitor.  

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Controle biológico de insetos-praga e organismos entomopatogênicos  

O controle biológico é a utilização de organismos vivos visando combater patógenos, 

pragas e plantas espontâneas para fornecer, além de maior sustentabilidade ao meio ambiente, 

benefícios humanos (Van Driesche; Bellows, 2012). Como acrescentam Pacheco et al. (2019), 

é ainda considerado um método de manejo compatível com as necessidades do meio ambiente 

tanto pela viabilidade econômica que oferece aos agricultores quanto pela proteção dos recursos 

ambientais e à saúde dos consumidores. Neste método, estão inseridas diversas práticas de 

manejo para fins de proteção de inimigos naturais em um agroecossistema, aumentando a 

capacidade de ação dos mesmos e o seu impacto na população de pragas, além de representar 

uma alternativa à utilização de agroquímicos sintéticos que causam diversos danos ambientais 

e riscos à saúde humana (Stemberg et al., 2021; Shields et al., 2019).  

O controle biológico é considerado como um fenômeno natural que controla a densidade 

populacional de insetos-praga pelo uso de inimigos naturais (Reis, 2018). Os estudos com esses 

organismos para o controle de pragas agrícolas têm se mostrado bastante eficazes e a 

importância de se debater e abordar sobre este método de controle na agricultura está 

relacionada à necessidade de entender esse conhecimento como um processo de busca constante 

(Cruz; Silva, 2019). No entanto, apesar de ocorrer naturalmente e não ser considerado um 

método recente, esse tipo de manejo ainda é pouco conhecido pelos  produtores; o 

conhecimento dos agricultores acerca do controle biológico e suas percepções sobre a 
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contribuição desse tipo de manejo na biodiversidade bem como para o controle de pragas têm 

sido, muitas vezes, negligenciados já que atualmente o controle de pragas agrícolas ainda 

depende do uso intenso de inseticidas químicos (Amancio, 2019; Wang et al., 2019; Matinez-

Sastre et al., 2020).  

Tendo em vista os efeitos negativos destes últimos, a preocupação em desenvolver novas 

práticas de controle que respeitem os limites e recursos ambientais tem tomado proporções 

mundiais. Como descreve Wang et al. (2019), na China por exemplo, “a promessa do controle 

biológico atraiu a atenção do governo e os fundos para apoiar muitos programas nacionais de 

pesquisa”. Ainda de acordo com o mesmo autor, em 2013, a China lançou dois programas de 

apoio a pesquisa dentro campo do controle biológico: a “Pesquisa Básica sobre Controle 

Biológico de Nematóides Patogênicos de Culturas Chave” e o “Mecanismo de Controle de 

Pragas por Inimigos Naturais e sua Utilização Sustentável”, assim servindo de modelo para o 

resto do mundo, visto que investir em métodos de controle alternativos significa investir na 

manutenção da biodiversidade como um todo.  

Sforza (2021), acrescenta ainda, que existe uma diversidade de agentes que podem ser 

utilizados dentro das práticas de controle biológico de pragas, com destaque para os fungos 

entomopatogênicos por apresentarem vantagens significativas no desempenho dessa função 

(Reis, 2018). 

Nesse sentido, eficácia dos fungos como agentes de controle biológico 

(entomopatogênicos) se deve, principalmente, ao fato de que estes são patógenos de largo 

espectro de ação, capazes de colonizar diversas espécies de insetos e de causar com frequência, 

epizootias em condições naturais. Além disso, atendem aos princípios do Manejo Integrado de 

Plantas - MIP, retardam o processo de resistência de pragas a inseticidas e promovem a 

preservação de inimigos naturais (Alves, 2008; Rubio; Souza; Pereira, 2021).  

Desse modo, López e Osório (2019), evidenciaram em sua pesquisa os 

entomopatógenos B. bassiana e M. anisopliae como organismos úteis para o controle de pragas 

agrícolas, devido à capacidade que ambos apresentam de causar infecções em níveis suficientes 

para reduzir uma população de pragas (Lima, 2021). Loureiro et al. (2022), confirmaram o 

potencial patogênico das cepas IBCB 21 e IBCB 07 de B. bassiana contra Atta sexdens 

rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) em condições de laboratório. Torres et al. (2020), 

avaliaram o potencial de M. anisopliae sobre larvas e adultos de Ulomoides dermestoides 

(Coleoptera: Tenebrionidae), constatando que o fungo pode ser utilizado como estratégia de 

controle nas duas fases submetidas aos tratamentos, visto que, demonstrou alta patogenicidade. 
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Vale destacar que estes fungos são capazes de colonizar grande parte dos insetos, 

ocorrendo de forma a lhes provocar epizootias, podendo causar infecção via tegumento, via 

sistema digestório ou respiratório. Uma vez no hospedeiro, começam a formar tubos 

germinativos que se estendem por todo o tegumento do inseto e, dessa forma, ao se multiplicar 

causam a morte do inseto por falta de nutrientes, para então esporular sobre o cadáver 

(Hernandez et al., 2019). Esse processo de infecção do hospedeiro pelo fungo é resumido por 

Dannon et al. (2020),  em quatro etapas: adesão, diferenciação, penetração e disseminação, 

sendo a adesão caracterizada pela germinação dos conídios já fixados à cutícula do hospedeiro; 

a diferenciação caracterizada pelo estabelecimento do apressório que favorecerá a penetração; 

a penetração que corresponde ao momento em que o fungo alcança a hemolinfa do hospedeiro 

e, por último, a disseminação que corresponde ao momento da esporulação para dispersão. 

Por suas características e modo de ação, diferentes isolado de M. anisopliae e B. 

bassiana vem demonstrando alto potencial patogênico e estão entre os mais estudados dentro 

de programas de controle biológico já que se demonstram tão eficientes quanto pesticidas 

químicos no controle de determinadas pragas. Resultados satisfatórios tem sido observado no 

controle de pragas do algodoeiro, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e H. hampei, 

com a vantagem de terem seu potencial biotecnológico amplamente explorado pela expressão 

de genes e como fonte de novos biocatalisadores (Dannon et al., 2020; Amobonye et al., 2020; 

Peng et al., 2021; Pedrini et al., 2022; Idrees et al., 2022). 

 

2.2 Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)  

Tenebrio molitor é uma espécie de besouro de fácil reprodução que possui quatro 

estágios de vida: ovo, larva, pupa e adultos sendo o estágio larval composto por cinco instares. 

Suas larvas são ricas em aminoácidos essenciais, especialmente metionina, lipídios e ácidos 

graxos essenciais que variam de acordo com o seu desenvolvimento (Hong; Han; Kim, 2020). 

Também conhecido como larva da farinha, este inseto é considerado uma praga comum em 

grãos armazenados que pode gerar danos significativos uma vez que, são capazes de contaminar 

os grãos através de seus excrementos e de causar danos físicos ao estoque, levando a 

deterioração dos produtos armazenados (Rumbos et al., 2024).  

Apesar de representar importância agrícola enquanto praga, os estudos acerca deste 

inseto se concentram especialmente na avaliação de sua parte nutricional, já que pode ser 

utilizado como uma importante fonte de proteína na alimentação (Wu et al., 2020; Gkinali et 
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al., 2022). Estudos vêm sendo desenvolvidos acerca do desempenho de T. molitor em diferentes 

dietas. Rumbos et al. (2020), analisaram a composição de nutrientes das larvas depois de terem 

sido submetidas à diferentes dietas, constatando que a alimentação em substratos selecionados 

impactou a composição nutricional das larvas de T. molitor.  

 Outras pesquisas também comprovam a eficiência de larvas de T. molitor como isca ou 

“Bait Method” para isolar fungos entomopatogênicos e ainda em trabalhos de prospecção de 

entomopatógenos para desenvolvimento de bioformulados (Shafique et al., 2021; Domingues 

et al., 2023). Eski e Gezgi (2022), confirmam a suscetibilidade de todas as fases deste inseto à 

diferentes isolados de B. bassiana e comprovam sua eficácia quanto ao isolamento de fungos, 

exercendo o seu papel de isca. Siqueira et al. (2019), compara o potencial patogênico de Isaria 

fumorosea e o potencial de controle do óleo de nim em larvas de T. molitor, ressaltando a 

importância de que mais estudos comparativos sejam desenvolvidos neste sentido. Neste 

cenário, o entomopatógeno M. anisopliae também teve sua virulência avaliada nos instares 

larvais de T. molitor a partir de estudos de Altahawi et al. (2020), demonstrando a 

patogenicidade dos isolados M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8 e M9, que ocasionaram 64% 

de mortalidade nas larvas e evidenciando a utilização do inseto na prospecção de isolados 

fúngicos, como uma importante contribuição para o mercado de controle biológico.  

Sendo assim, T. molitor constitui importante ferramenta no que diz respeito à análise de 

patogenicidade de fungos entomopatogênicos, contribuindo também para formulação de novos 

bioprodutos uma vez que, em nível mundial, o controle biológico aumentou de 10 a 15% por 

ano e a busca por novos produtos e organismos-base para essas formulações é constante (Parra, 

2019).  

2.3  Cenário atual dos micoinseticidas no Brasil  

Desde a década de 1970, a produção de agentes de controle biológico passou de uma 

indústria artesanal para instalações profissionais de pesquisa e produção. Muitos agentes 

eficientes foram identificados, protocolos de controle de qualidade, produção em massa, 

métodos de embarque e liberação amadurecidos e orientação adequada para os agricultores foi 

desenvolvida (Van Lenteren et al., 2020). A produção de bioinseticidas a base de fungos 

entomopatogênicos, no entanto, possui uma série de desafios que vão desde a pesquisa dos 

isolados até o processo de produção (Almeida, 2020). 

Em nível nacional, o crescimento gradativo na produção desses bioprodutos, se dá, 

principalmente, pelo interesse das multinacionais, já que vem aumentando a preocupação 
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mundial com métodos que garantam maior sustentabilidade no manejo de sistemas agrícolas e 

no meio ambiente em geral, por isso, o mercado do controle biológico é uma das áreas que mais 

crescem dentro da Entomologia em nosso país (Almeida et al., 2019). De acordo com o 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, a produção de produtos biológicos para 

controle de pragas e doenças agrícolas no Brasil cresceu mais de 70% no último ano, 

movimentando cerca de R$ 464,5 milhões ante R$ 262,4 milhões em 2017, apresentando um 

crescimento de 17% no mesmo período (Brito, 2019).  

Por outro lado, embora seja forte no setor agropecuário, o Brasil ainda possui poucos 

produtos de Controle Biológico no mercado e, consequentemente o controle de pragas 

utilizando produtos naturais ainda é pouco utilizado. Isso se deve à resistência em relação a 

utilização do controle biológico pela pressão das grandes empresas de agroquímicos e pela 

cultura do agricultor brasileiro que, infelizmente, se acostumou com a aplicação de produtos 

químicos, ao longo de décadas, para controlar as pragas (Amancio, 2019; Parra, 2019). Daí a 

necessidade de que se intensifiquem os estudos para exploração do potencial de novos isolados 

de fungos, favorecendo o incremento na produção de bioprodutos através de novas formulações. 

2.4 Compatibilidade entre entomopatógenos e óleos vegetais 

A compatibilidade entre fungos entomopatogênicos e óleos vegetais tem ganhado 

espaço no meio científico, uma vez que se apresenta como uma estratégia promissora para o 

controle biológico de pragas agrícolas. Saikiaa et al. (2023), avaliou a compatibilidade entre B. 

bassiana e os óleos vegetais de nim, laranja (Citrus Sinensis Osbeck – Rutaceae), citronela 

(Cymbopogon nardus) e pinhão-manso (Jatropha curcas L.), considerando os parâmetros de 

tamanho das colônias, produção de conídios, esporulação e cálculo de toxicidade, constatando 

diferentes níveis de compatibilidade em todos os óleos testados, exceto nos tratamentos com 

óleo de pinhão-manso que apresentou toxicidade moderada, afetando a viabilidade dos conídios 

de B bassiana.  

