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RESUMO GERAL

O manejo de pragas de gréos armazenados feito com 0leos essenciais e seus
compostos € indicado como meio alternativo a fosfina, e tem trazido resultados
promissores. O objetivo deste trabalho foi investigar a eficiéncia de Oleos
essenciais e a-pineno no tratamento de gréos de feijao comum, sementes de
milho e feijao-caupi em condicbes de armazenamento, para 0 manejo de
Zabrotes subfasciatus, Sitophilus zeamais e Callosobruchus maculatus,
respectivamente, bem como avaliar os possiveis efeitos dos tratamentos sobre
a germinacdo das sementes de milho e feijdo-caupi. O estudo avaliou a
toxicidade por contato (efeito letal e subletal), fumigacéo e repeléncia de Gleos
essenciais (Gaultheria  procumbens, Juniperus communis, Protium
heptaphyllum e Protium pallidum) e do composto (a-pineno) sobre Z.
subfasciatus, S. zeamais e C. maculatus, a persisténcia em sementes de milho
e o efeito residual em sementes de milho e feijdo-caupi. Os componentes
majoritarios dos 6leos essenciais foram: Salicilato de metila (indice de retencéo
- IR: 1202, 96%) para G. procumbens, a-pineno (IR: 930; 67%) para J.
communis, limoneno (IR: 102; 40,1%) para P. heptaphyllum e o-cimeno (IR:
1025; 31,17%) e a-pineno (IR: 932; 16,99%) para P. pallidum. Para S. zeamais
as CLsso foram: 26,83uL / 20 g para G. procumbens, 79,97uL / 20 g para J.
communis, 45,78uL / 20 g para P. heptaphyllum, 57,98uL / 20 g para P.
pallidum e 51,35uL / 20 g para a-pineno no teste de contato. A toxicidade por
fumigacdo dos produtos decresceu nesta ordem: G. procumbens = P.
heptaphyllum > a-pineno > J. communis > P. pallidum para CLso.Todos os
produtos testados sao repelentes a S. zeamais. A persisténcia de G.
procumbens permaneceu por 71 dias. O 6leo de J. communis e composto a-
pineno ndo afetam a viabilidade e o vigor da semente de milho. Para C.
maculatus as CLso foram de 0,47 pL / 20 g para G. procumbens; 11,65 L / 20
g para P. pallidum; 24,43 uL / 20 g para a-pineno no teste de contato. Todos 0s
produtos diminuiram a oviposi¢cdo e a emergéncia de adultos. Para toxicidade
por fumigacdo as CLso foram de 12,14; 252,34; 259,40 uL / L para G.
procumbens, P. pallidum e a-pineno, respectivamente. Os 6leos de J.
communis, P. heptaphyllum e P. pallidum e o a-pineno foram repelentes,
diminuindo o nimero de ovos e de emergidos de C. maculatus. Os 6leos de G.
procumbens, J. communis e o composto a-pineno ndo diminuem a germinacao
e 0 vigor na germinacao de sementes de feijdo-caupi. Para Z. subfasciatus em
teste de contato as CLso foram de 1,09 uL /20 g para G. procumbens, 4,32 yL
/ 20 g para P. heptaphyllum, 4,06 uL / 20 g para P. pallidum, 9,53 uL / 20 g para
J. communis, 17,83 pyL / 20 g para a-pineno. Todos os produtos diminuiram
oviposicdo e a emergéncia de novos adultos. As CLso por fumigacdo foram de
31,60; 48,97; 112,92; 183,46 e 241,57 pyL / L de ar para G. procumbens, P.
heptaphyllum, P. pallidum, J. communis e a-pineno, respectivamente. Todos 0s
Oleos repeliram adultos de Z. subfasciatus significativamente, reduzindo a
oviposicdo e emergéncia. Conclui-se que os produtos testados sdo toxicos as
trés pragas e podem ser usados como ferramentas no manejo dessas
espécies.

Palavras-chave: Toxicidade, Repeléncia, Persisténcia, Vigor de sementes,

Qualidade fisiolégica
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ABSTRACT

The management of stored grain pests using essential oils and their
compounds is indicated as an alternative to phosphine and has brought
promising results. The objective of this work was to investigate the efficiency of
essential oils and a-pinene in the treatment of common bean grains, corn seeds
and cowpea under storage conditions, for the management of Zabrotes
subfasciatus, Sitophilus zeamais and Callosobruchus maculatus, respectively,
as well as to evaluate the possible effects of treatments on the germination of
corn and cowpea seeds. The study evaluated contact toxicity (lethal and
sublethal effect), fumigation and repellency of essential oils (Gaultheria
procumbens, Juniperus communis, Protium heptaphyllum and Protium
pallidum) and the compound (a-pinene) on Z. subfasciatus, S. zeamais and C.
maculatus, persistence in corn seeds and the residual effect in corn and
cowpea seeds. The major components of essential oils were: Methyl salicylate
(Retention index - IR: 1202, 96%) for G. procumbens, a-pinene (IR: 930; 67%)
for J. communis, limonene (IR: 102 ; 40.1%) for P. heptaphyllum and o-cymene
(IR: 1025; 31.17%) and a-pinene (IR: 932; 16.99%) for P. pallidum. For S.
zeamais the CLs50 were: 26.83 uL / 20 g for G. procumbens, 79.97uL / 20 g for
J. communis, 45.78 yL / 20 g for P. heptaphyllum, 57.98uL / 20 g for P. pallidum
and 51, 35uL / 20 g for a-pinene in the contact test. The fumigation toxicity of
the products decreased in this order: G. procumbens = P. heptaphyllum> a-
pinene> J. communis> P. pallidum for LCso. All tested products are repellent to
S. zeamais. The persistence of G. procumbens remained for 71 days. J.
communis oil and a-pinene compound do not affect the viability and vigor of the
corn seed. For C. maculatus, the LCso was 0.47 pL / 20 g for G. procumbens;
11.65 pL / 20 g for P. pallidum; 24.43 uL / 20 g for a-pinene in the contact test.
All products reduced oviposition and the emergence of adults. For fumigation
toxicity, the LCso was 12.14; 252.34; 259.40 uL / L for G. procumbens, P.
pallidum and a-pinene, respectively. The oils of J. communis, P. heptaphyllum
and P. pallidum and a-pinene were repellent, decreasing the number of eggs
and emerged of C. maculatus. The oils of G. procumbens, J. communis and the
compound a-pinene do not decrease germination and vigor in the germination
of cowpea seeds. For Z. subfasciatus in contact test, the LCso was 1.09 uL / 20
g for G. procumbens, 4.32 uL / 20 g for P. heptaphyllum, 4.06 pyL / 20 g for P.
pallidum, 9.53 uyL / 20 g for J. communis, 17.83 uL / 20 g for a-pinene. All
products reduced oviposition and the emergence of new adults. The LCso by
fumigation was 31.60; 48.97; 112.92; 183.46 and 241.57 pL / L of air for G.
procumbens, P. heptaphyllum, P. pallidum, J. communis and a-pinene,
respectively. All oils repelled adults from Z. subfasciatus significantly, reducing
oviposition and emergence. It is concluded that the tested products are toxic to
the three pests and can be used as tools in the management of these species.

Keywords: Toxicity, Repellency, Persistence, Vigor, Physiological quality
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1 INTRODUCAO GERAL

A producdo de grdos e sementes deve seguir um protocolo rigoroso,
para que se mantenha a qualidade do produto final. A atencdo deve ser
empregada em todas as fases de producao, desde o plantio, colheita e destino
do produto. Porém, muitas sé@o as dificuldades que aparecem nesse percurso.
Uma delas sdo as pragas de graos/sementes armazenadas, que iniciam sua
infestacdo no campo, prolongando-se até o armazém de comercializacéo.

Sitophilus zeamais (Mots), Callosobruchus maculatus (Fabr.) e Zabrotes
subfasciatus (Boh.) sdo elencadas como as principais pragas de graos e
sementes armazenadas de milho, feijdo-caupi e feijjdo comum,
respectivamente. Essas pragas sdo cosmopolitas, porém bem mais adaptadas
em regibes de clima tropical, como é no Brasil. Pragas de grdos/sementes
armazenadas podem causar prejuizo de cerca de 5 a 10% nos paises
desenvolvidos e mais de 20% de grdos nos paises em desenvolvimento, ja que
todos os instares larvais ocorrem dentro do grao/semente, liberando excretas
e exuvias, que favorecem a contaminacdo por fungos oportunistas. Todos
esses fatores depreciam a qualidade do produto final, causando prejuizos.

O ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento tem em seu
banco de dados o Sistema de Agrotéxicos Fitossanitarios (Agrofit) alguns
produtos registrados como fosfetos magnésio e aluminio (fosfina); pirimifés-
metilico e fenitrotiona (organofosforado); deltametrina e bifentrina (piretréide)
para o controle de S. zeamais; fosfetos magnésio (fosfina) para o controle C.
maculatus; fosfeto de magnésio e aluminio (fosfina); deltametrina (piretroide)
para o controle de Z. subfasciatus. Porém o uso indiscriminado de inseticidas
quimicos trouxe consigo problemas atrelados ao meio ambiente e a saude,
além de selecionar popula¢cdes de insetos resistentes a esses produtos.

Um novo olhar foi necessario, e a partir de entdo, universidades e
centros de pesquisas de diversos paises tém buscado formas de
controle/manejo eficazes, que ndo ocasione toxicidade a organismos nao-alvo
e gue ndo causem impacto ao meio ambiente. Produtos a base de plantas,
como Oleos essenciais e seus compostos isolados, tém se mostrado
promissores nesse cenario.

Em geral, os 6leos essenciais, provenientes do metabolismo secundario

das plantas, sao ricos em terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) e sao
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constituidos por uma mistura de 20 a 70 compostos organicos. Sendo misturas
complexas, cada efeito biologico exibido por um 6leo essencial é devido as
acOes de um ou mais dos seus constituintes.

Conhecer a composicdo de um 6leo essencial, bem como isolar os seus
principais compostos, sdo essenciais para elucidar o seu efeito inseticida.
Oleos essenciais contendo um Gnico composto predominante, geralmente tem
a sua atividade inseticida atribuida a esse, ao contrario, a atividade inseticida
pode ser resultado do efeito sinérgico entre compostos majoritarios e
minoritarios presentes no 6leo essencial. Por isso, sempre que possivel, ha a
necessidade de se testar isoladamente os compostos para revelar qual confere
a atividade inseticida do dleo essencial.

Os Oleos essenciais e seus compostos sao fontes inseticidas confiaveis,
muitas vezes em concentracdes muito baixas para pragas de produtos
armazenados, todavia a recomendacdo deve ser cautelosa, levando em
consideracdo organismos ndo-alvo e efeitos deletérios n&do desejaveis,
especificamente, quando utilizados no tratamento de sementes, pois podem ser
fitotoxicos no processo de germinacao.

Resumidamente, € possivel medir o vigor de sementes tratadas em
processo de germinacdo com base em testes aferidores do percentual de
germinacao, indice de velocidade de germinacao, tempo médio de germinacao,
peso de massa fresca e seca de plantulas, dentre outros.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a eficiéncia de 6leos
essenciais (Gaultheria  procumbens, Juniperus communis, Protium
heptaphyllum e Protium pallidum) e a-pineno no tratamento de gréos de feijao
comum, sementes de milho e feijao-caupi em condi¢cdes de armazenamento,
para o0 manejo de Zabrotes subfasciatus (Coleoptera: Chrysomelidae:
Bruchinae), Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) e Callosobruchus
maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) respectivamente, bem
como avaliar os possiveis efeitos dos tratamentos sobre a germinacdo das
sementes de milho e feijao-caupi.

O estudo foi dividido em trés capitulos, cada um dedicado a um inseto
praga e seu respectivo hospedeiro, para avaliacbes de toxicidade e
fitotoxicidade dos produtos {0leos essenciais [Gaultheria procumbens L.

(Ericaceae) (Wintergreen), Juniperus communis L. (Cupressaceae) (Zimbro),
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Protium pallidum Cuatrec. (Burseraceae) (Breu branco) e Protium heptaphyllum

(Aubl.) March. (Burseraceae) (Almécega)]} e composto isolado (a-pineno).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Classificacdo, origem e importancia socioecondmica
2.1.1. Milho [Zea mays (L.)]

O Milho [Zea mays (L.)] pertence ao reino Plantae, divisdo Anthophata,
classe Monocotiledonae, ordem Poales, familia Poaceae, género Zea, sendo
referéncia como cultura comercial em destaque (SILOTO, 2002; DOEBLEY,
1990). Tem seu centro de origem e domesticagdo nas américas, apresentando
grande diversidade nesta mesma regido (ZEVEN; WET, 1982; LEON, 2000).

O milho se espalhou pelo mundo apés a descoberta europeia das
Ameéricas no século XV, especificamente em zonas temperadas (PALIWAL,
2000; FARNHAM; BENSON; PEARCE, 2003). Por ser uma cultura
proeminente do Novo Mundo, esta foi amplamente cultivada na época do
contato europeu em ambos os hemisférios, e era tido como alimento basico de
muitas sociedades pré-historicas (PIPERNO; FLANNERY, 2001). Com o
passar dos anos, o milho tornou-se um dos cereais mais importantes cultivados
em todo o mundo, em uma ampla gama de ambientes por causa de sua maior
adaptabilidade (KOGBE; ADEDIRAN, 2003).

Usado principalmente como fonte de alimento, o milho tem sido a
matéria-prima mais importante para a alimentagdo animal (PIMENTEL;
PATZEK, 2005), sendo este uma das principais fontes de cereais para
alimentacdo, forragem e produtos industriais (PARVATHI, 2015).
Especificamente, o Brasil, contribui de forma significativa com o panorama
geral de producdo, exportacdo e estocagem de milho, sendo considerado
personagem relevante no mercando mundial (FIESPI, 2020).

2.1.2. Feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.]

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] ¢é uma planta
Eudicotyledonea, da ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae,
tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero Vigna,
seccdo catyang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e subespécie

unguiculata, subdividida em quatro cultigrupos: Unguiculata, Sesquipedalis,
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Biflora e Textilis (ALLANTOSPERMUM, 2016; MARECHAL; MASCHERPA;
STAINIER, 1978; PADULOSI; NG, 1997; SMARTT, 1990; VERDCOURT,
1970).

V. unguiculata, € uma leguminosa herbacea comestivel de grande
importancia em diversas regibes do mundo, principalmente nas regifes
tropicais e subtropicais do planeta (LOPES et al., 2018).

O nome popular desta leguminosa varia de acordo com a regido do pais
em que se encontra. No norte de Minas Gerais e em algumas regides da Bahia
€ conhecido como feijao gurutuba e feijao catador, na regido sul como feijao
miudo, no estado do Rio de Janeiro como feijdo fradinho, ja no norte é
conhecido como feijdo-de-corda e na regido nordeste, de uma forma geral,
recebe o0 nome de feijao macassar (FREIRE FILHO et al., 2005).

Vérias hipéteses foram levantadas com o intuito de se definir o centro de
origem do feijdo-caupi. H4 uma concordancia de que o seu centro de origem
incidiu no continente africano, uma vez que as formas selvagens da espécie
tém sido encontradas apenas nesse continente, sendo este um forte indicio da
sua origem (FREIRE FILHO, 1988). Ng e Maréchal (1985) afirmam que a
regido do oeste da Africa, mais especificamente a Nigéria, seja o centro
primario de diversidade dessa espécie.

O feijdo-caupi foi introduzido no Brasil por colonizadores portugueses na
metade do século XVI, especificamente pelo estado da Bahia (FREIRE FILHO,
1988). A partir de entdo, este foi se adaptando ao longo do tempo através do
processo de selecdo natural feita pelas novas condigcbes de habitat,
principalmente nas Regi6es Nordeste e Norte, até ser disseminado por todo o
pais (FREIRE FILHO, 1981). Ja no estado do Piaui, o cultivo do feijdo-caupi foi
relatado pela primeira vez no ano de 1697 (FREIREFILHO, 1988; DIAS, 2008),
um século depois da sua introducéo no Brasil. Tal fato é justificado pelo modo
como o Piaui foi colonizado, do sertdo para o litoral, evidenciando que nesta
época, a comunicagdo e o comeércio eram dificeis (FREIRE FILHO, 2011).

Tanto na Africa quanto no Brasil, principalmente nas regibes semiaridas,
o feijdo-caupi € uma das leguminosas de subsisténcia de maior relevancia
cultivada por agricultores, com finalidade para o consumo humano, bem como
para alimentar animais (FREIRE FILHO, 2011; HUANG et al., 2012; NSA;

KAREEM, 2015), sendo assim uma fonte importante de nutrientes essenciais
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em varios paises em desenvolvimento, devido a razfes nutricionais e
socioeconbmicas. Estas plantas sdo consideradas como a principal fonte de
proteina para populacdes na Asia, Africa e América Latina (KATO et al., 2015,
SANTOS et al., 2013; RAVELOMBOLA et al., 2017; TIMKO; SINGH, 2008).

2.1.3. Feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)

O género Phaseolus pertence a ordem Rosales, subtribo Phaseolinae,
tribo Phaseoleae, subfamilia Papilionoideae e familia Leguminosae
(MELCHIOR et al., 1964). J& Cronquist (1988) classifica-o como pertencente a
subclasse Rosidae, ordem Fabales e familia Fabaceae, que compreende
aproximadamente 650 géneros e 18.000 espécies, distribuidas nas subfamilias
Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae.

Segundo Vavilov (1931) a origem evolutiva do género Phaseolus e sua
diversificacdo priméria ocorreram nas Américas. Porém o local exato onde isto
se deu é ainda motivo de controvérsia (GEPTS; DEBOUCK, 1991).

Populacdes selvagens de feijdo ndo sdo encontradas naturalmente no
Brasil, mas crescem facilmente desde o Norte do México até o Norte da
Argentina, em altitudes entre 500 e 2.000 m (DEBOUCK, 1986).

O feijao comum ( Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas mais
importantes e diversificado, consumido em todo o mundo (BROUGHTON et
al., 2003). Sugerem-se que as variedades atuais de feijao sédo o resultado de
multiplos eventos de domesticacdo, com dois centros primarios, um na América
Central e o outro ao Sul dos Andes (Sul do Peru, Bolivia, Norte da Argentina).
Um terceiro centro € ainda sugerido na regido da Colémbia (DEBOUCK, 1986;
GEPTS; DEBOUCK, 1991).

Suas espécies, principalmente o feijdo comum, sdo amplamente
distribuidas no mundo todo e, além de cultivadas nos trépicos, também se
desenvolvem em zonas temperadas dos hemisférios Norte e Sul, no entanto, o
seu numero exato ainda é desconhecido. Alguns levantamentos sobre o género
indicam que esse numero pode variar de 31 a 52 espécies, todas originarias do
Continente Americano, sendo que somente cinco sao cultivadas: P. vulgaris ,
Phaseolus lunatus L., Phaseolus coccineus L., Phaseolus acutifolius A. Gray e
Phaseolus polyanthus Greeman (DEBOUCK, 1991, 1999).

O feijao tem um papel importante na dieta alimentar da populacdo e na
geracdo de renda. A producdo desse grao € bastante difundida em todo o
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territdrio nacional e distribuida em trés safras ao longo do ano, sendo o Brasil 0
terceiro maior produtor mundial (CONAB, 2018).