De acordo com Machado e Pimentel (2021), os níveis de compatibilidade e toxicidade 

entre entomopatógenos e óleos vegetais podem variar de acordo com o óleo vegetal e as 

concentrações em que eles estão sendo utilizados. Como destaca Khun et al. (2021), existe um 

índice que determina o nível de compatibilidade onde valores de 0 a 41 representam toxicidade, 

de 42 a 66 indicam toxicidade moderada e valores maiores que 66 correspondem à 

compatibilidade. Puspitarini et al. (2022), avaliou a compatibilidade do extrato de semente de J. 

curcas e do entomopatógeno Akanthomyces lecanii contra o ácaro vermelho, incorporando o 
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extrato vegetal em meio composto por batata, dextrose e ágar (BDA) e inoculando o fungo para 

análise de seu crescimento micelial e viabilidade de conídios; dessa forma, os autores 

constataram alta compatibilidade entre o extrato e o entomopatógeno.  

Outros estudos como o de Paula et al. (2019), também sugerem que a aplicação 

combinada entre entomopatógenos e óleos vegetais como adjuvantes pode ser uma maneira 

mais eficaz de controlar populações de insetos-praga; em seus estudos, demonstraram que uma 

combinação do fungo entomopatogênico M. anisopliae com óleo de nim aumenta efetivamente 

a meia-vida e a virulência do fungo quando testado contra larvas de A. aegypti. demonstrou 

moderadamente tóxico.  

Elhalawany, Ahmad e Ali (2022), testaram a compatibilidade entre o óleo de nim e óleo 

de cominho (Nigella sativa) com os entomopatógenos M. anisopliae e B. bassiana e 

constataram que, apesar de o óleo de cominho ter demonstrado maior eficácia contra o ácaro  

Eutetranychus orientalis (Klein, 1936) quando aplicado em conjunto com o fungo, ao ser 

avaliado considerando o crescimento micelial do entomopatógeno, ele se demonstrou 

moderadamente tóxico.  

Dessa forma, alguns estudos indicam que óleos vegetais podem melhorar a eficácia dos 

fungos entomopatogênicos, aumentando a mortalidade dos insetos alvo, enquanto outras 

pesquisas alertam para possíveis efeitos negativos, como a inibição do crescimento fúngico em 

determinadas condições (Machado; Pimentel, 2021). Por isso, a escolha adequada do tipo de 

óleo, sua concentração e o método de aplicação são fundamentais para maximizar os benefícios 

e minimizar os possíveis efeitos adversos, de modo que os efeitos representem uma estratégia 

eficaz para o controle biológico de pragas. 

2.5 Repelência de óleos vegetais 

Além de seu uso como adjuvante de fungos entomopatogênicos, os óleos vegetais 

também estão presentes em estudos que exploram seu potencial como repelente (Coelho; Leal; 

Vasconcelos, 2019). Isso se dá devido às propriedades que alguns óleos possuem, como 

ressaltam Santos et al. (2022), um bom exemplo é o óleo de nim, rico em azadiractina que além 

de conferir excelente propriedade repelente, também garante ampla ação inseticida. Canedo 

(2020), destaca ainda o óleo de eucalipto (Eucalyptus globulus), rico em cineol, também 

conhecido por suas propriedades repelentes. Outros estudos também confirmam a eficiência de 
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óleo de citronela, extraído de plantas do gênero Cymbopogon, como repelente (Medeiros et al., 

2023; Santos et al., 2023).  

Estudos como o de Nisbet et al. (2000) revisaram o modo de ação da azadiractina e sua 

eficácia contra mais de 200 espécies de insetos e ressaltaram que o óleo de Nim age diretamente 

na inibição da alimentação, interferência no desenvolvimento e repelência. Nesse sentido, 

Sharma et al. (2005) também relataram a eficácia do óleo de Nim contra Helicoverpa armigera 

e Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) em cultura de algodão. Trongtokit et al. (2005) 

compararam a eficácia de diferentes óleos essenciais, incluindo citronela, e encontraram alta 

repelência contra mosquitos A. aegypti. Atrelado a este resultado, em seus estudos Nerio et al. 

(2010) realizaram um levantamento sobre a eficácia de óleos essenciais como repelentes de 

insetos, destacando a citronela como um dos mais eficazes, uma vez que possui alta 

volatilidade, interferindo diretamente na capacidade sensorial dos insetos. 

O óleo de algodão é outro óleo vegetal que tem sido estudado por suas propriedades 

repelentes e inseticidas. Ele contém ácidos graxos essenciais e compostos como gossypol, que 

podem ter efeitos repelentes contra insetos praga. Estudos como o de Shahid e Naczk (2003), 

têm mostrado que gossypol pode ser tóxico para pragas de grãos armazenados, como o gorgulho 

do milho Sitophilus zeamais Mots., 1855 (Coleoptera: Curculionidae). Além disso seu potencial 

também tem sido explorado em combinação com outros óleos essenciais para aumentar a 

eficácia repelente (Tripathi et al., 2000).  

A eficácia dos óleos vegetais como repelentes de insetos depende diretamente de fatores 

como tipo e concentração do produto, modo de aplicação – se por pulverização direta, uso em 

armadilhas ou aplicação no solo – e condições ambientais como temperatura, umidade e vento 

que podem influenciar na volatilidade e persistência dos óleos (Coelho; Leal; Vasconcelos, 

2019). Dessa forma, os óleos de origem vegetal são uma alternativa promissora e ecológica 

para a repelência de insetos praga. Sua utilização pode contribuir para a redução do uso de 

pesticidas químicos, promovendo um controle mais sustentável e seguro das pragas. 
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RESUMO  

Os fungos entomopatogênicos se constituem de um numeroso grupo de organismos que 

oferecem diversos serviços ecossistêmicos, entre os quais se destaca a capacidade de regular 

insetos-praga e mantê-los em níveis adequados, sem causar dano econômico. Diversos estudos 

evidenciam a patogenicidade dos fungos Beauveria  bassiana (Bals) e Metarhizium  anisoplae 

(Metsh) no controle de diversas pragas e, nesse sentido, destaca-se o Tenebrio molitor Linneaus 

(Coleoptera: Tenebrionidae), conhecido como uma praga de grãos armazenados, cuja fase larval 

é considerada a mais danosa, já que se alimentam mais ativamente, perfurando os grãos, 

ocasionando perdas significativas de peso e qualidade. Dessa forma, com esta pesquisa 

objetivou-se determinar as concentrações letais médias (CL’s50) dos isolados M. anisopliae 

MGSS 192 e B. bassiana IBCB 66 sobre o terceiro instar larval de T. molitor, avaliando se os 

isolados demonstram potencial patogênico contra as larvas. A CL50 (intervalo de confiança) 

estimada usando o modelo de concentração-resposta para M. anisopliae (MGSS 192) e B. 

bassiana (IBCB 66) foi de 138,61 conídios mL-1 (134,51–142,84) e de 155,35 conídios mL-1 

(149,96–160,93) respectivamente. Os isolados de M. anisopliae (MGSS 192) e B. bassiana 

(IBCB 66), foram patogênicos às larvas de T. molitor, no entanto, o isolado MGSS 192 se 

mostrou mais eficaz pois, em menor concentração de conídios/mL, proporcionou 50% de 

mortalidade nas larvas de terceiro instar. 

PALAVRAS-CHAVE: Controle Biológico; Bioinseticidas; Concentração Letal. 
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ABSTRACT 

Entomopathogenic fungi are a large group of organisms that offer diverse ecosystem services, 

among which the ability to regulate insect pests and maintain them at adequate levels, without 

causing economic damage, stands out. Several studies demonstrate the pathogenicity of the 

fungi Beauveria bassiana (Bals) and Metarhizium anisoplae (Metsh) in the control of various 

pests and, in this sense, Tenebrio molitor Linneaus (Coleoptera: Tenebrionidae) stands out, 

known as a pest of stored grains, whose larval phase is considered the most harmful, as they 

feed more actively, piercing the grains, causing significant losses in weight and quality. 

Therefore, this research aimed to determine the average lethal concentrations (CL's50) of the 

isolates M. anisopliae MGSS 192 and B. bassiana IBCB 66 on the third larval instar of T. 

molitor, evaluating whether the isolates demonstrate pathogenic potential against the larvae. 

The LC50 (confidence interval) estimated using the concentration-response model for M. 

anisopliae (MGSS 192) and B. bassiana (IBCB 66) was 138.61 conidia mL-1 (134.51–142.84) 

and of 155.35 conidia mL-1 (149.96–160.93) respectively. The isolates of M. anisopliae (MGSS 

192) and B. bassiana (IBCB 66) were pathogenic to T. molitor larvae, however, the MGSS 192 

isolate proved to be more effective because, at a lower concentration of conidia/mL, provided 

50% mortality in third instar larvae.  

KEY-WORDS: Biological control; Bioinsecticides; Lethal Concentration. 
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1. INTRODUÇÃO  

Nos últimos anos tem havido, no setor agrícola, uma grande procura por produtos 

biológicos, especialmente dada a importância econômica de algumas pragas agrícolas. De 

acordo com Fontes e Valadares (2020), em uma área agrícola, quando populações de insetos 

aumentam em níveis econômicos considerados inaceitáveis e, consequentemente, assumem o 

status de praga, seus inimigos naturais podem ser manejados ou até inseridos para controlá-la. 

Oliveira et al. (2006), também apontam o controle biológico de pragas como uma alternativa 

sustentável e eficaz ao uso de inseticidas sintéticos, por outro lado, os mesmos autores destacam 

a possibilidade de uso dos produtos de base biológica concomitantemente aos agroquímicos 

desde que o pesticida seja seletivo para a praga alvo.  

Nesse contexto, Delgado e Ordoñes (2011) evidenciam em seus estudos os fungos 

entomopatogênicos como um numeroso grupo de organismos que oferecem diversos serviços 

ecossistêmicos, entre os quais se destaca a capacidade de regular insetos-praga e mantê-los em 

níveis adequados, sem causar dano econômico. Os primeiros testes com fungos 

entomopatogênicos, foram realizados pelo russo Metschnikoff no final do século XIX, quando 

avaliou o potencial de Metarhizium anisopliae para o controle de uma espécie de besouro 

(Farias, 2001). Atualmente, a medida em que os estudos acerca desses organismos se acentuam, 

o mercado de produtos biológicos apresenta uma crescente no que diz respeito à produção e 

comercialização destes. Dessa maneira, como destaca Sosa-Gomes (2002), a preservação 

desses organismos entomopatogênicos é de extrema importância nos estudos sobre controle 

biológico.  

De acordo com Litwin et al. (2020), Bauveria bassiana e Metarhizium anisoplae tem 

sido os entomopatógenos mais estudados nas pesquisas e utilizados nas   formulações de 

produtos comerciais. Von-Nowakonski (2019), também destaca o entomopatógeno Isaria 

fumorosea em seus estudos, em que demonstra eficácia e alta patogenicidade contra a mosca- 

negra-dos-citros Aleurocanthus woglumi Ashby (Hemiptera: Aleyrodidae). Esse potencial é 

também evidenciado por Tamai et al. (2002), onde seus resultados demonstraram que todos os 

isolados das espécies Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae foram patogênicos a 

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), com valores de mortalidade corrigida 

aumentando progressivamente com o tempo após a inoculação. 

A eficácia já comprovada destes microorganismos se deve ao seu amplo espectro de 

ação e ainda, como destaca Maninno et al. (2019), à forma como este consegue penetrar no 
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inseto através da cutícula, se espalhando posteriormente pela hemocele. Dessa forma, o fungo 

é capaz de produzir toxinas dentro do seu hospedeiro, causando paralisia e morte para, 

posteriormente, colonizar o corpo e produzir esporos em sua superfície (Altinoki et al., 2019).  

Nesse sentido, destaca-se o Tenebrio molitor Linneaus (Coleoptera: Tenebrionidae) 

como uma praga de grãos armazenados capaz de causar danos físicos à grandes estoques de 

grãos tanto em seus cinco instares larvais, quanto em sua fase adulta (Souza; Pinto; Pereira, 

2020). A fase larval do inseto é considerada a mais danosa, já que se alimentam mais 

ativamente, perfurando os grãos, ocasionando perdas significativas de peso e qualidade 

(Orsolin; Silva, 2018). Além disso, a presença de fezes, fragmentos de ecdises e corpos mortos 

de insetos também podem contaminar os produtos e a atividade intensa das larvas ocasiona um 

expressivo aumento de temperatura e umidade nos locais de armazenamento, condições que 

facilitam a proliferação de outros patógenos (Rumbos et al., 2024). 