2.2Pragas de gréos armazenados

2.2.1. Sitophilus zeamais (Motschulsky 1885) (Coleoptera:
Curculionidae)

Diversas pragas estdo associadas ao milho armazenado, sendo
distribuidas em mais de 37 espécies de insetos (SOUJANYA et al.,, 2016).
Destaca-se 0 S. zeamais, importante na secagem, transporte e
armazenamento no campo pré-colheita de ocorréncia em toda América do Sul
(OLIVEIRA, et al., 2014) e na regido leste e sul da Africa (TEFERA et al.,
2013).

Sendo uma das pragas mais destrutivas em cereais armazenados no
mundo, o gorgulho do milho, S. zeamais, ndo s6 causa perdas quantitativas
extensivas em grdos armazenados, mas também altera a qualidade dos gréos
e seus subprodutos, resultando na deterioracdo da viabilidade das sementes
(HADID et al., 2015; HERRERA et al., 2015).

Os adultos desta espécie variam em tamanho (2,0 a 3,5 mm) e séo de
coloragcdo escura com manchas mais claras nos élitros e cabeca projetada a
frente. As fémeas apresentam rostro alongado e afilado, enquanto os machos
apresentam rostro curto e grosso (LORINI; SCHNEIDER, 1994; LOECK, 2002),

porém a identificacdo a olho nu quase néo é possivel (Figura 1).

“ﬁ.a'

b
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Figura 1 Adulto de Sitophilus zeamais.
O Ciclo biologico de S. zeamais compreende as fases de ovo, larva
(quatro instares), pré-pupa/pupa e adulto; em condi¢des controladas (24-30 °C;

60 + 10% de HR; Fotofase de 12 horas) e o periodo de oviposicdo, de
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incubacdo de ovos, larval, pré-pupal/pupal, ovo-adulto dura em meédia 22,2;
5,25; 23,1; 6,3 e 34,7 dias, respectivamente. A longevidade de adultos dura em
média 123 dias (OJO; OMOLOYE, 2016).

2.2.2. Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775) (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae)

Em leguminosas alimentares armazenadas, a infestacdo é causada por
mais de 150 insetos, no entanto, Callosobruchus chinensis (L.), Callosobruchus
maculatus (Fabr.) e Callosobruchus analis (Fabr.) pertencentes a ordem
Coleoptera, Familia Chrysomelidae e subfamilia Bruchinae, s&o os principais
insetos ameacadores da familia Bruchinae (KEDIA et al., 2015).

O caruncho, C. maculatus, é considerada a mais importante entre as
principais pragas que atacam o feijao-caupi (MEDEIROS et al., 2017). Segundo
Oliveira et al., (1984) esta praga inicia 0 seu ataque no campo, ocorrendo ao
longo da colheita até o armazenamento.

O macho e a fémea desta espécie sao facilmente distinguidos um do
outro pela aparéncia geral (BECK; BLUMER, 2014). O macho adulto € menor
em tamanho e possui uma forma mais arredondada do que a fémea, enquanto
0 besouro fémea adulto apresenta faixas escuras de cada lado do dorso
abdominal (AHMADY et al.,, 2016). A caracteristica mais marcante do
dimorfismo sexual dessa espécie é a exposicdo do ultimo segmento do
abdébmen, o pigidio, que é visto nitidamente nas fémeas por conta do
encurtamento dos élitros (BECK; BLUMER, 2014) (Figura 2).

Figura 2 Macho (A) e fémea (B) de Callosobruchus maculatus.
O ciclo de vida do C. maculatus consiste de ovo, quatro instares larvais
(L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto; em condicbes de laboratério (28,5 £2.0 °C e
78.5% 3.0% UR) e ap0s a emergéncia o periodo de oviposicado dura de 6-7 dias

e 0s ovos inicialmente sdo translicidos, lisos, brilhantes e mais tarde tornam-se
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brancos amarelados; o periodo larval pode variar entre 18-22 dias, e as larvas
no ultimo instar sdo brancas-amareladas e ligeiramente apresentam formato de
“C”; a fase pupal varia entre 6-7 e 5-6 para machos e fémeas, respectivamente;
o periodo de desenvolvimento do ovo para o adulto € de 45-48 dias em feijao
mungu (Vigna radiata) (DEVI; DEVI, 2014), mas em sementes de V.
unguiculata o ciclo de vida levou 30-37, 19-26 e 20-27 dias para conclusédo a
25, 30 e 35 °C e umidade relativa constante de 65% (AHMADY et al., 2016).

2.2.3. Zabrotes  subfasciatus  (Bohemann, 1833) (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae)

O feijdo comum tem duas principais pragas no armazenamento
conhecidas mundialmente: Zabrotes subfasciatus e Acanthoscelides obtectus
Say. (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae). Z. subfasciatus esta presente
em areas mais quentes (regides tropicais da América Latina) (ROSSETTO,
1966) e € uma praga de armazém (CARDONA et al., 1990). Enquanto, A.
obtectus, anteriormente era descrita como uma praga de areas mais frias
(regibes temperadas) (GALLO et al., 2002), porém, esta adaptada tanto para
viver e reproduzir em regides tropicais como nas temperadas, em condi¢des de
baixa umidade (LORINI et al., 2015), causando infestacdo de graos tanto no
campo quanto no armazém (CARDONA, 1990).

O bruquideo Z. subfasciatus quando adulto, tem coloracdo castanho
escura, com manchas claras no pronoto fortemente pubescente; apresenta
dimorfismo sexual, onde o0s machos sdo menores que as fémeas;
especificamente nas fémeas ha a presenca de uma mancha clara de formato
triangular na parte posterior da cabeca, outra de mesma forma préximo ao
escutelo e duas outras no angulo do pronoto, porém, nos machos so é visivel a
mancha pré-escutelar. Os adultos desta espécie, podem chegar até 2,5 mm de
comprimento (FERREIRA, 1960) (Figura 3).
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Figura 3 Macho (A) e fémea (B) de Zabrotes subfasciatus.

Os ovos desta espécie, quando vidveis sao opacos, apresentando
formato ovoide ligeiramente arredondado (FERREIRA, 1960). As larvas sao de
coloracdo branco leitosa e do tipo curculioniforme. As pupas sédo glabras da
mesma coloracao dos adultos e o estagio pupal dura de 5 a 6 dias (GALLO et
al., 2002).

Diversos trabalhos aferiram a quantidade de dias do periodo que
compreende ovo-adulto para Z. subfasciatus. Howe e Currie, (1964),
quantificaram 24,5 dias a 32 °C e 70% de UR, Ferreira (1960) 36 dias a 27 °C e
75% de UR, Carvalho e Rossetto, (1968) contabilizaram entre 23 e 33 dias a 32
°C e 70% de UR. Silva et al., (2018) quantificaram 28,02; 35,39 e 29,39 dias a
29 + 2°C e 47 = 10% UR em V. unguiculata, P. vulgaris, e P. lunatus,

respectivamente.

2.3Perdas por infestacdo de insetos e a resisténcia destes a
inseticidas sintéticos

Em todo o mundo, as pragas (especialmente ervas daninhas, patégenos
e insetos) sdo as maiores competidoras de culturas agricolas, reduzindo
drasticamente a producdo na faixa de 25 a 50% (PIMENTEL et al., 1991;
OERKE, 2006).

Cerca de 20% a 40% das perdas pos-colheita, ocorrem durante as
operacbes de campo e pos-colheita e, entre essas perdas, 55% destas
ocorrem durante o armazenamento (WORLD BANK, 2011).

O dano aos grédos devido a infestacdo de insetos € estimado como
sendo de 10-40% anualmente (ASRAR et al., 2016). Especificamente em graos

armazenados as perdas devido a infestacao de insetos podem variar em 5-10%
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e 20-30% ou mais, para zonas temperadas e regides tropicais/subtropicais,
respectivamente (RAJENDRA; SRIRANJINI, 2008; PHILLIPS; THRONE, 2010).

Quando se trata de graos armazenados, a infestacdo de insetos pode
reduzir o contetdo quantitativo e qualitativo dos grdos (MADRID et al., 1990),
causando a diminuicdo do peso dos graos, alteracdo nas propriedades fisicas
dos gréos e aumentando a invaséo de microrganismos (BALDIN; LARA, 2008).

Inseticidas quimicos s&o usados para reduzir o impacto negativo das
infestacBes de insetos (OSMAN et al., 2013). O uso de fumigantes quimicos,
incluindo fosfina e brometo de metila, € atualmente um dos métodos mais
utilizados para controlar insetos de produtos armazenados (THOPSON;
REDDY, 2016; ATHANASSIOU et al., 2015).

Porém, alguns fumigantes, em especial o brometo de metila, vem
sofrendo san¢Bes por causar impactos destrutivos na camada de 0z06nio
(NAYAK; DAGLISH; PHILLIPS, 2015) efeitos residuais e serem carcin0genos
(JAGADEESAN, et al., 2015; RAJASHEKAR,; RAVINDRA,;
BAKTHAVATSALAM, 2014).

Além disso, o uso frequente e difundido de quimicos levou ao
desenvolvimento de resisténcia em insetos de produtos armazenados
(ABOUSEADAA et al., 2015; GBAYE; OYENIYI; OJO, 2016).

Tentativas estdo sendo feitas para encontrar substitutos para o brometo
de metila e alternativas a fosfina. O sulfeto de carbonila, o formiato de etila e o
fluoreto de sulfurila mostram alguma promessa no nivel da pesquisa (NAYAK,
DAGLISH; PHILLIPS, 2015; ANNIS, 2016).

Para superar esse problema, inseticidas naturais baseados em produtos
derivados de plantas tém sido sugeridos como abordagens adequadas para o
manejo de insetos pragas (JUMBO et al., 2014).

Ishaaya et al., (2007) afirmam que um inseticida ideal deve ser um
composto ou mistura que é altamente toxico para atacar insetos-praga, mas de
baixa toxicidade para organismos nao-alvo, bem como de baixo impacto

ambiental e resisténcia lentamente desenvolvida.



23

2.40leos essenciais: composicdo, potencial inseticida e mecanismos

de acdo

Produtos naturais, a base de plantas, sdo conhecidos por suas
propriedades, como baixa formacao de residuos, alta seletividade e dificuldade
para gerar resisténcia cruzada (DIPPEL et al., 2014).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis
produzidos por organismos vivos e isolados por meios fisicos (prensagem e
destilacdo) de uma planta inteira ou parte da planta de origem taxonfOmica
conhecida (FRANZ; NOVAK, 2009). Estes sado relatados mostrando efeitos
letais e subletais em um amplo espectro de organismos, e ainda mais
importante, as misturas podem retardar a formacéao de resisténcia (ISMAN,
2000).

Os constituintes dos 6leos essenciais pertencem principalmente a dois
grupos fitoquimicos: terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos de baixo
peso molecular, sdo o0s mais abundantes) e em menor quantidade
fenilpropandides. Os monoterpenos presentes nos 6leos essenciais podem
conter terpenos que sao hidrocarbonetos (a-pineno), alcoois (mentol, geraniol,
linalol, terpinen-4-ol, p-mentano-3,8-diol), aldeidos (cuminaldeido), cetonas
(tujona), éteres (1,8-cineole) e lactonas (nepetalactona) (REGNAULTL-
ROGER; VICENTE; ARNASON, 2012).

Segundo Viegas Junior (2003), os 6leos essenciais e seus principais
compostos sdo considerados substéncias “geralmente reconhecidas como
seguras” e podem ser uma alternativa eficaz para o controle de insetos, pois
sdo moléculas que tém menos impacto na saude humana e sao
ambientalmente corretas.

Diversas familias botanicas tém o seu potencial inseticida descrito para
pragas que acometem os graos armazenados: Myrtaceae (LIAO et al., 2016;
NOURI-GANBALANI, EBADOLLAHI; NOURI, 2016), Laminaceae
(POLATOGLU et al., 2017; RAJKUMAR et al., 2019), Rutaceae (CAO et al.,
2018; CAO et al, 2019), Cyperaceae (JANAKI et al., 2018), Apiaceae
(POLATOGLU et al., 2016); Ericaceae (KIRAN; PRAKASH, 2015; LIANG et al.,
2016) dentre outras.
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A eficacia dos 0leos essenciais e seus constituintes varia de acordo
com o perfil fitoquimico do extrato da planta e do alvo entomoldgico
(REGNAULT-ROGER; VICENTE; ARNASON, 2012) e a sua atividade
inseticida é atribuida principalmente aos seus constituintes complexos e novos
modos de acédo contra insetos (PROPHIRO et al., 2012).

Os Oleos essenciais atuam desorganizando as funcdes neurofisiologicas
do inseto, assumindo papel neurotdxico: tém como alvo os receptores do acido
y-aminobutirico (neurotransmissor GABA) (PRIESTLEY et al.,, 2003) e o
sistema octopaminérgico (ENAN, 2001, 2005), onde o horménio octopamina
possui um amplo espectro de papéis biolégicos em insetos, atuando como um
neurotransmissor, neuro-hormoénio e neuromodulador circulante (EVANS, 1980;
ORCHARD et al., 1981; ORCHARD, 1982; HOLLINGWORTH et al., 1984) e
inibem a acetilcolinesterase (LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010), que é
responsavel pela regulacdo da transmissdao do impulso nervoso através das
sinapses colinérgicas de células nervosas para células nervosas ou musculares
(SIEGFRIED; SCOTT, 1992).

E importante destacar que por serem uma soma de coOmpostos,
quaisquer efeitos dos 6leos essenciais devem ser um conjunto de efeitos de
todos os compostos e suas interagcbes (ZHI et al., 2018), no entanto, 2 ou 3
compostos podem representar até 85% da mistura total, ganhando mais

evidéncia, em comparacdo com os menores (MIGUEL, 2010).

2.5Plantas estudadas: Gaultheria procumbens, Juniperus communis,
Protium pallidum e Protium heptaphyllum

Gaultheria procumbens (L.) (Ericaceae), vulgarmente conhecida como
wintergreen, € um arbusto perene da familia Ericaceae nativa das partes
orientais da América do Norte. O Oleo desta espécie de planta tem um
agradavel sabor de “gaultéria”. Seu 6leo é usado para dar sabor a gomas de
mascar (chiclete de teaberry), doces, pasta de dente e enxaguantes bucais
(FACCIOLA, 1998).

Analises cromatograficas realizadas por Kiran e Prakash (2015) e Nikolic
et al. (2013) apontaram o salicilato de metila como composto majoritario no
O0leo de Wintergreen, sendo este responsavel por mais de 95% de sua

composicao.
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Sua aplicacdo como agente antimicrobiano, antileishmanial, antioxidante
e antidiabético tém sido bem explorados na literatura (SCHNITZLER;
NOLAN; LABBE, 1996; MCCUNE; JOHNS, 2002; NIKOLIC et al., 2013). O éleo
essencial de G. procumbens tem sido relatado por suas atividades inseticidas
em Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae) e Rhyzopertha dominica F.
(Coleoptera, Bostrichidae) (ISMAN, 2002; YAZDGERDIAN; AKHTAR; ISMAN,
2015; KIRAN; PRAKASH, 2015), porém ndo h& relatos de sua atividade
inseticida em S. zeamais, C. maculatus e Z. subfasciatus.

Juniperus communis (L.) (Cupressaceae), comumente chamado de
zimbro comum, é uma conifera dioica, agulhada e perene que cresce em uma
variedade de formas em é&reas frias do Hemisfério Norte, além de uma
populacdo isolada crescendo nas Montanhas Atlas da Africa, sendo esta a
conifera mais difundida que cresce no mundo hoje (MISSOURI BOTANICAL
GARDEM, 2019).

As bagas de cone de J. communis (conhecidas como Juniperi
pseudofrutos) sdo ricas em Oleos essenciais, com aroma caracteristico de
coniferas com sabor amargo, estes sdo utilizados desde a antiguidade na
medicina folcldrica para curar cistite digestiva, na terapia da artrite cronica e
outras indicacbes (MAJEWSKA et al., 2017).

A composicdo do 6leo essencial varia de acordo com a origem das
bagas, mas consiste principalmente em hidrocarbonetos monoterpenos (cerca
de 60% do 6leo essencial). O constituinte principal do 6leo essencial da baga
verde de J. communis de paises europeus € a-pineno, podendo variar de 35%
a 59% na composicdo (DAMJANOWIC et al., 2003; ANGIONI et al., 2003,
HOFERL et al., 2014; STOILOVA et al., 2014; BUTKIENE; NIVINSKIENE;
MOCKUTE, 2006; CHATZOPOULOU; KATSIOTIS, 1993; KOUKOS;
PAPADOPOULOU, 1997; HASHEMI; ROSTAEFAR, 2014).

Muitos constituintes presentes no 0leo essencial de zimbro sao
responsaveis por suas propriedades biologicas, a exemplo de agbes sobre
doencas em humanos. Bais et al. (2014) relataram algumas delas em uma
revisao: diurética, com propriedades anti-inflamatorias, atividade antifingica,
atividade analgésica, atividade hepatoprotetora, atividade antidiabética,
atividade anti-hiperlipidémica, atividade antimicrobiana, atividade antioxidante,

atividade anti-hipercolesterolémica, atividade antibacteriana, atividade
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antioxidante, atividade hipercolesterolémica, atividade anticataleptica e
atividade neuroproterora da doenca de Parkinson.

A atividade inseticida do 6leo essencial de frutos de J. communis subsp.
Hemisphaerica tem sido relatada em R. dominica e Tribolium castaneum
(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae), cujo efeito por fumigacdo em diferentes
tempos de exposicdo (HASHEMI; ROSTAEFAR, 2014), porém ndo ha relatos
de sua atividade inseticida em S. zeamais e Z. subfasciatus.

Protumé o género com cerca de 146 espécies, ocorrendo
predominantemente na Amazobnia Legal e apesar desse numero de espécies,
poucas foram estudadas sob o ponto de vista quimico (MELO et al., 2007).
Pertence a familia Burseraceae, difundida nas regifes tropicais e subtropicais,
inclui espécies de arvores caracterizadas por alto teor de resina nos troncos e
consiste em aproximadamente 750 espécies distribuidas em 19 géneros
(CORREIA, 1984; DALY et al., 2012).

Sabe-se que as espécies de Protium produzem metabolitos secundéarios
com diferentes tipos de terpenos com mais de 100 mono e sesquiterpenos
diferentes ja caracterizados (SIANI et al., 2004; SILVA et al., 2009; MARQUES
et al.,, 2010). Seu Oleo é utilizado na fabricacdo de produtos da industria
cosmética de perfumes, sabonetes e aromatizantes, e estes sao
comercializados em varios paises (FERRAZ; COSTA, 2004).

Segundo Revilla (2002) a espécie  Protium heptaphyllum (Aubl.)
Marchand (Burseraceae) € usada popularmente para indicacfes terapéuticas
em casos de dores de cabeca, esquistossomose, enfermidades venéreas,
contra ulcera gangrenosa, inflamacdes em geral, hérnia, além de ser sonifera e
antidiarreico. Essa ainda € usada como repelente de moscas, mosquitos e
“‘carapanas” (BANDEIRAS, 2003; REVILLA, 2002). O 6leo essencial
demonstrou ter efeito anti-alimentar sobre larvas de Spodoptera frugiperda J. E.
Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (lagarta-do-cartucho do milho) (SILVA et al.,
2002). Rodrigues (2018) avaliou a toxicidade do Oleo proveniente da resina de
P. heptaphyllum por contato e fumigacdo, além da repeléncia sobre C.
maculatus e obteve resultados satisfatorios, concluindo que sua utilizagdo
representa uma alternativa promissora no controle desta praga de gréaos

armazenados.
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Porém nao ha relatos do efeito inseticida das espécies P. heptaphyllum
sobre S. zeamais e Z. subfasciatus e nem dos seus efeitos subletais sobre C.
maculatus. O mesmo acontece para a espécie P. pallidum, para a qual até o
momento nao foram encontrados relatos de sua atividade inseticida em S.
zeamais, C. maculatus e Z. subfasciatus, sendo esta espécie pouco estudada

guando comparada com a P. heptaphyllum.
2.6Efeito de 6leos essenciais sobre sementes

Segundo Evert et al. (2014) alelopatia (do grego: allelon, de um outro +
pathos, sofrimento) é a inibicdo de uma espécie vegetal por substancias
produzidas por outra planta, como por exemplo, na germinacdo de outras
sementes ao redor delas, prevenindo o crescimento de competidores.