Ademais, os instares larvais de T. molitor vem sendo explorados em estudos de 

patogenidade de fungos entomopatógenos, como a pesquisa de Altahawi et al. (2020), que 

confirmou a patogenicidade dos isolados M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8 e M9 de M. 

anisopliae nos instares larvais de T. molitor (Altahawi et al., 2020). 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar as concentrações letais médias 

(CL’s50) dos isolados M. anisopliae MGSS 192 e B. bassiana IBCB 66 sobre o terceiro instar 

larval de T. molitor, avaliando se os isolados demonstram potencial patogênico às larvas. 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Estabelecimento da criação de Tenebrio molitor 

A criação foi estabelecida no Laboratório de Entomologia da UEMA, Campus São Luís. 

Inicialmente, foram adquiridos 2 lotes de 1000 larvas de T. molitor na Biofábrica São Luís, 

localizada no município de São Luís, Maranhão. As larvas foram separadas de acordo com o 

seu instar de desenvolvimento e, posteriormente, foram transferidas para caixas contendo dieta 

(farelo de milho + farelo de trigo  nas proporções 1/1) esterilizado a uma temperatura de 120ºC 

por 20 minutos em autoclave. Separados os instares, procedeu-se com manutenções periódicas 

realizadas duas vezes por semana, com o objetivo de obter uma nova geração saudável e 

numerosa. 
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2.2 Obtenção de isolados  

Nos testes foram utilizados dois fungos: Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana 

sendo que para cada um destes utilizou-se um isolado preservado na Micoteca Gilson Soares 

da Silva – MGSS da Universidade Estadual do Maranhão e duas formulações comerciais 

(Tabela 1). 

Tabela 1. Isolados de fungos entomopatogêncios aplicados em larvas de Tenebrio molitor 

(Coleoptera:Tenebrionidae). 

 

Para os isolados comerciais, utilizou-se a concentração já estabelecida pelo fabricante e 

para os isolados IBCB 66 e MGSS 192, cedidos pela MGSS foram estabelecidas cinco 

concentrações com a realização de pré-testes. Estes últimos, encontravam-se preservados em 

discos de meio de cultura submersos em água destilada estéril pelo método denominado 

Castellani e armazenados a uma temperatura de 4°C.  

2.3 Repicagem do material biológico 

Todos os isolados cedidos pela MGSS foram cultivados separadamente em placas de 

petri 90x15 mm com meio de cultura BDA (Ágar, Batata, Dextrose) e pentabiótico 0,025% com 

auxílio de alça de inoculação (Figura 1 A). 

O procedimento foi realizado em quadruplicata e as placas já inoculadas foram 

acondicionadas em câmara tipo BOD com 12 horas de fotoperíodo e temperatura 26°C para 

incubação, crescimento das estruturas e ativação metabólica do fungo bem como, para 

confirmação ou descarte de microorganismos contaminantes e posterior definição do processo 

de purificação por diluição seriada e número de diluições na potência de 10. As placas 

permaneceram acondicionadas em BOD por sete dias, sendo o crescimento dos fungos avaliado 

Patógeno Marca 

Comercial 

Formulação Fabricante/Origem 

 

Beauveria 

bassiana 

 

Boveril® WP 

PL63 

 

Pó molhável (PM) 

Koppert do Brasil Holding Ltda. 

 

Metarhizium 

anisopliae 

 

Metarril® WP E9 

 

Pó molhável (PM) 

Koppert do Brasil Holding Ltda. 

Metarhizium 

anisopliae 

MGSS 192 

 

Suspensão 

concentrada (SC) 

Isolado de Tibraca limbativentris 

(Miranda do Norte - MA) 

Beauveria 

bassiana 

IBCB 66 

 

Suspensão 

concentrada (SC) 

IBCB-Instituto Biológico de 

Campinas, SP. 
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periodicamente. Confirmando-se o crescimento de estruturas reprodutivas (esporos), foi 

iniciado o método de purificação por diluição seriada. 

2.4 Purificação dos isolados através da diluição seriada na potência de 10 

O método de diluição foi realizado conforme metodologia descrita por Tortora et al. 

(2012). Foi obtida uma amostra original a partir do material fúngico já inoculado anteriormente, 

que serviu de base para as demais diluições e com auxílio da micropipeta foi transferido 1 mL 

da amostra original para o primeiro tubo contendo 9mL de água+tween. Esse procedimento foi 

repetido até o último tubo de forma que, a fonte da amostra para diluição de cada etapa era 

proveniente da diluição anterior (Figura 1 B). Terminado este processo, foram transferidos 140 

A B 

C D 

Figura 1. A) Inoculação inicial dos isolados; B) Diluição seriada na potência de 10 para purificação dos isolados; 

C) Placa cheia Metarhizium anisopliae MGSS192; D) Placa cheia Beauveria bassiana IBCB 66. 
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microlitros do conteúdo dos tubos com as diluições 10-4, 10-5 e 10-6 para as placas contendo 

meio de cultura BDA+pentabiótico 0,025% e espalhado por toda a placa com auxílio da alça 

de drigalsky. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada diluição e as placas foram 

acondicionadas por sete dias em câmara BOD, nas mesmas condições já descritas, para 

crescimento de colônias.  

2.5 Preparação do estoque de material fúngico para utilização nos bioensaios 

Depois deste período de acondicionamento, com as colônias já crescidas, foi realizada 

a montagem das placas cheias para compor o estoque fúngico usado nas formulações. Para isto, 

realizou-se a raspagem de uma colônia por vez e cada uma foi cultivada em uma nova placa, 

tendo seu conteúdo espalhado com 140 microlitros de água+tween. 

As novas placas foram acondicionadas em BOD durante sete dias para crescimento das 

estruturas reprodutivas. Dessa forma, foi montado um estoque de 35 placas totalmente 

germinadas de M. anisopliae MGSS 192 e B. bassiana IBCB 66 que, após o período de 

acondicionamento, foram utilizadas nas formulações e execução dos bioensaios (Figura 1 C, 

D). 

2.6 Montagem e execução dos bioensaios 

Para obter as formulações que seriam pulverizadas nas larvas, o material fúngico foi 

raspado e procedeu-se com o mesmo método de diluição mencionado anteriormente. Após a 

diluição foi realizada a quantificação de conídios através da câmara de Neubauer, a média 

obtida foi utilizada para os cálculos de correção das soluções. Para estabelecimento das cinco 

concentrações finais, foram realizados pré-testes com concentrações mais baixas como descrito 

na Tabela 2. 
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Tabela 2. Concentrações obtidas para isolados dos fungos entomopatogênicos da Micoteca MGSS. 

 

Para os fungos comerciais Boveril® WP PL63 e Metarril® WP E9 foram seguidas as 

instruções do fabricante para diluição, tendo suas concentrações já estabelecidas em 2x10-9 e 

1,39x10-8 respectivamente e, logo depois, seguiram-se os mesmos passos para as aplicações. 

Na etapa de montagem dos testes, o delineamento experimental utilizado foi o 

inteiramente casualizado (DIC) com cinco tratamentos e sete repetições cada, sendo um 

tratamento testemunha, em que as larvas foram pulverizadas com água destilada. 

Para cada repetição foram utilizadas 10 larvas medindo entre 1,5 e 2,0 cm de 

comprimento. As aplicações foram realizadas em duplicata utilizando-se Torre de Potter, a uma 

pressão equivalente a 34 kPa. Para cada concentração, foram pulverizadas um total de 70 larvas 

que foram divididas em duas placas de Petri, pulverizando-se um volume de 1,7 mL da 

suspensão fúngica por placa. Após as aplicações, as larvas foram distribuídas em suas unidades 

experimentais contendo 5g da dieta já mencionada. 

Para os dois isolados provenientes da micoteca MGSS, foi realizada também a análise 

da germinação das estruturas reprodutivas dentro de um intervalo de 15 horas. Para tanto, 140 

microlitros das soluções aplicadas nas larvas foram inoculados, separadamente, em placas do 

tipo Rodak contendo meio de cultura BDA, onde foram marcados cinco pontos para contagem. 

Após inoculadas, as placas permaneceram em BOD durante 15 horas para posterior contagem 

de conídios contendo tubos germinativos, considerando a média de 100 conídios por pontos de 

contagem.  

Isolados fúngicos Concentrações iniciais 

(pré-testes) 

Concentrações finais 

estabelecidas  

Metarhizium anisopliae MGSS 192 10 -6 

10 -7 

10 -8 

10 -9 

 10 -10 

 

10 -11 

10 -12 

10 -13 

10 -14 

10 -15 

 

Beauveria bassiana IBCB 66 10 -7 

10 -8 

10 -9 

 10 -10 

 10 -11 

 

10 -11 

10 -12 

10 -13 

10 -14 

10 -15 
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Depois de montados, os bioensaios permaneceram em câmara BOD e, a partir das 24 

horas seguintes às aplicações, começaram a ser avaliados diariamente durante um período de 

dez dias para retirada de larvas mortas e posterior confirmação de mortalidade pelo fungo, 

através da sequência de procedimentos do Postulado de Kock (Castillo, 2007). 

2.7 Isolamento de indivíduos mortos e confirmação de mortalidade pelos fungos 

As larvas mortas retiradas durante as avaliações, após passarem por assepsia, foram 

isoladas em câmaras úmidas montadas em embalagem plástica tipo tubete contento algodão 

umedecido em água destilada na tampa onde permaneceram acondicionados em BOD e 

passaram por avalições diárias durante os cinco dias seguintes à montagem, para observação de 

estruturas reprodutivas dos fungos crescendo sobre o corpo da larva. As avaliações foram 

realizadas visualmente e com auxílio de lupa e, confirmando existência de esporulação sobre a 

larva, fez-se a raspagem e inoculação das estruturas em placas de Petri contendo meio de cultura 

BDA+ pentabiótico 0,025% para confirmação do isolado. 

Após este isolamento, para efetiva confirmação dos isolados, foram montadas lâminas 

a partir do conteúdo já crescido na placa para observação dos conídios em microscópio. 

2.8 Análise estatística 

Os dados foram submetidos a análises estatísticas no software R (R Core Team, versão 

4.4.0, 2024), utilizando o pacote “MASS”. Para os dados obtidos no bioensaio de mortalidade, 

foi ajustado um modelo concentração-resposta (Probit) e estimadas as concentrações letais 

(CLs) dos isolados nativos M. anisopliae (IBCB 192) e B. bassiana (IBCB 66) sobre o terceiro 

instar de T. molitor. Adicionalmente, foi determinado o valor do pseudo-R2 para os modelos de 

concentração-resposta testados. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nos pré-testes realizados com os isolados MGSS 192 e IBCB 66, observou-se 

mortalidade pouco expressiva das larvas de T. molitor, não se adequando ao modelo estatístico. 

Dessa forma, para os dois isolados, a concentração que causou maior mortalidade foi a de 10-

15, com um percentual de 71% de mortalidade por B. bassiana e 96% por M. anisopliae, ou seja, 

o terceiro instar larval de T. molitor possui maior suscetibilidade ao isolado MGSS 192 de M. 

anisopliae. Todos os indivíduos mortos apresentaram esporulação característica dos isolados 
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(Figura 2), confirmando, mais uma vez, a suscetibilidade aos entomopatógenos. Quanto aos 

testes realizados com os tratamentos testemunha, não foi observada mortalidade de larvas.  