Oleos essenciais usados com finalidades inseticidas, fungicidas ou
herbicidas podem causar efeitos secundarios em sementes, pois estes tém
sido relatados como causadores de diminuicdo ou do aumento de vigor a
depender do estudo (DOMENE et al., 2016; HILLEN et al., 2012; ROSSI et al,,
2012; ALVES et al., 2014).

O efeito de Oleos essenciais sobre sementes pode ser benéfico, neutro
ou negativo, devem considerar varios fatores, como espécies das sementes,
seus lotes e 6leos essencial em questédo. O 6leo de Corymbia citriodora (Hook.)
K.D. Hill & L.A.S. Johnson (Myrtaceae) reduziu a germinacdo do lote
Bernadinho, mas nédo afetou o lote Avaré de sementes de milho (DOMENE et
al.,, 2016). Enquanto os Oleos de Cymbopogon martinii L. (Poaceae) e
Eremanthuse erythropappus (DC.) MacLeisch (Asteraceae) aprimoraram a
germinacao das sementes de milho expostas a fumigacdo com os volateis des-
ses Oleos, enquanto os volateis do 6leo Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae)
afetam negativamente (HILLEN et al., 2012). Os 6leos essenciais de Lavandula
hybrida Briq. (Lamiaceae), Citrus bergamia Risso (Rutaceae), Laurus nobilis L.
(Lauraceae) possuem efeitos inibitérios sobre a germinagcdo de sementes de
milho e trigo quando a dose na solugéo de tratamento era de 50% (ROSSI et
al., 2012).

O efeito dos 6leos essenciais sobre a germinacdo das sementes parece
ser dependente do Oleo essencial utilizado e da concentracdo empregada,

podendo este influenciar apenas em um ou mais caracteres avaliados, como
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percentual de germinacdo e comprimento de plantula (DOMENE et al., 2016).
Alves et al., (2004) ao estudarem o feito dos Oleos essenciais de canela
[Cinnamomum zeylanicum Blume (Lauraceae)], alecrim-pimenta [Lippia
sidoides Cham. (Verbenaceae)], capim-citronela [Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf (Poaceae)], alfavaca-cravo [Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae)] e
jaborandi [Policarpus microphyllus Stapf ex Holm. (Rutaceae)] sobre sementes
de alface observaram que o efeito depende da concentragdo, reduzindo,
inibindo ou estimulando crescimento de plantulas.

Deste modo, € de extrema relevancia estudar o efeito dos oOleos
essenciais sobre as pragas e sobre as sementes, uma vez que a toxicidade de
cada Oleo varia de acordo com a praga em estudo. Porém, a luz da literatura
ndo ha relatos sobre os efeitos de a-pineno e dos 0leos essenciais de G.
procumbens e J. communis sobre a germinagcédo de sementes de milho e feijao-

caupi.
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Capitulo 1: Oleos essenciais e a-pineno no manejo de Sitophilus zeamais
(Mots. 1855) (Coleoptera: Curculionidae) em condicdo de armazenamento

e seus efeitos sobre a germinagéo de sementes de milho.

RESUMO

Objetivou-se investigar a eficiéncia do uso de a-pineno, bem como dos 6leos
essenciais de Gaultheria procumbens, Juniperus communis, Protium
heptaphyllum e Protium pallidum no tratamento de sementes de milho (Zea
mays) em condi¢cdes de armazenamento, para o0 manejo de Sitophilus zeamais
bem como avaliar os possiveis efeitos sobre a germinacdo das sementes.
Foram realizados testes de toxicidade por contato, fumigacdo, repeléncia,
persisténcia e efeito residual na germinacdo. Os compostos majoritarios
encontrados foram: salicilato de metila (96%) para G. procumbens, a-pineno
(67%) e B-pineno (13%) para J. communis, limoneno (40,1%) e a-terpineol
(17,4%), para P. heptaphyllum e o-cimeno (31,17%), B-felandreno (25,9%) e a-
pineno (16,99%) para P. pallidum. No teste de contato a CLso foi 26,83 pL / 20
g para G. procumbens, 79,97 yL / 20 g para J. communis, 45,78 yL / 20 g para
P. heptaphyllum, 57,98 yL / 20 g para P. pallidum e 51,35uL / 20 g para a-
pineno. A toxicidade por fumigacdo dos produtos decresceu nesta ordem: G.
procumbens = P. heptaphyllum > a-pineno > J. communis > P. pallidum para
CLso. Todos os produtos testados sao repelentes. A persisténcia de G.
procumbens permaneceu por 71 dias, ja para J. communis diminuiu ao longo
dos dias do armazenamento. O composto a-pineno tem baixa persisténcia,
causando baixa mortalidade logo ap6s 5 dias da aplicacdo. O 6leo de J.
communis e 0 a-pineno nao afetam a germinagcdo e o vigor da semente de
milho. Todos os produtos testados sao potencias inseticidas a S. zeamais.

Palavras-chave: Inseticidas botanicos, fumigacdo, contato, repeléncia,
qualidade fisioldgica.
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ABSTRACT

The objective was to investigate the efficiency of the use of a-pinene, as well as
the essential oils of Gaultheria procumbens, Juniperus communis, Protium
heptaphyllum and Protium pallidum in the treatment of corn seeds (Zea mays)
under storage conditions, for the management of Sitophilus zeamais as well as
to evaluate the possible effects on the germination of the seeds.Contact toxicity,
fumigation, repellency, persistence and residual effect on germination were
performed. The major compounds found were: methyl salicylate (96%) for G.
procumbens, a-pinene (67%) and B-pinene (13%) for J. communis, limonene
(40.1%) and a-terpineol (17.4%), for P. heptaphyllum and o-cymene (31.17%),
B-phellandrene (25.9%) and a-pineno (16.99%) for P. pallidum. In the contact
test, the CLso was 26.83 pL / 20 g for G. procumbens, 79.97 yL / 20 g for J.
communis, 45.78 uL / 20 g for P. heptaphyllum, 57.98 yL / 20 g for P. pallidum
and 51.35 uL / 20 g for a-pineno. Fumigation toxicity of the products decreased
in this order: G. procumbens = P. heptaphyllum > a-pineno > J. communis > P.
pallidum for CLso. All tested products are repellent. The persistence of G.
procumbens remained for 71 days, while for J. communis decreased over the
days of storage. The a-pinene has low persistence, causing low mortality after 5
days of the application. J. communis oil and a-pinene compound do not affect
the germination and vigor of the corn seed.

Keywords: Botanical insecticides, fumigation, contact, repellency, physiological
quality.
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1 INTRODUCAO

Embora mais de 37 espécies de insetos tenham sido relatadas como
pragas associadas ao milho armazenado (SOUJANYA et al., 2016), o gorgulho
do milho [Sitophilus zeamais L. (Coleoptera: Curculionidae)] € o mais
importante na secagem, transporte e armazenamento nesta cultura na América
do Sul (OLIVEIRA et al., 2014) e na regido leste e sul da Africa (TEFERA et al.,
2013).

A batalha contra a infestacdo de alimentos armazenados geralmente
requer o uso de quimicos fumigantes, que tem consequéncias indesejaveis,
como efeitos deletérios sob o meio ambiente e a biodiversidade (MOSHI,
MATOJU, 2017). Além disso, muitos insetos, pragas de grdos armazenados,
desenvolveram resisténcia contra esses fumigantes (NAYAK et al.,, 2014).
Portanto, existe uma necessidade ativa em desenvolver técnicas seguras e
obter produtos que tenham potencialidade para substituir fumigantes quimicos
por produtos naturais (RAJKUMAR et al., 2019).

Provenientes do metabolismo secundarios das plantas, os O0leos
essenciais tém sido usados como inseticidas e foram elencados como uma
fonte promissora devido a sua disponibilidade mundial e custo-beneficio
satisfatorio (PAVELA, 2015; SMITH; BARKER; ZHU, 2006; WALTERS, 2011;
ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). Eles s&o constituidos principalmente por
monoterpenos e sesquiterpenos sintetizados no citoplasma e nos plastidios,
representando uma mistura complexa de compostos organicos, alguns dos
quais representam mais de 80% da composicdo dos 6leos, onde geralmente
estes caracterizam a sua atividade biolégica (CAMPOLO et al., 2018).

As espécies vegetais que produzem 6leos essenciais sdo chamadas de
plantas aromaticas e sdo distribuidas em todo o mundo (TENUTA, 2019;
PONTES et al., 2007; SVOBODA; GREENWAY, 2003; BRUNETON, 1999).
Oleos essenciais das espécies vegetais, Gaultheria procumbens L. (Ericaceae)
(KIRAN; PRAKASH, 2015; YAZDGERDIAN, AKHTAR; ISMAN, 2015),
Juniperus communis L. (Cupressaceae) (SHAFAIE et al., 2019) e do género
Protium (RODRIGUES, 2018), bem como o composto a-pineno (KIM; LEE,
2014; CHAUBEY, 2012; LEE et al., 2001), apresentaram toxicidade a pragas

gue atacam produtos armazenados.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022474X17304332#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022474X17304332#bib18
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Porém, a recomendacao do uso de Oleos essenciais e seus compostos
isoladamente para a protecdo de sementes armazenadas deve ser feita com
cautela, pois diversos trabalhos tém demonstrado que estes podem causar
efeitos fitotoxicos na germinacdo (DOMENE et al., 2016; RIBEIRO; LIMA,
2012).

Diante destas possibilidades, cabe incentivar a realizacdo de novas
pesquisas, para que cada vez mais produtos a base de plantas sejam
estudados tanto a sua toxicidade sobre os insetos-praga quanto a fitotoxicidade
sobre vegetais, sendo assim, enfatizada a exploracdo de forma consciente, sob
todos os aspectos. Portanto, objetivou-se investigar a toxicidade do composto
a-pineno e quatro Oleos essenciais [Gaultheria procumbens L. (Ericaceae),
Juniperus communis L. (Cupressaceae), Protium pallidum
Cuatrec. (Burseraceae) e Protium heptaphyllum (Aubl.) March. (Burseraceae)]
sob S. zeamais em condicbes de armazenamento e seus efeitos sobre a

germinacao das sementes de milho [Zea mays L. (Poaceae)].

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de toxicidade por contato, fumigacdo e repeléncia
foram desenvolvidos no Laboratério de Entomologia no Centro de Ciéncias
Agrérias - CCA da Universidade Federal do Piaui - UFPI e os testes de
germinacdo de sementes de milho foram realizados no Laboratério de
Sementes do Colégio Técnico de Teresina — CTT/UFPI, sob condicdes
controladas de temperatura e umidade relativa.

2.1 Eliminacao da infestacao e equilibrio da umidade das sementes

As sementes de milho utilizadas para a criagdo dos insetos e
experimentos, foram pré-selecionadas e secas, acondicionadas em sacos
plasticos e mantidos em freezer sob temperatura de —10°C, durante sete dias,
para a eliminacdo de eventuais infestacdes de insetos provenientes do campo.
Apoés a retirada, as sementes foram transferidas para frascos de vidro e
mantidas no laboratorio durante 10 dias com a finalidade de atingirem o
equilibrio higroscépico em temperatura de 27° + 2°C e umidade relativa de
60%.
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2.2  Criacao de Sitophilus zeamais

A criacao estoque mantida no Laboratério de Entomologia é multiplicada
por diversas geracdes em sementes de milho (BR-106) em recipiente de vidro
ou plasticos, com tampa perfurada para permitir as trocas gasosas. Os insetos
foram confinados por 20 dias nos recipientes com milho para efetuarem a
oviposicdo. ApoOs o confinamento os grdos eram peneirados e 0s insetos
descartados. Os recipientes eram mantidos em sala de criacdo com
temperatura controlada em aproximadamente 27° + 2°C e umidade relativa de
60 * 5%, até a emergéncia dos adultos. Tal procedimento foi repetido por
sucessivas geracdes até se findar a montagem dos experimentos, com
finalidade de garantir a quantidade de adultos necessaria para a realizacdo dos

testes.

2.3 Obtencao dos Oleos essenciais e a-pineno

O composto a-pineno com 98% de pureza foi adquirido da empresa
Sigma-Aldrich Brasil LTDA e os 6leos essenciais de Gaultheria procumbens L.
(Ericaceae) (Wintergreen) e Juniperus communis L. (Cupressaceae) (Zimbro)
ambos porveninetes de frutos, foram adquiridos da empresa FERQUIMA®
Indastria e Comércio LTDA; jA o 6leo essencial proveniente da resina de
Protium pallidum Cuatrec. (Burseraceae) (Breu branco) foi adquirido na
empresa Terra Flor Industria e Comércio de Aromaterapicos LTDA e Protium
heptaphyllum (Aubl.) March. (Burseraceae) (Almécega) obtido pelo processo de

hidrodestilacao da resina descrito a seguir:

A resina foi adquirida no comércio local de Teresina — PI, com centro de
origem na cidade de Timon-MA. O processo de extracdo do 6leo da resina de
P. heptaphyllum foi realizado no Laboratério de Quimica Orgéanica localizado no
Centro de Ciéncias da Natureza — CCN, pelo método de hidrodestilacdo em
aparelho do tipo Clevenger modificado (CRAVEIRO,1981; SILVA et al., 2019).
Em um baldo de fundo redondo, foram utilizados 500 g de resina triturada e 3
litros de 4gua destilada. O processo de extracdo ocorreu por cerca de 4 h, em
temperatura constante para a manutencao da ebulicdo. Decorrido esse tempo,
coletou-se o hidrolato, sendo este particionado em funil de separagéo para a
eliminacdo da fase aquosa e recuperacdo do 0leo essencial. Apos a extracao,

0 Oleo ficou mantido sob refrigeracdo em temperatura de -10 °C (Figura 1).
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Figura 1 Resina de Protium heptaphyllum (A); Aparelho tipo Clevenger em
processo de hidrodestilacéo (B).

2.4 Ildentificacdo dos compostos: Cromatografia Gasosa e Espectrometria de
Massas.

A identificacdo dos compostos foi realizada no Laboratorio de Ecologia
Quimica da Universidade Federal de Pernambuco, através de cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas em um sistema quadrupolo Agilent
5975C Series GC/EM (Agilent Tecnologies, Palo Alto, EUA), equipado com
uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0,25 mm d.i., 0,25 pym espessura
da pelicula). Uma solugdo de 1uL de concentracdo conhecida, contendo o
respectivo 6leo essencial diluido em hexano foi injetada em split 1:20, assim
como a solugdo da mistura de padrbes de hidrocarbonetos: C9-C34, sendo
esta solucdo hexanica composta por padrées comerciais da sigma-Aldrich®. A
temperatura do GC foi ajustada em 60 °C por 3 minutos, sendo entédo
aumentada em 2,5 °C min'! até alcancar 240 °C e mantida nessa temperatura
por 10 minutos. O fluxo do hélio foi mantido em pressdo constante de 100 Kpa.
A interface do EM foi definido em 200 °C e os espectros de massa registrados
em 70eV (em modo El) com uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan-s
de m/z 20-350.

A partir da obtencdo dos tempos de retencdo dos compostos na amostra
do 6leo essencial, no padrdo de hidrocarboneto e na combinacdo do déleo
essencial com a mistura deste padréo foi calculado o indice de retencdo para
cada composto do 6leo, segundo a equacédo de Van Den Dool e Kratz (1963).

Os compostos dos Oleos essenciais foram previamente identificados por
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similaridade dos valores dos indices de retencdo e posteriormente confirmados
por comparacao dos respectivos espectros de massa com aqueles disponiveis
na biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition
e com os descritos por Adams (2005). As areas dos picos nos cromatogramas
foram integradas e seus valores utilizados para determinar as proporcoes

relativas respectivas a cada composto.

2.5 Teste de toxicidade por contato

Foram utilizadas diferentes concentracbes obtidas em testes
preliminares para cada produto: 6leos essenciais de G. procumbens (4, 8, 10,
13, 20, 26, 35, 48, 55, 65, 90, 100 e 110 L / 20 g), J. communis (30, 40, 60,
70, 80, 100 e 110 pL / 20 g), P. pallidum (30, 50, 60 e 80 uL / 20 g) e P.
heptaphyllum (10, 20, 40, 50, 60, 70, 80, 100 e 110 uL / 20 g) e o composto
majoritario a-pineno (50, 60, 80 e 130 pL / 20 g). Cada unidade experimental foi
constituida de 20 g de milho BR-106, tratados com os produtos individualmente
e um controle (sem adicdo de produto). Esses produtos foram acondicionados
em recipientes plasticos de 100 mL com tampa perfurada para permitir as

frocas gasosas.

Os produtos foram impregnados nas sementes de milho por meio de
micropipetador automatico de volume varidvel (Figura 2). Em seguida, os
recipientes foram submetidos a agitacdo manual por 1 minuto, para distribuir
uniformemente os produtos nas sementes. Apds esse processo em cada
repeticdo foram adicionados 12 adultos ndo sexados de S. zeamais com 0-15
dias de idade. Para cada tratamento foram utilizadas cinco repeticdes. A
avaliacdo de mortalidade foi realizada 48 h ap6s a montagem do experimento,
sendo considerado morto 0 inseto que nao respondesse a estimulos

mecanicos.
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Figura 2 Esquema da impregnacdo dos 6leos nas sementes (teste de contato)
de milho com auxilio de micropipetador automatico.

2.6  Efeito repelente de 6leos essenciais e a-pineno sobre S. zeamais

Foram utilizadas as CLis, CLso e CLso calculadas nos testes de contato,
dos produtos, a fim de se observar o efeito repelente de cada produto nas
diferentes concentracdes. Os testes foram conduzidos em arenas formadas por
trés recipientes plasticos com volume de 100 mL cada (Figura 4). Estes foram
alinhados de modo equidistante e interligados por tubos plasticos cilindricos
com 0,6 cm de diametro e 10 cm de comprimento.

Num dos recipientes laterais foram colocados 20 g de milho BR-106,
sem o 6leo (controle) e na outra a mesma quantidade de milho impregnado
com a respectiva concentracédo de cada produto individualmente. No recipiente
central foram liberados 16 adultos ndo sexados de S. zeamais com 0-15 dias
de idade para cada repeticdo. As sementes que foram tratadas com o0s
produtos, passaram pelo mesmo processo de uniformizacdo que no teste de
toxicidade por contato. Utilizou-se para cada experimento dois tratamentos
(sementes tratadas e controle) e 10 repeticées. A quantificacdo do nimero de
insetos atraidos para cada recipiente foi realizada 24 h ap6s a montagem do

experimento.
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Figura 3 Arenas dos testes de repeléncia, compostas pela arena central onde
ocorre a liberacdo dos insetos e as arenas laterais, uma contendo sementes
tratadas e outra sementes nao-tradadas.