Nos testes com as formulações comerciais não se observou mortalidade de larvas 

durante os dez dias de avaliação. De acordo com Litwin et al. (2020), o sucesso do processo de 

infecção do hospedeiro envolve uma série de fatores a serem superados, que podem estar 

ligados, inclusive, ao método de aplicação, ao próprio hospedeiro ou ainda às concentrações do 

bioproduto. Outro aspecto que pode ser considerado é o fato de que as larvas de T. molitor, 

possuem uma espécie de cutícula rica em quitina e aminoácidos, que podem, de alguma forma 

impedir a penetração do fungo (Mora, 2015). De acordo com Barnes e Silva (2010), T. molitor 

tem demonstrado uma maior resistência a algumas cepas de entomopatógenos. Vega et al., 

(2012), sugerem que essa resistência esteja relacionada à melanização cuticular, ou seja, à 

formação do pigmento melanina por polimerização de compostos fenólicos.  

 

 

A partir da variabilidade de indivíduos mortos obtida nas diferentes concentrações, foi 

possível determinar e comparar as concentrações letais dos isolados. Dessa forma, a hipótese 

de adequação do modelo foi aceita (MGSS 192: ꭓ2=4,16; gl=3; p = 0,24; IBCB 66: ꭓ2=2,16; 

gl=3; p = 0,54), indicando que o modelo Probit de concentração-resposta é adequado para 

análise dos resultados do bioensaio de mortalidade do isolado nativo de M. anisopliae (MGSS 

192) e B. bassiana (IBCB 66) sobre o terceiro instar de T. molitor. A CL50 (intervalo de 

Figura 2: Metarhizium anisopliae MGSS 192 e Beauveria bassiana IBCB 66 esporulados em larvas 

de Tenebrio molitor (Coleoptera:Tenebrionidae). 
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confiança) estimada usando este modelo de concentração-resposta para M. anisopliae (MGSS 

192) e B. bassiana (IBCB 66) foi de 138,61 conídios mL-1 (134,51–142,84) e de 155,35 

conídios mL-1 (149,96–160,93) respectivamente (Tabela 3). Os valores do pseudo-R2 para M. 

anisopliae (MGSS 192) e B. bassiana (IBCB 66) foram de 0,97 e 0,98, respectivamente.  

A CL50 ou concentração letal média é uma medida que indica a concentração de uma 

substância suficiente para diminuir 50% de uma população-alvo (Parra et al., 2001). No caso 

dos fungos entomopatogênicos, este valor diz respeito à concentração de conídios viáveis, 

fornecendo uma medida quantitativa da capacidade dos fungos de causarem mortalidade na 

população de insetos-alvo (Oliveira et al., 2004; Almeida et al., 2007; Martínez et al., 2023). 

Gonvidarajan e Benelli (2016), consideram ainda que a determinação da CL50 é uma 

ferramenta importante na avaliação de riscos associados a resistência da população-alvo, por 

exemplo e destacam que a concentração letal média pode ser eficaz no desenvolvimento de 

estratégias mais efetivas, sustentáveis e seguras para o controle de pragas, ajudando também a 

determinar os níveis de exposição que podem representar risco aos indivíduos não alvo 

(Martínez et al., 2023). Ao comparar as CLs50 obtidas nos isolados, percebe-se que o isolado 

MGSS 192, apresentou maior eficácia no controle das larvas do que o isolado IBCB 66, 

causando mortalidade em metade da população com uma menor concentração de conídios/mL. 

Tabela 3. Concentrações letais (CLs) (conídios/mL) dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria 

bassiana para Tenebrio molitor estimadas com base em bioensaios de concentração/mortalidade. 

*IC – Intervalo de confiança 

Isolados fúngicos  CLs conídios/mL (IC) 

Metarhizium anisopliae MGSS 192 

ꭓ2=4,16; gl=3; p = 0,24 CL10 108,04 (102,10-114,34) 

 
CL25 121,58 (116,80-126,55) 

 
CL50 138,61 (134,51-142,83) 

 
CL80 163,24 (156,84-169,91) 

 CL90 177,82 (168,87-187,24) 

 CL99 217,86 (200,25-237,02) 

Beauveria bassiana IBCB 66  

ꭓ2=2,16; gl=3; p = 0,54 CL10 116,09 (109,37-123,23) 

 
CL25 133,27 (127,98-138,77) 

 
CL50 155,35 (149,96-160,93) 

  CL80 188,09 (177,53-179,28) 

 CL90 207,87 (192,91-223,98) 

 CL99 263,58 (234,15-297,71) 
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Atrelado a isto, no teste de viabilidade, os conídios dos dois isolados demonstraram-se 

viáveis, uma vez que, considerando a média por ponto de contagem, 100% dos conídios 

encontravam-se com suas estruturas reprodutivas bem desenvolvidas após 15 horas de 

inoculação. Pouquíssimos trabalhos exploram o potencial de controle de entomopatógenos por 

bioprospecção em larvas de T. molitor, no entanto, estudos como o de Shah et al. (2023), 

confirmam a eficácia do entomopatógeno M. anisopliae em larvas de T. molitor, infectando os 

insetos através da cutícula, que é degradada pelo crescimento e esporulação do fungo. O sucesso 

do controle com entomopatógenos pode estar relacionado com as condições ambientais como 

temperatura e umidade, além disso, sua eficácia pode variar dependendo da concentração do 

fungo ou da cepa específica (Alves et al., 1998; Shah et al., 2022). 

Adatia et al. (2010), também comprovaram 50% de mortalidade em larvas de T. molitor 

quando submetidos a dois isolados de M. anisopliae durante um período de avaliação de sete 

dias. Os mesmos autores também compararam o modo de ação de uma cepa já comercializada 

com os isolados em teste e constataram igual eficácia. Por este viés, é importante destacar que 

a eficácia ou não de um produto comercial testado depende diretamente dos insetos-praga para 

os quais este é recomendado. Erler e Ates (2015), também testaram o potencial de controle de 

formulações comerciais de B. bassiana e M. anisopliae em estágios larvais de Coleópteros, 

analisando que as larvas em estágios mais jovens (1º e 2º instar), foram suscetíveis a ação dos 

fungos, do que larvas de terceiro instar, sendo que as taxas de mortalidade entre os três instares, 

variou de acordo com a concentração de conídios em ambos os fungos.  

Em seus estudos, Rodrigues et al. (2009) verificaram a virulência de dois isolados de B. 

bassiana na fase larval e em insetos adultos de T. molitor. Dessa forma, observaram mortalidade 

superior a 90% nos insetos adultos após seis dias de avaliação e uma porcentagem de 80% de 

mortalidade em larvas após onze dias de avaliação. Batta et al. (2010), investigaram a eficácia 

de B. bassiana em larvas de terceiro e quarto instar também constatando mortalidade superior 

a 85%. Este fungo teve ainda sua atividade biológica estudada por Rice e Cogburn (1999) que 

verificaram sua patogenicidade contra três coleópteros considerados pragas de grãos 

armazenados, constatando mortalidade de 80% a 100% nas dosagens mais altas do fungo 21 

dias após o tratamento. No mesmo estudo constatou-se ainda uma redução de até 99% da 

progênie de insetos adultos em grãos armazenados, demonstrando a eficácia do tratamento com 

o fungo. 
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Os resultados obtidos por Barci et al. (2009), permitiram verificar que, nas 

concentrações entre 5 × 106 a 109 conídios mL-1, o isolado IBCB 66 de B. bassiana apresenta 

potencial patogênico para controlar larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: 

Ixodidae) em condições de laboratório. Entretanto, apenas concentrações iguais ou superiores 

a 5 × 108 conídios mL-1, que promoveram 83% de mortalidade de larvas, mostraram eficácia 

necessária para possível utilização a campo.  

Valente et al. (2014), avaliaram o potencial patogênico dos isolados URPE-11 e E-9 de 

M. anisopliae e ESALQ  447 de B. bassiana, constatando que  os isolados mostraram-se 

patogênicos a Diatraea flavipennella (Lepidoptera: Crambidae). Além disso, os autores 

observaram viabilidade dos conídios superior a 96% nos isolados testados e determinaram a 

CL50 para o isolado URPE-11, diante da elevada   infecção   ocasionada   por este isolado nas 

diferentes idades dos ovos, causando 100% de infecção. Dessa forma, determinou-se a CL50 

estimada em  2,0 x 105 com limites  inferior  e  superior  de  1,5 x 105 – 2,8 x 105, 

respectivamente    (χ2=    6,05;    P    =    0,1094).    O resultado obtido com relação a CL50 

para o isolado URPE-11 de M. anisopliae sugere elevada virulência do mesmo sobre ovos de 

D. flavipennella.  

Araújo (2008), determinou as CL’s 50 dos isolados CG30 de M. anisopliae e CG001 de 

B. bassiana para o controle de pulgão Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae), 

chegando à concentração de 1,6 x 10 6 conídios/mL para o isolado de B. bassiana e 3,4 x 106 

para o isolado de M. anisopliae. Além disso, os mesmos autores constataram mortalidade de 

64% de insetos causada pelo isolado CG30 que foi mais patogênico.  

4 CONCLUSÕES 

- As formulações comerciais testadas não causaram mortalidade efetiva no terceiro instar larval 

de T. molitor; 

- Os isolados de M. anisopliae (MGSS 192) e B. bassiana (IBCB 66), foram patogênicos às 

larvas de T. molitor; 

- O isolado MGSS 192 de M. anisopliae em menor concentração de conídios/mL proporcionou 

50% de mortalidade nas larvas de terceiro instar.  
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CAPÍTULO III 

ANÁLISE DE COMPATIBILIDADE DOS ÓLEOS VEGETAIS DE NIM E ALGODÃO 

COM O ENTOMOPATÓGENO Metarhizium anisopliae, ISOLADO MGSS 192 
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RESUMO 

O uso de óleos vegetais na agricultura tem ganhado destaque como uma alternativa sustentável 

e eficaz no controle de pragas e doenças, incluindo o manejo biológico, uma vez que vem sendo 

explorados como adjuvantes de fungos entomopatogênicos, potencializando a ação patogênica 

desses organismos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar e determinar os níveis de 

compatibilidade do óleo de nim da marca comercial Fitoneem® (Concentração do i.a. 1,2 g/L) 

e do óleo fixo de algodão sobre o isolado MGSS 192 de Metarhizium anisopliae. Para atingir o 

objetivo proposto foram avaliados os parâmetros de diâmetro das colônias, número e 

viabilidade de conídios. Os dados resultantes do diâmetro das colônias demonstraram uma 

crescente taxa de crescimento do fungo com o aumento dos dias de exposição aos óleos e 

concentrações testadas. Na quantificação de conídios, a maior média (erro padrão) foi 

representada pelo tratamento com óleo de nim a 2% (2215,500 ± 77,41821), comparada ao 

tratamento controle que obteve a pior média, correspondendo a 631,583 ± 23,75943, enquanto 

nos tratamentos com óleo fixo de algodão apresentaram médias inferiores ao tratamento 

controle, sendo a menor média observada no tratamento em que foi testada a concentração 5% 

(11,62 ± 1,05). Para viabilidade, o óleo fixo de algodão apresentou baixa viabilidade de conídios 

nas concentrações 4% e 5%, ao contrário, nos tratamentos com óleo de nim, houve alta 

viabilidade em todas as concentrações testadas. Dessa forma, no cálculo do valor de T, o óleo 

fixo de algodão demonstrou-se muito tóxico ao isolado MGSS 192 nas concentrações 4% e 5% 

enquanto nos tratamentos com óleo de nim, não foi verificada toxicidade. 

 

Palavras-chave: Fungos entomopatogênicos; Inseticidas botânicos; Interação; Toxicidade. 
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ABSTRACT 

The use of vegetable oils in agriculture has gained prominence as a sustainable and effective 

alternative for pest and disease control, including biological management, as they are being 

explored as adjuvants for entomopathogenic fungi, enhancing the pathogenic action of these 

organisms. Therefore, the objective of this study was to evaluate and determine the levels of 

compatibility of neem oil of the commercial Fitoneem® (concentration of a.i. 1.2 g/L) and of 

fixed cotton oil on the MGSS 192 isolate of Metarhizium anisopliae. To achieve the proposed 

objective, parameters such as colony diameter, number, and viability of conidia were evaluated. 