2.7 Testes de Toxicidade por Fumigacao

Foram utilizadas diferentes concentracdes para cada produto: 6leos
essenciais de G. procumbens (100, 200, 300, 500, 600, 700 e 800 yL / L de ar),
J. communis (200, 300, 400, 500, 600 e 700 uL / L de ar), P. pallidum (350,
400, 500, 600, 700, 900 e 1000 pL / L de ar) e P. heptaphyllum (200, 300, 400
e 500 yL / L) e o composto quimico a-pineno (350, 400, 450 e 700 pL / L).
Para avaliacédo do efeito fumigante dos produtos sobre adultos de S. zeamais,
foram utilizados recipientes plasticos transparentes de polipropileno com tampa
rosqueavel, com volume de 100 mL, onde foram colocados 20 individuos nao
sexados com 0-15 dias de idade para cada repeticdo. Os produtos foram
impregnados com auxilio de uma micropipeta automatica, em tiras de papel de
filtro de 5 x 2 cm, fixadas na superficie inferior da tampa dos recipientes. Para
evitar o contato direto dos insetos com os produtos, foi utilizado um tecido
poroso (voil), entre a tampa e o recipiente propriamente dito. Os recipientes
foram vedados com fita adesiva, visando evitar a saida dos vapores (Figura 3).
No teste de fumigagcédo, para cada tratamento foram utilizadas quatro
repeticdes. A avaliagdo de mortalidade no teste foi realizada 48h apds a
montagem do experimento, sendo considerado morto o inseto que n&o

respondesse a estimulos mecanicos.
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Figura 4 Camara fumigante. Na parte superior da camara estdo os papéis
filtros onde serdo aplicados os 6leos e as camaras finalizadas com detalhes da
vedacao.

2.8 Persisténcia do efeito inseticida de Oleos essenciais e a-pineno em
sementes de milho armazenado

Foram utilizadas as CLes de G. procumbens, J. communis e a-pineno
encontradas nos testes de toxicidade por contato, a fim de se observar por
quanto tempo o0s 6leos e 0 composto permanecem com suas propriedades
inseticidas inalteradas. Para o teste de persisténcia foram utilizados 500 g de
sementes de milho BR-106 para cada produto, sendo que 400 g destes foram
tratados individualmente em amostras de 100 g e homogeneizados conforme
descrito anteriormente no teste de contato, seguido de armazenamento em
saco transparente do tipo zipe lock, envolto por papel aluminio e armazenado
sob refrigeracdo a 10 C° até que se fosse montado o experimento. Os 100 g
nao tratados foram utilizados como testemunha. O experimento foi realizado
sob condi¢cdes controladas de temperatura 27 + 2°C e umidade relativa de
60%. As avaliacdes de persisténcia foram feitas nos tempos de 5, 38, 46, 56 e
71 dias ap0s as sementes serem tratadas. Chegado no tempo correspondente,
uma amostra de sementes de milho foi aberta e dividida em 5 repeticdes de 20
g de milho, acondicionadas em recipiente plastico de 100 mL com tampa
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perfurada acompanhada da adicdo de 12 adultos ndo sexados de S. zeamais,

com 0-15 dias de idade. Apos 7 dias o numero de mortos foi contabilizado.

2.9 Efeito residual de Oleos essenciais e a-pineno na germinacao de
sementes de milho armazenadas

Foram utilizadas as CLes de G. procumbens, J. communis e a-pineno
encontradas nos testes de toxicidade por contato para S. zeamais, respeitando
0S mesmos tempos de avaliacdes observados no teste de persisténcia, exceto
o tempo de 5 dias, a fim de observar se as concentracdes encontradas para
protecdo de sementes influenciavam na germinagdo destas. Os testes de
germinacao foram instalados utilizando quatro repeticdes de 50 sementes por
tratamento. As sementes foram semeadas sobre papel Germitest previamente
umedecido com agua destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes o seu
peso seco, 0s rolos confeccionados e acondicionados em sacos plasticos
foram mantidos em germinador tipo Mangelsdorf mod. luca-207A a temperatura
de 25 °C. As avaliacbes foram diarias, durante 7 dias, considerando a

percentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

As variaveis calculadas foram as seguintes:

Germinacéao total (G): calculada pela féormula G = (N / 200) x 100, em

gue: N = nimero de sementes germinadas ao final do teste. Unidade: %;

indice de velocidade de germinacao (IVG): calculado pela formula IVG
= (ni/ t), em que: ni = nUmero de sementes que germinaram no tempo i’; ti =
dias apOs instalacdo do teste; i = 1 — 7 dias. Unidade: adimensional
(MAGUIRE, 1962);

Tempo médio de germinacdo (TMG): calculado pela formula TMG =
(3niti) /> ni, em que: ni = numero de sementes germinadas por dia; ti = tempo
de incubacéo; Unidade: dias.

Velocidade média de germinacao (VMG): calculada pela formula VMG
= 1/t em que: t = tempo médio de germinagao. Unidade: dias.

Massa fresca e seca de plantula: Todas as plantulas normais,
provenientes do teste de germinacao, foram pesadas para obtengcdo do peso
meédio fresco. JA para obtencdo do peso seco, as plantulas foram
acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa termoelétrica de

circulacao forcada de ar a 80 + 2°C, por 48 h para secagem. As massas foram
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determinadas em balanca de precisdo 0,001 g, e os resultados foram

expressos em gramas por plantula avaliada (g / plantula).

2.10 Andlise estatistica e delineamento experimental

Em todos os testes o delineamento utlizado foi o inteiramente
casualizado.

Para o teste de contato, as concentragfes necessarias para matar 15,
30, 50 e 95% da populacdo (CLis, CLso, CLso e CLgs) dos 6leos e a-pineno
foram calculadas pelo PROC PROBIT. As razbes de toxicidade (RT) foram
obtidas individualmente para cada CL, através do quociente entre a CLis, CLa3o,
CLso e CLgs do produto que apresentou menor toxicidade (maior concentracao)
pelas CLis, CL3o, CLso € ClLos dos produtos restantes. Assim como descrito
anteriormente para contato, as mesmas avaliagbes foram feitas para
fumigacdo, porém apenas para ClLso e ClLos e suas respectivas razdes de
toxicidade.

J& para repeléncia, o numero de insetos atraidos para cada recipiente
foi comparado usando o Proc FREQ e interpretado pelo teste de Qui-quadrado
(P<0,05).

No teste de persisténcia o experimento foi executado em esquema
fatorial 4x5 (4 produtos e 5 tempos de armazenamento) com 5 repeticdes, onde
a testemunha, sem produtos, foi contabilizada para o fator produtos. Os
resultados de mortalidade (%) foram submetidos a ANOVA, pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Os dados de germinacéo total, IVG e massa seca foram analisados em
esquema fatorial 4x4 (4 produtos x 4 tempos de armazenamento) com 4
repeticbes, onde a testemunha, sem produto, foi contabilizada para o fator
produtos. Os resultados foram submetidos & ANOVA, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05) individualmente para cada variavel.

Enquanto as variaveis TMG, VMG e massa seca foram submetidos a
ANOVA, sendo considerados os 4 tratamentos (0leos, a-pineno e testemunha)
e as avaliacbes no tempo como medidas repetidas. De acordo com o0s
resultados da ANOVA, quando significativas para tratamento, as médias entre

tratamentos foram comparadas usando o teste de Tukey (P<0,05).
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Todas as analises foram realizadas utilizando o Programa Estatistico
SAS version 8.02 (SAS INSTITUTE, 2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificagdo dos compostos

As composicdes dos Oleos variaram entre si e 0s compostos majoritarios
foram identificados. O salicilato de metila (indice de retencéo calculado: 1202;
indice de retencdo na literatura: 1190) é um éster e foi o Unico composto
identificado para G. procumbens com 96%. No 6leo essencial de J. communis
foram encontrados um total de 33 compostos, em sua maioria monoterpenos
(91%) e sesquiterpenos (6,72%), 0s compostos a-pineno, B-pineno e limoneno
foram os mais abundantes com 67, 13 e 4%, respectivamente. Para o 6leo de
P. heptaphyllum foram quantificados 6 compostos, distribuidos entre
monoterpenos (82,72%) e monoterpenos oxigenados (2,93%), onde 0s mais
abundantes foram limoneno (66,30%), &-3-careno (11,22%) e a-terpineol
(2,93%), enquanto o 6leo de P. pallidum possui em sua composicao 88,76%
de monoterpenos, 5,49% de monoterpenos oxigenados e 1,51% de
sesquiterpenos, distribuidos em conjunto de 27 compostos, onde 0s mais
abundantes foram o o-cimeno (31,17%), B-felandreno (25,9%) e a-pineno
(16,99%) (Tabela 1).

O salicilato de metila tem sido reportado como composto majoritario do
6leo essencial de G. procumbens com porcentagem de 96,90 (NIKOLIC et al.,
2013) e 96,61% (KIRAN; PRAKASH, 2015), concordando assim com o
resultado encontrado em nossa pesquisa.

Qualquer alteracdo nas condigcdes ambientais, como temperatura, luz,
status de nutrientes ou disponibilidade de 4gua no verdo ou no inverno, pode
causar um desequilibrio metabdlico, o que pode afetar as vias biossintéticas
(GRANDA et al., 2014) e consequentemente afetar a composicdo do 6leo
essencial de uma mesma espécie proveniente de regides diferentes, como
observado para o 6leo de J. communis cujo principal composto observado
neste trabalho foi o monoterpeno, a-pineno, mas em quantidades diferenciadas

ao encontrado na literatura.
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O ¢6leo essencial de bagas de J. communis colhidas no Parque Nacional
de Abruzzo, Lazio e Molise (PNALM, Central Italia) possui 90 compostos
diferentes, onde o hidrocarboneto de monoterpeno mais abundante foi o-
pineno (13,43-32,34%) (FALASCA et al., 2016). O 6leo essencial de J.
communis var. saxatilis proveniente de material vegetal coletado na montanha
Stara Planina, Sérvia, possui o a-pineno (23,61%) como majoritario seguidos
dos demais compostos, &-cadineno (10,71%), sabineno (9,53%), a-muuroleno
(6,58%) e y-cadineno (5,87%) foram o0s compostos mais dominantes
(VASILIJEVIC et al., 2018).