The resulting data on colony diameter demonstrated an increasing growth rate of the fungus 

with the increased days of exposure to the oils and tested concentrations. In the quantification 

of conidia, the highest mean (standard error) was represented by the treatment with neem oil at 

2% (2215.500 ± 77.41821), compared to the control treatment, which had the lowest mean, 

corresponding to 631.583 ± 23.75943, while the treatments with fixed cotton oil showed lower 

means than the control treatment, with the lowest mean observed in the treatment with a 5% 

concentration (11.62 ± 1.05). For viability, fixed cotton oil showed low conidia viability at 4% 

and 5% concentrations; on the contrary, in the treatments with neem oil, high viability was 

observed at all tested concentrations. Thus, in the calculation of the T value, fixed cotton oil 

was found to be very toxic to the MGSS 192 isolate at 4% and 5% concentrations, whereas no 

toxicity was observed in the neem oil treatments. 

 

Keywords: Entomopathogenic fungi; Botanical insecticides; Interaction; Toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

O uso de óleos vegetais na agricultura tem ganhado destaque como uma alternativa 

sustentável e eficaz no controle de pragas e doenças, incluindo o manejo biológico, através do 

uso em conjunto com fungos entomopatogênicos (Campolo et al., 2018; Chaudhare et al., 2021; 

Halder, Divekar e Hani, 2021). Nesse sentido, destacam-se os entomopatógenos Beauveria 

bassiana e Metarhizium anisopliae, fungos que são utilizados por sua capacidade de infectar e 

matar insetos-praga. A compatibilidade entre óleos vegetais e esses fungos é um aspecto 

importante para garantir a eficácia do controle biológico integrado (Rehman et al., 2020). 

Segundo Machado e Pimentel (2021), a compatibilidade entre óleos vegetais e fungos 

entomopatogênicos representa uma importante ferramenta para manter a viabilidade e o 

potencializar a ação dos fungos quando aplicados junto aos óleos. Estudos mostram que alguns 

óleos vegetais podem servir como carreadores ou adjuvantes para os fungos, aumentando a 

adesão e penetração nas cutículas dos insetos-praga (Ali et al., 2018; Rehman et al. 2020). No 

entanto, a escolha do óleo adequado é crucial, uma vez que alguns óleos podem ser tóxicos para 

os fungos ou reduzir sua eficácia (Barbosa, 2019). 

O nível de compatibilidade entre óleos vegetais e fungos entomopatogênicos pode variar 

significativamente. O óleo de nim, por exemplo, tem demonstrado alta compatibilidade com 

fungos como B. bassiana, promovendo a esporulação e infecção dos fungos enquanto oferece 

propriedades repelentes adicionais contra insetos-praga (Potrich et al., 2018; Wisuda, Harjaka 

e Prasetyaningrum, 2019; Saikiaa et al., 2023).  

De acordo com Khun et al. (2021), existe um índice que determina o nível de 

compatibilidade onde valores de 0 a 41 representam toxicidade, de 42 a 66 indicam toxicidade 

moderada e valores maiores que 66 correspondem à compatibilidade. Nesse sentido, Saikiaa et 

al. (2023), avaliou a compatibilidade entre B. bassiana e os óleos vegetais de nim (Azadirachta 

indica), laranja (Citrus Sinensis Osbeck – Rutaceae), citronela (Cymbopogon nardus) e pinhão-

manso (Jatropha curcas L.), considerando os parâmetros de tamanho das colônias, produção de 

conídios, esporulação e cálculo de toxicidade, constatando diferentes níveis de compatibilidade 

em todos os óleos testados, exceto nos tratamentos com óleo de pinhão-manso que apresentou 

toxicidade moderada, afetando a viabilidade dos conídios de B bassiana. 

Portanto, a escolha do óleo vegetal apropriado e a determinação de suas concentrações 

ideais são fatores fundamentais para o desenvolvimento de estratégias eficazes e sustentáveis 

no controle de pragas. Além disso, pesquisas adicionais são necessárias para aprofundar o 
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entendimento sobre as interações entre diferentes óleos vegetais e fungos entomopatogênicos, 

visando otimizar as práticas de manejo integrado de pragas e promover a sustentabilidade 

agrícola (Sohrabi et al., 2019). Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar e determinar 

os níveis de compatibilidade dos óleos de nim e o de algodão sobre o isolado MGSS 192 de M. 

anisopliae. 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

As análises de compatibilidade foram realizadas no laboratório de Fitopatologia da 

Universidade Estadual do Maranhão. Foram utilizados o óleo de nim da marca comercial 

Fitoneem® (Concentração do i.a. 1,2 g/L) e o óleo fixo de Algodão e, para cada um deles foram 

testadas cinco concentrações: 1%, 2%, 3%, 4% e 5%. Os procedimentos metodológicos foram 

divididos em três etapas principais adaptadas à metodologia descrita por Saikiaa et al. (2023). 

2.1  Incorporação dos óleos e inoculação do fungo 

Para obtenção dos tratamentos, cada óleo foi diluído em 500 mL de meio de cultura 

BDA (Batata, Dextrose, Ágar) tratado com pentabiótico a 0,025%; a diluição foi realizada em 

proporções de acordo com a concentração estabelecida (Tabela 1). O meio de cultura foi 

derretido em forno micro-ondas e, após passar por um breve resfriamento de 10 minutos, os 

óleos foram incorporados em suas respectivas quantidades e os tratamentos foram vertidos em 

placas de Petri nas dimensões 90cm x 15cm na câmara de fluxo laminar. Vertidas, as placas 

permaneceram abertas por 20 minutos para total solidificação do meio tratado.  

Tabela 1. Proporção da diluição dos óleos vegetais de nim e algodão para os testes de compatibilidade. 

Concentração (%) Quantidade de meio BDA (mL) Quantidade de óleo incorporada 

ao meio (mL) 

1% 500 mL 1 mL 

2% 500 mL 2 mL 

3% 500 mL 3 mL 

4% 500 mL 4 mL 

5% 500 mL 5 mL 

 

Após a solidificação, com auxílio de uma alça de cobre recortou-se pequenos círculos 

de meio de cultura em uma placa previamente cultivada com M. anisopliae isolado MGSS 192. 

Os pontos recortados foram inoculados no centro das placas contendo os tratamentos de modo 
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que o fungo ficou em contato com o meio tratado. As placas inoculadas foram identificadas, 

vedadas em plástico filme e mantidas em câmara BOD a uma temperatura de 25ºC. 

2.2 Diâmetro das colônias 

Após três dias de incubação, iniciou-se a medição do diâmetro das colônias com auxílio 

de paquímetro. As medições foram realizadas até que as primeiras colônias atingissem o 

diâmetro máximo de 9cm x 9cm, dessa forma, foi possível obter o diâmetro médio das colônias 

após seis dias de incubação em câmara BOD.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos 

e 10 repetições para o óleo fixo de algodão (1-5%) ou óleo de nim (1-5%), respectivamente. Os 

dados foram analisados previamente pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a 

normalidade dos resíduos e pelo teste de Hartley para testar a homogeneidade das variâncias. 

No entanto, os dados não atenderam aos pressupostos das análises paramétricas sendo 

necessário utilizar o teste de Kruskal-Wallis (P<0,05), não-paramétrico, para comparar os 

tratamentos entre si. As análises estatísticas foram conduzidas no programa Statistica 12.0 

(StatSoft Inc., versão 12.0, Tulsa, USA) 

2.3 Quantificação e análise de viabilidade de conídios 

Foram escolhidas, aleatoriamente, três colônias de cada tratamento que tiveram seu 

conteúdo raspado e diluído em 10 mL de água + espalhante adesivo Tween 80 a 0,05%, com o 

auxílio de aparelho vórtex. Devidamente homogeneizada, uma alíquota desta diluição foi 

colocada em câmara de Neubauer para quantificação dos conídios.  

Após a contagem, as soluções obtidas foram ajustadas para que se obtivesse a 

concentração de 106 conídios/mL que teve uma alíquota do seu conteúdo inoculada em placas 

do tipo Rodak e incubadas em BOD por 15 horas. Após esse período, foi determinada a 

viabilidade de conídios através da contagem e observação do crescimento de suas estruturas 

reprodutivas, considerando um número máximo de 100 conídios por repetição (campo de 

contagem).  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) tanto para o teste de 

quantificação, quanto para viabilidade. Os tratamentos para o teste de viabilidade foram 

compostos pelo controle (n=30), óleo fixo de algodão (1-5%) (n=30) ou óleo de nim (1-5%) 

(n=30), enquanto para quantificação dos conídios, os tratamentos foram compostos pelo 
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controle (n=24), óleo fixo de algodão (1-5%) (n=24) ou óleo de nim (1-5%) (n=24).   Os dados 

foram analisados previamente pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade 

dos resíduos e pelo teste de Hartley para testar a homogeneidade das variâncias. No entanto, os 

dados não atenderam aos pressupostos das análises paramétricas sendo necessário utilizar o 

teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) para identificar diferenças significativas entre tratamentos. 

Em seguida, procedeu-se com o teste de comparações múltiplas de Dunn (pacote dunn.test) 

para comparar os tratamentos entre si. Os gráficos de box-plot foram gerados por meio do 

pacote ggplot2. As análises estatísticas foram conduzidas no programa R (R Core Team, 2024; 

versão 4.4.1).  

2.4 Determinação da compatibilidade ou toxicidade dos produtos  

Para esta determinação, foi considerada a relação entre os valores de crescimento 

vegetativo (CV) e esporulação (ESP) com o controle, baseando-se na fórmula proposta por 

Alves et al. (1998) que busca determinar o fator T em que, T = [20 (CV) + 80 (ESP)] / 100, 

considerando as classificações do valor de T (Tabela 2). 

Tabela 2. Classificações para o valor do valor de T (Toxicidade) (Alves et al., 1998). 

Nível de toxicidade / Compatibilidade Valores de T 

Muito tóxico 0 – 30 

Tóxico 31 – 45 

Moderadamente tóxico 46 – 60 

Compatível Acima de 60 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1 Diâmetro das colônias 

O crescimento das colônias se iniciou três dias após inoculação (DAI) e foi avaliado até 

o sexto dia, período em que as colônias começaram a atingir o diâmetro máximo de crescimento 

na placa.  A partir dos dados obtidos para os tratamentos com óleo fixo de algodão, observou-

se que, no primeiro dia de avaliação (H=38,08, ꭓ2=26,40, gl=5, n= 60, p<0,0001), os 

tratamentos com as concentrações 1% e 2% apresentaram a menor média (cm) do crescimento 

das colônias de M. anisopliae MGSS 192 quando comparados ao controle, apresentando média 

equivalente a 2,69±0,24 e 2,44±0,18, respectivamente. No segundo dia de avaliação (H=16,50, 

ꭓ2=12,35, gl=5, n= 60, p<0,05), a concentração de 1% manteve-se com a menor média, 
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apresentando valores de 4,85±0,20. Em contrapartida, não houve diferença no diâmetro (cm) 

do isolado MGSS 192 entre os tratamentos no terceiro dia de avaliação (H=7,75,ꭓ2= 6,96, gl=5, 

n= 60, p>0,05) (Tabela 3). 

Tabela 3. Efeito do óleo fixo de algodão (%) no diâmetro (cm) do isolado MGSS 192 em laboratório. 

 

Já nos tratamentos com óleo de nim, verificou-se que a concentração de 4% apresentou 

melhor média no primeiro dia de avaliação (H=24,54, ꭓ2=18,40, gl=5, n= 60, p<0,001), 

correspondendo a 6,86±0,51, enquanto os tratamentos com as concentrações 1% e 5%, 

apresentaram média abaixo do esperado (3,49±0,42 e 4,33±0,39, respectivamente) se 

comparado à testemunha. Para o segundo dia 2º dia (H=17,83, ꭓ2=13,54, gl=5, n= 60, p<0,05), 

as colônias de MGSS 192 inoculadas na concentração de 4% de óleo de nim, mantiveram-se 

com melhor média (7,37±0,48), juntamente com as colônias tratadas com nim a 2% 

(7,55±0,47). Por outro lado, não houve diferença no diâmetro (cm) do isolado MGSS 192 entre 

os tratamentos no terceiro dia de avaliação (H=13,06, ꭓ2= 14,20, gl=5, n= 60, p>0,05) (Tabela 

4). 

Tabela 4. Efeito do óleo de nim (%) no diâmetro (cm) do isolado MGSS 192 em laboratório. 

Tratamentos Diâmetro (cm) do isolado MGSS 192 

 

1º dia  

(média±EP1) (n2) 

2º dia 

(média±EP1) (n2) 

3º dia 

 (média±EP1) (n2) 

Controle 5,66±0,36ab (n=10) 6,73±0,40ab (n=10) 7,40±0,43a (n=10) 

Òleo de nim (1%) 3,49±0,42b (n=10) 4,99±0,39b (n=10) 6,21±0,40a (n=10) 

Òleo de nim (2%) 6.47±0.45ab (n=10) 7,55±0,47a (n=10) 8.17±0.34a (n=10) 

Òleo de nim (3%) 5,03±0,49ab (n=10) 5,95±0,54ab (n=10) 6,64±0,54a (n=10) 

Òleo de nim (4%) 6,86±0,51a (n=10) 7,37±0,48a (n=10) 7,75±0,42a (n=10) 

Òleo de nim (5%) 4,33±0,39b (n=10) 5,53±0,55ab (n=10) 6,33±0,54a (n=10) 

Tratamentos Diâmetro (cm) do isolado MGSS 192 

 

1º dia  

(média±EP1) (n2) 

2º dia 

(média±EP1) (n2) 

3º dia  

(média±EP1) (n2) 

Controle 5,66±0,36a (n=10) 6,73±0,40a (n=10) 7,40±0,43a (n=10) 

Òleo fixo de algodão (1%) 2,69±0,24b (n=10) 4,85±0,20b (n=10) 7,32±0,39a (n=10) 

Òleo fixo de algodão (2%) 2,44±0,18b (n=10) 5,96±0,34a (n=10) 8,16±0,38a (n=10) 

Òleo fixo de algodão (3%) 4,82±0,35a (n=10) 6,26±0,24a (n=10) 7,80±0,27a (n=10) 

Òleo fixo de algodão (4%) 4,48±0,21a (n=10) 5,99±0,32a (n=10) 7,62±0,36a (n=10) 

Òleo fixo de algodão (5%) 4,65±0,33a (n=10) 6,69±0,38a (n=10) 8,38±0,19a (n=10) 
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Em todos os tratamentos foi possível ainda observar que os dados registrados mostraram 

a crescente taxa de crescimento do fungo com o aumento dos dias de exposição aos óleos e 

concentrações testadas, demonstrando que, apesar das diferenças nas médias obtidas, as 

concentrações testadas nos dois produtos não inibiram o crescimento fúngico de MGSS 192.  

Saikiaa et al. (2023), acompanharam o crescimento do isolado KR55715 de Beuveria 

bassiana, inoculado em meio de cultura tratado com 2%, 1% e 0.5% de óleo de nim, 

constatando que, durante o período de avaliação, o maior crescimento fúngico foi notado nos 

tratamentos com a menor concentração testada (0,5%). O crescimento de B.bassiana quando 

exposto ao óleo de nim foi registrado em três concentrações diferentes e registrou o maior 

crescimento (58,40 mm) no 14º DAI contra 0,50 por cento seguido por 48,60 mm e 41,20 mm 

em concentrações de 1,00 e 2,00 por cento, respectivamente. Ao comparar estes resultados, 

pode-se inferir que, apesar de melhores resultados terem sido observados na menor 

concentração de óleo de nim, as colônias precisaram de um período maior para atingirem seu 

diâmetro médio.  

Os estudos de Raypuriya, Das e Bhowmick (2019), revelaram que as diferenças no 

crescimento de M. anisopliae em meio tratado com óleo de nim a 0,5% e 0,1% foram 

significativas, registrando medida máxima de 71,67 mm em ambas as concentrações e 

demonstrando que o óleo testado não inibiu o crescimento do isolado. Por outro lado, Carvalho 

et al. (2023), avaliou a compatibilidade dos óleos de tomilho Thymus vulgaris L. e capim limão  

Cymbopogon citratus, quanto a sua compatibilidade com um isolado de B. bassiana e notaram, 

pelos resultados apresentados, incompatibilidade com o entomopatógeno, ocorrendo um efeito 

antifúngico nas concentrações testadas e causando a morte do fungo já nos primeiros dias de 

incubação.  
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Nos tratamentos com óleo de algodão a 4% e 5% foi possível observar que, mesmo no 

terceiro dia de avaliação, o crescimento predominante nas repetições era micelial (Figura 1). O 

crescimento micelial de um isolado fúngico, refere-se à massa de hifas ramificadas que 

compõem o corpo vegetativo do fungo; este tipo de crescimento envolve a extensão e 

ramificação das hifas, que se espalham pelo substrato ou meio de cultura, formando colônias. 

Em contrapartida, os fungos apresentam ainda o crescimento esporulativo, que diz respeito à 

formação das estruturas reprodutivas, cruciais para dispersão e sobrevivência do patógeno e, 

consequentemente para seu efetivo potencial patogênico (Botelho; Monteiro, 2011; Alves et al., 

2019; Saldanha et al., 2022). 

3.2 Quantificação de conídios 

Os resultados mostraram que o óleo de nim, em todas as concentrações testadas, 

favoreceu o crescimento das estruturas fúngicas de M. anisopliae MGSS 192, como 

evidenciado pela maior média de quantificação de conídios nos tratamentos com nim em 

comparação com o controle. A concentração de 2% de óleo de nim destacou-se com a maior 

produção de conídios (2215,500 ± 77,41821), indicando uma ação estimulante em potencial do 

óleo de nim no desenvolvimento fúngico. A diferença significativa observada (H= 119,84, gl = 

5, n=144, p-value < 0,05) reforça a ideia de que o óleo de nim não só é compatível, mas também 

Figura 1. Crescimento de M. anisopliae MGSS 192 predominantemente micelial quando exposto às 

concentrações 4% e 5% de óleo fixo de algodão. 
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pode promover a esporulação de M. anisopliae, o que é vantajoso para o uso combinado no 

manejo integrado de pragas. 

 

Um dos principais compostos ativos do óleo de nim é a azadiractina, conhecida por suas 

propriedades inseticidas. Além de seu efeito direto sobre insetos, a azadiractina pode influenciar 

o metabolismo dos fungos de maneira benéfica, possivelmente estimulando o crescimento e a 

esporulação. É possível que esse composto atue como um promotor de vias metabólicas que 

favoreçam a proliferação de conídios em M. anisopliae. A azadiractina pode também modular 

a produção de enzimas essenciais para o desenvolvimento fúngico, aumentando a eficiência do 

processo de esporulação (Ataíde et al., 2025; Lima, 2022) 

Em contraste, o óleo fixo de algodão apresentou um efeito inibitório significativo na 

formação de esporos de M. anisopliae MGSS 192. Todos os tratamentos com óleo de algodão 

resultaram em médias de quantificação de conídios inferiores ao controle, sendo a concentração 

de 5% a mais prejudicial, com a menor média registrada (11,62 ± 1,05). Esses dados indicam 

que o óleo fixo de algodão, especialmente em concentrações mais altas, pode inibir o 

desenvolvimento fúngico, o que torna sua utilização limitada em formulações que dependem 

da esporulação fúngica para o controle eficaz de pragas (Figura 3). 

Figura 2. Média obtida a partir da quantificação de conídios obtida nos tratamentos com óleo de nim 

(1% a 5%). 
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O óleo de algodão é rico em ácidos graxos, como ácido linoleico e ácido oleico, que 

podem exercer efeitos antagônicos sobre o desenvolvimento de M. anisopliae. Esses compostos 

podem interferir na integridade das membranas celulares do fungo, perturbando o seu 

crescimento normal e levando à inibição da formação de conídios. Além disso, o óleo de 

algodão pode conter outros compostos, como gossypol, que têm propriedades tóxicas e podem 

atuar diretamente sobre os mecanismos celulares envolvidos na esporulação, resultando em 

uma redução significativa na viabilidade fúngica (Mendes, 2012; Ferreira, 2023). 

Ao comparar os dados com a literatura existente, Dipieri et al. (2005), também 

consideraram o parâmetro de quantificação de conídios na análise de compatibilidade do fungo 

B. bassiana com o óleo emulsionável e extrato aquoso de sementes de nim. Nas concentrações 

0,5%, 1,0% e 1,5% de óleo de nim, observaram que houve redução significativa na produção 

de esporos, correspondendo a 49,8, 66,3 e 78,7 (%). Em contrapartida, o extrato aquoso de 

sementes de nim nas concentrações 1%, 2% e 4%, apresentaram valores mais baixos de redução 

correspondendo, respectivamente, a 20,1, 28,8 e 41,5 %. Por outro lado, Marques e Monteiro 

avaliaram, ao realizar testes de compatibilidade com óleo de nim em B. bassiana e M. 

anisopliae, que Beauveria ssp. foi mais sensível quando associado ao óleo vegetal. Esses 

Figura 3. Médias obtidas a partir da quantificação de conídios nos tratamentos com óleo fixo de algodão 

(1% a 5%). 
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resultados sugerem que além de considerar os óleos vegetais e suas concentrações, é importante 

levar em conta a sensibilidade do isolado em questão.  

Outros estudos como os de Sá (2023), analisaram a compatibilidade entre o fungo 

Cordyceps javanica com Vegetal’Oil a 0,25%, 0,5%, 1% e constataram que não houve 

diferenças significativas entre os tratamentos com Veget’Oil e o grupo controle. Isso sugere que 

o óleo não teve efeito inibitório nem estimulatório sobre esses processos no isolado fúngico 

estudado. Por esta tendência, destaca-se a importância da realização de pesquisas com vistas na 

interação de compostos com enzimas fúngicas, como as que estão envolvidas na biossíntese de 

esporos. 

3.3 Viabilidade de conídios 

A partir da análise de dados, verificou-se que a porcentagem de germinação dos conídios 

nos tratamentos com óleo de nim, variou entre 99% e 99, 80%, apresentando alta viabilidade 

em todas as concentrações testadas. No tratamento controle, verificou-se média correspondente 

a 99,3 ± 0,26, seguido de 99,00 ± 0,27; 99,50 ± 0,18; 99,70 ± 0,13; 99,80 ± 0,12; e 99,53 ± 0,17 

para as concentrações 1%, 2%, 3%, 4% e 5% respectivamente. A menor média representada 

pelo tratamento com óleo de nim na concentração de 1%. Baseando-se nos valores estatísticos 

H=15,42, gl = 5, n=180, p-value < 0,05, este foi o único tratamento em que foi observada 

diferença estatística (Figura 4). 

 

Figura 4. Valores (%) obtidos para viabilidade de conídios de M. anisopliae quando exposto à óleo de 

nim (1% a 5%), após 15 horas de inoculação. 
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Já nos tratamentos com óleo de algodão (H= 143,25, gl = 5, n=180, p-value < 0,05), o 

isolado MGSS 192 demonstrou maior viabilidade quando exposto à concentração de 2%, 

representando a melhor média obtida (99,93 ± 0,06). Em contrapartida, quando inoculado nos 

meios tratados com as concentrações 4% e 5%, o fungo apresentou baixa viabilidade, 

representando as duas piores médias encontradas 34,43 ± 1,50 e 14,00 ± 0,57, respetivamente. 

Os demais tratamentos apresentaram média equivalente a   91,73 ± 2,04 para 1% e 97,13 ±  0,88 

para 3% (Figura 5). 

 

 

Estudo semelhante foi realizado por Bontempo et al., (2011), que avaliou a viabilidade 

de conídios de M. anisopliae após imersão com óleo de nim e extrato pirolenhoso, observando 

que nos tratamentos com óleo de nim obteve-se média igual 86,00% de germinação de conídios, 

comparando ao tratamento controle (90,67%) e ao tratamento com extrato pirolenhoso 

(25,00%). Os autores concluíram que o óleo de nim não inibiu a germinação das estruturas 

reprodutivas de M. anisopliae, sugerindo compatibilidade entre os dois. Araújo (2008), também 

verificou que a viabilidade do isolado CG30 de M. anisopliae não foi reduzida quando exposto 

às concentrações 0,125, 0, 25 e 0,5 (%) de óleo de nim. 

Figura 5. Valores (%) obtidos para viabilidade de conídios de M. anisopliae quando exposto à óleo fixo 

de algodão (1% a 5%), após 15 horas de inoculação. 
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Marques, Monteiro e Pereira (2004) demonstraram que mesmo em concentrações mais 

altas, o óleo de nim não inibe a viabilidade de conídios em M. anisopliae; os autores testaram 

concentrações de 5% a 11% do óleo vegetal sobre a viabilidade do entomopatógeno após 20 

horas de inoculação e obtiverem médias próximas de 100% em todas as concentrações.  

As médias obtidas ao avaliar este parâmetro, são complementares aos dados obtidos na 

quantificação de conídios. É válido ainda fazer um contraponto entre as médias observadas nos 

diâmetros das colônias, especialmente acerca dos tratamentos com o óleo de algodão (4% e 5%) 

que inibiram a germinação das estruturas reprodutivas, mas, ao mesmo tempo, não 

apresentaram efeitos negativos no crescimento das colônias, ou seja, não afetaram o corpo 

vegetativo do isolado, mas comprometeram o seu potencial de reprodução.  

3.4 Determinação da compatibilidade e toxicidade dos óleos em relação ao isolado MGSS 

192 

Ao avaliar o valor de T, constatou-se que o óleo de nim, em todas as concentrações 

testadas (1% a 5%), mostrou-se altamente compatível com o isolado fúngico, como evidenciado 

pelos altos valores de T, que variaram entre 770,6 e 1.773,8. Essa alta compatibilidade indica 

que o óleo de nim não interfere negativamente no crescimento ou na viabilidade do fungo, 

sendo um adjuvante adequado para ser utilizado em conjunto com M. anisopliae em programas 

de controle biológico. O valor de T mais baixo (770,6) na concentração de 5% ainda é 

considerado compatível, mostrando que mesmo em concentrações relativamente altas, o óleo 

de nim mantém uma relação positiva com o fungo. 

Em contraste, o óleo fixo de algodão apresentou resultados variáveis dependendo da 

concentração. Nas concentrações de 1% a 3%, o óleo foi classificado como compatível, com 

valores de T que variaram de 68,7 a 189,9. No entanto, ao alcançar concentrações de 4% e 5%, 

o óleo de algodão demonstrou alta toxicidade, com valores de T extremamente baixos (28,8 e 

10,6, respectivamente). Esses valores indicam que em concentrações mais elevadas, o óleo de 

algodão tem um efeito inibitório significativo sobre o crescimento ou a viabilidade do fungo M. 

anisopliae, tornando-o inadequado para uso em tais níveis em aplicações de controle biológico 

(Tabela 4). 
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Tabela 4. Níveis de toxicidade/compatibilidade de acordo com o valor de T (Toxicidade). 

 

 

Óleo de nim 

Tratamentos Valor de T Classificação 

Controle 506, 6 - 

1% 912,0 Compatível 

2% 1.773,8 Compatível 

3% 1.232,3 Compatível 

4% 1.182,4 Compatível 

5% 770,6 Compatível 

 

Óleo fixo de algodão 

1% 171,6 Compatível 

2% 189,9 Compatível 

3% 68,7 Compatível 

4% 28,8 Muito tóxico 

5% 10,6   Muito tóxico 

Os valores de T aqui expressos são resultados de todas as médias e tendências já 

observadas nos parâmetros anteriores. Em seus estudos, Saikiaa et al. (2023), testaram as 

concentrações 0,5%, 1,0% e 2,0% de óleo de nim quanto à sua compatibilidade com o 

entomopatógeno Beauveria bassiana. Nas três concentrações testadas, o T calculado obteve 

valores iguais a 75.20, 68.92 e 63.92, respectivamente, indicando compatibilidade entre o 

entomopatógeno e o óleo vegetal. Por outro lado, os mesmos autores indicaram toxicidade do 

óleo de pinhão-manso ao mesmo fungo, com valores de T calculado iguais a 56.85, 51.05 e 

45.72 para as concentrações 0,5%, 1,0% e 2,0%, respectivamente.   

Os resultados obtidos nesta pesquisa são de extrema relevância quando se tem em vista 

o uso associado de entomopatógenos e óleos vegetais para o controle de pragas agrícolas, já 

que demonstram utilização potencial dessa associação, sem que haja diminuição na germinação 

dos conídios e destacam a importância de selecionar cuidadosamente as concentrações de 

adjuvantes vegetais ao formular produtos para controle de pragas, garantindo que a eficácia do 

agente biológico não seja comprometida, além de preencher uma lacuna quanto à estudos que 

explorem o potencial do óleo fixo de algodão como adjuvante de entomopatógenos.  

4 CONCLUSÕES 

• Os tratamentos com óleo fixo de algodão e óleo de nim não inibiram o crescimento das 

colônias de M. anisopliae MGSS 192; 

• O óleo de nim (1 a 5%) potencializou o crescimento das estruturas reprodutivas do 

isolado fúngico, apresentando médias maiores que o tratamento controle; 
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• As concentrações 4% e 5% do óleo fixo de algodão, inibiram a esporulação de MGSS 

192; 

• As médias obtidas nos testes de viabilidade, demonstraram compatibilidade do isolado 

exposto aos dois óleos vegetais, exceto nas concentrações 4% e 5% do óleo fixo de algodão 

• Foi confirmada toxicidade do óleo fixo de algodão nas concentrações de 4% e 5% ao 

isolado MGSS 192 de M. anisopliae.  
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CAPÍTULO IV 

 

AÇÃO REPELENTE DOS ÓLEOS VEGETAIS DE NIM E ALGODÃO SOBRE 

Tenebrio molitor (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE) 
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RESUMO 

Os óleos vegetais têm sido explorados acerca do seu potencial inseticida, conferido por seus 

compostos bioativos que podem atuar de maneira eficaz contra uma variedade de pragas. Pela 

realização de pesquisas, muitos óleos têm sua eficácia comprovada como repelente, dentre os 

quais, destacam-se o óleo de nim e o óleo fixo de algodão. Sendo assim, buscou-se avaliar a 

atividade repelente do óleo de nim comercial Fitoneem® (Concentração do i.a. 1,2 g/L) e do 

óleo fixo de algodão a partir da resposta de Tenebrio molitor Linneaus (Coleoptera: 

Tenebrionidae). Para tanto, foram considerados quatro tempos de exposição: 1 hora, 3 horas, 6 

horas e 24 horas. A partir dos dados obtidos, o óleo de nim (1% a 5%), mostrou-se eficaz e 

manteve sua atividade repelente até o último intervalo de exposição, mesmo na concentração 

mais baixa, onde apresentou 35,5%, 40%, 38,5% e 40,5% das larvas do lado pulverizado da 

arena nos intervalos de 1   hora, 3 horas, 6 horas e 24 horas, respectivamente, demonstrando 

potencial de repelência sobre as larvas de T. molitor. Já os tratamentos com óleo de algodão 

(1% a 5%), mesmo na concentração mais alta perderam sua atividade repelente após o período 

de exposição de 24 horas, verificando-se 39%, 42%, 40% e 47% do número total de larvas 

contadas na metade pulverizada dos discos nos períodos de avaliação, respectivamente. Dessa 

forma, o óleo de nim apresentou uma ação repelente mais duradoura e consistente, enquanto o 

óleo de algodão demonstrou- se eficaz apenas a curto prazo. 

 

Palavras-chave: Compostos bioativos naturais; Eficácia repelente; Exposição.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

 

 

ABSTRACT 

Vegetable oils have been explored for their insecticidal potential, attributed to their bioactive 

compounds that can act effectively against a variety of pests. Through studies, many oils have 

been proven effective as repellents, among which neem oil and cottonseed oil stand out. Thus, 

the aim was to evaluate the repellent activity of neem oil of the commercial Fitoneem® (a.i. 

concentration 1.2 g/L) and fixed cotton oil from the response of Tenebrio molitor Linnaeus 

(Coleoptera: Tenebrionidae). Four exposure times were considered: 1 hour, 3 hours, 6 hours, 

and 24 hours. Based on the data obtained, neem oil (1% to 5%) proved to be effective and 

maintained its repellent activity until the last exposure interval, even at the lowest 

concentration, where it showed 35.5%, 40%, 38.5%, and 40.5% of larvae on the sprayed side 

of the arena at intervals of 1 hour, 3 hours, 6 hours, and 24 hours, respectively, demonstrating 

repellency potential against T. molitor larvae. On the other hand, treatments with fixed cotton 

oil (1% to 5%), even at the highest concentration, lost their repellent activity after the 24-hour 

exposure period, showing 39%, 42%, 40%, and 47% of the total number of larvae counted on 

the sprayed half of the discs during the evaluation periods, respectively. Thus, neem oil 

presented a more durable and consistent repellent action, while fixed cotton oil proved effective 

only in the short term. 

 

Keywords: Natural bioactive compounds; Repellent efficacy; Exposure. 
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1 INTRODUÇÃO  

O uso de óleos vegetais como repelentes de insetos-praga tem atraído atenção 

significativa devido ao seu potencial para oferecer uma alternativa ecológica e sustentável aos 

pesticidas químicos (Farina; Conti, 2024). Esses óleos são derivados de plantas e possuem 

compostos bioativos que podem atuar de maneira eficaz contra uma variedade de pragas (Nile; 

Know; Nile, 2019). Entre os óleos vegetais amplamente estudados, destacam-se o óleo de 

algodão e o óleo de nim, ambos demonstrando eficácia como repelentes naturais (Ghosh et al., 

2021; Teodoro et al., 2017). 

O óleo fixo de algodão é conhecido por suas propriedades repelentes e tóxicas para 

diversos insetos-praga. Ele contém ácidos graxos essenciais e compostos como gossypol, que 

podem ter efeitos repelentes contra insetos praga (Wang et al., 2009). Estudos como o de Shahid 

e Naczk (2003), têm mostrado que gossypol pode ser tóxico para pragas de grãos armazenados, 

como o gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Coleptera: Curculionidae). O óleo de nim, 

derivado da árvore Azadirachta indica, é amplamente reconhecido por suas múltiplas 

propriedades inseticidas, fungicidas e repelentes. Pesquisas indicam que o óleo de nim é 

altamente eficaz contra uma variedade de pragas agrícolas, incluindo gafanhotos, moscas-

brancas e ácaros. A presença de azadiractina, um dos principais compostos ativos do óleo de 

nim, é responsável por suas propriedades repelentes e tóxicas, interferindo no ciclo de vida dos 

insetos e reduzindo suas populações (Joshi et al., 2019; Macchioni et al., 2019; Aidoo et al., 

2021; Rajput et al., 2021). 

Além do óleo de algodão e do óleo de nim, outros óleos vegetais também têm mostrado 

potencial como repelentes de insetos. Por exemplo, o óleo de eucalipto, conhecido por seu 

composto ativo cineol, tem sido eficaz contra uma ampla gama de pragas, incluindo mosquitos 

e formigas (Canedo, 2020). O óleo de hortelã-pimenta, contendo mentol, também demonstrou 

eficácia repelente, especialmente contra mosquitos e pulgões (Nilo, 2015). Esses óleos 

oferecem alternativas adicionais e podem ser utilizados em combinação com outros métodos de 

controle para aumentar a eficácia geral do manejo de pragas (Coelho; Leal; Vasconcelos, 2019). 

A utilização de óleos vegetais no controle de pragas não apenas contribui para a redução 

do uso de pesticidas químicos, mas também promove práticas agrícolas mais sustentáveis e 

seguras . A seleção adequada do tipo de óleo e da concentração a ser aplicada é fundamental 

para maximizar os benefícios e minimizar os impactos negativos sobre o meio ambiente e a 

saúde humana (Marangoni; Moura; Garcia, 2012). 
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Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial de repelência do óleo 

comercial Fitoneem (óleo de nim) e do óleo fixo de algodão sobre a resposta de Tenebrio molitor 

Linneaus (Coleoptera: Tenebrionidae). 

2 MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1 Montagem das arenas 

Os procedimentos metodológicos foram realizados no laboratório de Entomologia da 

UEMA, Campus Paulo VI. Para este bioensaio, foram utilizados o óleo de nim comercial 

Fitoneem® (Concentração do i.a. 1,2 g/L) e o óleo fixo de algodão nas concentrações de 1% a 

5%. 

Para montagem das arenas, utilizou-se placas de petri nas dimensões 120 x 20 cm. 

Círculos de PVC foram cortados para se ajustarem às dimensões das placas de Petri; cada 

círculo de PVC foi marcado ao meio, e apenas um lado foi pulverizado com os óleos nas suas 

respectivas concentrações, utilizando-se torre de Potter a uma pressão de 34 kPa, de acordo com 

metodologia adaptada de Saraiva et al. (2021). Após uma hora de secagem, os círculos foram 

dispostos nas placas e 5 g de dieta de T. molitor, contendo farelo de milho e farelo de trigo (1:1) 

foram colocados de cada lado da arena, correspondendo ao lado pulverizado e não pulverizado. 

Dez larvas foram selecionadas aleatoriamente, independente do instar e liberadas no centro de 

cada arena. 

2.2 Delineamento experimental 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). Foram 

aplicados cinco tratamentos diferentes para cada produto (óleos de nim e algodão), com dez 

repetições por tratamento. 

2.3 Períodos de exposição 

As arenas foram monitoradas e avaliadas dentro dos períodos de exposição de 1 hora, 3 

horas, 6 horas e 24 horas a contar do momento em que as últimas dez larvas foram liberadas 

para registrar o comportamento, consumo de alimento e mortalidade, observando-se a 

preferência entre os lados pulverizado e não pulverizado. 
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2.4 Análises estatísticas 

Os dados coletados foram analisados estatisticamente para determinar a eficácia e os 

efeitos dos diferentes tratamentos de óleos nas larvas ao longo do tempo. Os níveis de 

significância foram baseados em análises de frequência (ꭓ2 < 0,05). 

4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

A partir dos dados obtidos, foi avaliada a resposta de T. molitor sobre as diferentes 

concentrações dos dois óleos dentro dos períodos de exposição já mencionados. Dessa forma, 

verificou-se que todos os tratamentos com óleo de nim foram repelentes em todos os intervalos 

de tempo (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O tratamento com óleo de nim  a 1%, manteve-se com uma porcentagem de 35,5%, 

40%, 38,5% e 40,5% das larvas do lado pulverizado da arena nos intervalos de 1   hora, 3 horas, 

6 horas e 24 horas, respectivamente, demonstrando potencial de repelência contra as larvas de 

T. molitor (Figura 1). No tratamento com óleo de nim a 2%, as porcentagens referentes ao 

número de larvas do lado pulverizado da arena nos quatro intervalos de avaliação foram de 

38%, 42%, 39.5% e 38%, respectivamente, notando-se que não houve diferença entre os 

intervalos de 1hora e 24horas, demonstrando que o tratamento não perdeu suas propriedades de 

repelência ao longo do tempo, mantendo-se igualmente ativo (Figura 2).  

Figura 1. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados 

(barras pretas) e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo de nim (1%). O período de exposição foi 

de 1, 3, 6 e 24 horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância 

são baseados em análises de frequência (ꭓ2 < 0,05). 
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Nas arenas que foram pulverizadas com óleo de nim na concentração 3%, observou-se 

que após o intervalo de 24h, 38% das larvas se mantiveram no lado pulverizado, também 

demonstrando a eficiência do óleo no decorrer do tempo. Nos intervalos de 1h, 3h e 6h 

observou-se, respectivamente, 32,5%, 30% e 30,5% (Figura 3). 

 

 

 

  

Figura 2. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados 

(barras pretas) e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo de nim (2%). O período de exposição foi 

de 1, 3, 6 e 24 horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância 

são baseados em análises de frequência (ꭓ2 < 0,05). 

Figura 3. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados 

(barras pretas) e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo de nim (3%). O período de exposição foi 

de 1, 3, 6 e 24 horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância 

são baseados em análises de frequência (ꭓ2 < 0,05). 
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Nos tratamentos com óleo de nim a 4% e 5%, os resultados obtidos, quanto ao número 

de larvas do lado pulverizado da arena foram semelhantes. Na concentração 4%, constatou-se 

34,5%, 33%, 36% e 37% nos intervalos de 1h, 3h, 6h e 24h respectivamente (Figura 4), 

enquanto nas arenas onde foi pulverizada a concentração de 5%, obteve-se 33%, 34,5%, 34% 

e 35,5% nos intervalos já mencionados (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados (barras pretas) 

e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo de nim (4%). O período de exposição foi de 1, 3, 6 e 24 horas. Cada 

barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância são baseados em análises de frequência 

(ꭓ2 < 0,05). 

Figura 5. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados (barras pretas) 

e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo de nim (5%). O período de exposição foi de 1, 3, 6 e 24 horas. Cada 

barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância são baseados em análises de frequência 

(ꭓ2 < 0,05). 
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Nos tratamentos com óleo de nim, foi possível observar ainda mortalidade nas 

concentrações 1% (após 3 horas de exposição: duas larvas), 2% (após 24 horas de exposição: 

uma larva); 4% (após 3 horas de exposição: uma larva); e 5% (após 3 horas de exposição: quatro 

larvas). Todas as mortalidades constatadas foram observadas do lado pulverizado da arena, 

indicando possível toxicidade do óleo de nim em suas concentrações.  

Em contrapartida, os tratamentos com óleo de algodão foram repelentes apenas nos três 

primeiros intervalos de avaliações. As cinco concentrações testadas não apresentaram 

repelência após 24 horas da instalação do experimento, demonstrando que o óleo perdeu seu 

potencial de atividade no decorrer do tempo. Percebeu-se também que nas avaliações realizadas 

no período de exposição de 6 horas, ocorreu maiores porcentagens do total de larvas que foram 

contadas do lado pulverizado das arenas. Dessa forma, no tratamento em que foi pulverizada a 

concentração 1% verificou-se que, nos períodos de exposição já mencionados foram contadas, 

respectivamente, 35%, 42%, 41,5%, e 46% do total de larvas do lado pulverizado (Figura 6), 

enquanto na concentração a 2%, obteve-se 39,5%, 40%, 39,5% e 43,5%, observando-se uma 

pequena diminuição nos percentuais, se comparado com o tratamento anterior (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados 

(barras pretas) e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo fixo de algodão (1%). O período de 

exposição foi de 1, 3, 6 e 24 horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de 

significância são baseados em análises de frequência (ꭓ2 < 0,05). 
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O tratamento com óleo de algodão a 3% foi o que apresentou maior percentual de larvas 

na metade pulverizada do disco, após o período de exposição de 24 horas, correspondendo à 

49%. Os demais intervalos apresentaram os percentuais de 39,5%, 38,5% e 39%, 

respectivamente (Figura 8). Resultados próximos foram obtidos nas repetições que foram 

pulverizadas com a concentração de 4%, apresentando percentuais de 36%, 36,5%, 38,5% e 

46,5% do número total de larvas de T. molitor (Figura 9).  

Figura 7. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados (barras pretas) 

e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo fixo de algodão (2%). O período de exposição foi de 1, 3, 6 e 24 

horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância são baseados em análises 

de frequência (ꭓ2 < 0,05). 

Figure 8. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados (barras pretas) 

e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo fixo de algodão (3%). O período de exposição foi de 1, 3, 6 e 24 

horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância são baseados em análises 

de frequência (ꭓ2 < 0,05). 
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Por último, o tratamento com óleo de algodão na concentração de 5%, apresentou 39%, 

42%, 40% e 47% do número total de larvas contadas na metade pulverizada dos discos nos 

períodos de avaliação, respectivamente (Figura 10), verificando-se mais uma vez que o óleo de 

algodão manteve seu efeito repelente apenas até o período de exposição de 6 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados (barras pretas) 

e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo fixo de algodão (5%). O período de exposição foi de 1, 3, 6 e 24 

horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de significância são baseados em análises 

de frequência (ꭓ2 < 0,05). 

Figura 9. Resposta (%) da larva-da-farinha Tenebrio molitor sobre metade dos discos pulverizados 

(barras pretas) e não pulverizados (barras cinzas) com o óleo fixo de algodão (4%). O período de 

exposição foi de 1, 3, 6 e 24 horas. Cada barra corresponde a proporção de 10 repetições. Os níveis de 

significância são baseados em análises de frequência (ꭓ2 < 0,05).  
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Pesquisa semelhante foi realizada por Silva et al. (2022) ao avaliar o potencial repelente 

de óleo de nim sob infestação de Sitophilus zeamais (Coleptera: Curculionidae) em grãos de 

milho armazenado, considerando os intervalos de avaliação de 1, 24, 48, 72, 96 e 120 horas e 

as doses de 2,5 e 5 L t-1 , constatando repelência em todas as doses avaliadas. Nos estudos de 

Luker et al. (2023), o óleo de nim foi amplamente estudado por suas propriedades repelentes, 

demonstrando eficácia significativa contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Em ensaios de 

contato, o óleo de nim mostrou ser um dos repelentes mais eficazes, proporcionando proteção 

por períodos prolongados.  

Os mesmos autores também verificaram que o óleo de algodão tem um potencial 

moderado de repelência contra mosquitos A. aegypti. Sendo que o óleo de algodão reduziu a 

atração dos mosquitos por um período significativo, embora menos eficaz quando comparado 

a alguns outros óleos essenciais avaliados.  

Nesse contexto, Shah et al. (2023) avaliou a atividade repelente dos óleos de amêndoa 

doce e soja por períodos de 24 horas, 7, 14, 21 e 28 dias sobre três pragas de grãos armazenados 

Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae), Tribolium castaneum (Coleoptera: 

Tenebrionidae) e Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera: Silvanidae) e constataram que 

ambos os óleos exibiram efeito repelente, mas seu efeito diminuiu com o tempo e a 

concentração. Apesar de serem amplamente utilizados por sua atividade repelente e inseticida, 

os óleos perdem seu potencial de repelência ao longo do tempo, pois são suscetíveis à processos 

de oxidação que alteram sua composição química, reduzindo a eficácia de seus compostos 

repelentes, além disso alguns óleos podem evaporar com o tempo (Chiasson; Bostanian, 2004; 

Mishra et al., 2006; Singh; Khare; Singh, 2012).  

  Al-Jabr (2006) também constatou eficiência ao testar a repelência de sete óleos 

vegetais contra O. surinamensis e T. castaneum. No estudo, foi constatada maior ação repelente 

do óleo de camomila Matricaria chamomilla L., onde o percentual de repelência atingiu 84,73% 

na concentração de 1%. Nisar et al. (2022), também avaliaram a atividade repelente de óleo de 

nim, verificando que o aumento da atividade repelente foi notado com óleo de nim nas 

concentrações 1,5% e 2,0%.  

Diversos outros óleos de origem vegetal, como óleo de citronela, óleo de hortelã-

pimenta e óleo de canela, também foram avaliados por suas propriedades repelentes. O óleo de 

citronela e o óleo de hortelã-pimenta reduziram a atração dos mosquitos por 60 minutos, 

enquanto o óleo de canela proporcionou proteção por até 120 minutos, sendo assim, a repelência 
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dos óleos vegetais está frequentemente associada aos compostos voláteis presentes neles. 

Diferentes óleos possuem diferentes perfis de terpenos, que são responsáveis pela variação na 

eficácia repelente (Selles et al., 2021; Luker et al., 2023). 

5 CONCLUSÕES 

• Os tratamentos com óleo de nim foram repelentes em todas as concentrações pulverizadas; 

• O óleo de nim manteve sua ação repelente em todos os períodos de exposição (1, 3, 6 e 24 

horas); 

• O óleo de algodão foi repelente nas concentrações testadas, sendo eficaz somente até 6 

horas após a aplicação; 
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