As espécies do género Protium produzem metabdlitos secundarios com
diferentes tipos de terpenos, com mais de 100 mono e sesquiterpenos
diferentes caracterizados (SIANI et al., 2004; SILVA et al., 2009; MARQUES et
al., 2010). Oleos essenciais provenientes de espécies de um mesmo género
podem apresentar composicdes quimicas diferentes (COSTA et al.,, 2017)
como visto aqui nessa pesquisa, onde limoneno e o-cimeno foram os
compostos majoritarios para P. heptaphyllum e P. pallidum, respectivamente.

Geralmente, alguns monoterpenos, como limoneno, a-pineno, a-
felandreno, sabine, terpinoleno e p-cimeno fazem parte da composicao do 6leo
essencial de P. heptaphyllum (LIMA et al.,, 2016), todavia o composto
majoritario varia, sendo o terpinoleno, p-cimeno (MARQUESI et al., 2010; LIMA
et al., 2016; ALBINO et al., (2017) ou limoneno (MOBIN et al., 2016), ja para P.
pallidum o y-elemeno é o composto majoritario (ANJOS et al., 2018).

O surgimento ou desaparecimento de um composto no 6leo essencial
pode estar ligado diretamente a diversos fatores como alto e o baixo ponto de
ebulicdo, onde muitos compostos sao simplesmente ‘perdidos’ devido a
natureza do processo e de restricdes no tempo de destilacdo (TISSERAND;
YOUNG, 2014). Além disso, fatores enddgenos (caracteristicas anatbmicas e
fisiologicas das plantas e as vias biossintéticas dos volateis) e exégenos (luz,
precipitacdo, local de cultivo, solo e variagdo sazonal) podem ser os
responsaveis por tamanha variacdo dos compostos em O6leos essenciais
(BARRA, 2009), por isso, a composi¢do de um o6leo essencial pode variar

muito para espécies de um mesmo género, bem como, para espécies


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pinene
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sabinene
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idénticas oriundas de coletas em locais com caracteristicas edafoclimaticas

pertinentes.
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Tabela 1 Composicéo quimica de Oleos essenciais de Juniperus communis, Protium heptaphyllum e Protium pallidum.

N° do composto? Juniperus communis Protium heptaphyllum Protium pallidum

IRP IR® (%) IR¢ (%) IR¢ (%)
1 Tricyclene 921 918 0,06 - - - -
2 a-Thujene 924 925 0,34 - - 926 0,27
3 a-Pinene 932 930 67,03 931 1,45 932 16,99
4 Camphene 946 945 0,63 - - 946 0,57
5 Sabinene 972 - - 969 1,67 - -
6 B-Pinene 974 973 12,85 - - 975 2,83
7 Menthene<3-p-> 984 - - - - 983 0,29
8 Myrcene 988 990 3,95 - - 992 0,11
9 a-Phellandrene 1002 1002 0,18 1003 2,08 1004 5,63
10 d-3-Carene 1008 - - 1009 11,22 1010 0,43
11 a-Terpinene 1014 1015 0,13 - - 1016 2,45
12 o0-Cymene 1022 1023 0,81 - - 1025 31,17
13 Limonene 1024 1027 4,22 1027 66,30 - -
14  B- Phellandrene 1025 - - - - 1029 25,90
15 y-Terpinene 1054 1058 0,51 - - 1059 0,21
16 Terpinolene 1086 1087 0,58 - - 1088 0,91
17 a-Pinene oxide 1099 1096 0,08 - - - -
18 Menth-2-en-1-ol<cis-p> 1118 - - - - 1122 0,08
19 E-Pinocarveol 1135 1137 0,08 - - - -
20 Terpineol<cis-dihydro-a-> 1143 - - - - 1144 1,59




Tabela 1 Continuacao

59

N° do composto?

Juniperus communis

Protium heptaphyllum

Protium pallidum

IRP IR (%) IR (%) IR® (%)
21 Terpinen-4-ol 1174 1176 1,01 - - 1178 0,29
22 Cryptone 1183 - - - - 1186 0,66
23 a-Terpineol 1186 1190 0,43 1191 2,93 1191 2,25
24 Myrtenol 1194 1196 0,11 - - - -
25 Piperitone 1249 - - - - 1255 0,46
26 Linalool acetate <dihydro-> 1272 - - - - 1276 0,16
27 Isobornyl acetate 1283 1386 0,14 - - - -
28 a-Cubebene 1348 1350 0,28 - - 1351 0,20
29 a-Copaene 1374 1376 0,19 - - 1378 0,69
30 B-Elemene 1389 1392 0,20 - - - -
31 [B-Longipinene 1400 1405 1,25 - - - -
32 E-Caryophyllene 1417 1420 2,72 - - - -
33 a-Humulene 1452 1452 0,49 - - 1456 0,09
34  y-Muurolene 1478 1477 0,16 - - - -
35 Germacrene D 1480 1482 0,32 - - - -
36 y-Himachalene 1481 - - - - 1486 0,21
37 B-Selinene 1489 1487 0,06 - - - -
38 Valencene 1496 1496 0,14 - - - -
39 a-Muurolene 1500 1501 0,13 - - 1503 0,07
40 y-Cadinene 1513 1515 0,16 - - 1517 0,09
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Tabela 1 Continuacao

N° do composto? Juniperus communis Protium heptaphyllum Protium pallidum
IRP IR® (%) IR® (%) IR (%)
41  d-Cadinene 1522 1524 0,61 - - 1526 0,16
42  Germacrene B 1559 1558 0,17 - - - -
43  Caryophyllen oxide 1582 1584 0,32 - - - -
Monoterpeno 91,32 82,72 88,76
Monoterpeno Oxigenado 1,85 2,93 5,49
Sesquiterpeno 6,72 - 1,51
Sesquiterpeno Oxigenado 0,32 - -
Total 100 86,65 95,76

a Constituintes listados em ordem de elui¢cdo na coluna apolar DB-5, detector GC-FID;

bindices de retencéo de Kratz da literatura (Adams, 2009);

dindices de retencéo de Kratz calculados através dos tempos de retencdo em relacéo aos da série de n-alcanos (Cs-Cos);
% Porcentagem do composto no 6leo essencial
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3.2 Efeito da toxicidade por contato dos dOleos essenciais e a-pineno sobre
Sitophilus zeamais

A toxicidade dos Oleos e a-pineno foi determinada usando curvas de
concentracdo-mortalidade, onde verificou-se uma variacdo nas concentracdes
letais entre os produtos testados com CLis, CLso, CLso e CLes de 10,62; 16,79;
26,83 e 116,79 (UL / 20 g de sementes) para G. procumbens; 54,97; 66,15;
79,97 e 144,99 para J. communis; 31,01; 37,59; 45,78 e 84,96 para P.
heptaphyllum; 29,18; 40,96; 57,98 e 172,35 para P. pallidum e 41,60; 46,16;
51,35 e 71,74 para a-pineno (Tabela 2).

Compostos isolados e Oleos essenciais provenientes de plantas de
familias botéanicas iguais as aqui estudadas ja tem tido sua toxicidade reportada
a diversos insetos-praga. O Oleo essencial de G. procumbens foi capaz de
inibir a atividade enziméatica em coledpteros (Sitophilus oryzae L. e
Rhyzopertha dominica Fabr.) causando mortalidade dependente da
concentracdo (KIRAN; PRAKASH, 2015). O mesmo efeito foi visto quando
adultos de S. oryzae foram expostos ao 6leo de Gaultheria fragrantissima Wall.
(Ericaceae) (JAYAKUMAR et al., 2017). Ja o Oleo essencial de frutos de J.
communis subsp. hemisphaerica foi téxico contra R. dominica e Tribolium
castaneum Herbst.,, sendo um potencial agente de controle (HASHEMI;
ROSTAEFAR, 2014). Pesquisas anteriores demonstraram que o 6leo essencial
de P. heptaphyllum, rico em limoneno, foi toxico por contato a Callosobruchus
maculatus Fabr. (RODRIGUES, 2018). S. zeamais e T. castaneum (KIM; LEE,
2014), Lasioderma serricorne F. (CAO et al.,, 2019), tiveram mortalidade
reportada causada pelo monoterpeno hidrocarboneto presente em muitos 6leos
essenciais, 0 a-pineno. Sendo assim, os produtos aqui testados sdo fontes
promissoras de inseticidas de contato.

O modelo de Probit foi adequado para analisar os dados de
concentragcdo-mortalidade, com baixos valores de 2 e altos valores de P para
cada curva de concentracdo-mortalidade (y? <10,33 e P> 0,05). Houve uma
variagdo na inclinacdo dos produtos, sendo esta de 2,57 a 11,33, indicando
alguma heterogeneidade toxicoldgica entre os produtos testados, onde valores
mais elevados de inclinacdo da curva, indicam que pequenas variacoes na
concentracdo dos Oleos proporcionam grandes variacdbes na mortalidade
(Tabela 2).
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A mortalidade de insetos adultos pode ser atribuida a toxicidade do
contato do Gleo essencial ou ao efeito abrasivo na cuticula da praga (MATHUR;
SHANKER; RAM, 1985), o que também pode interferir no mecanismo
respiratério do inseto (KIM et al., 2013; SCHOONHOVEN, 1978; ANJANA;
SONE; GUPTA, 1988). Uma outra vertente esclarece que a toxicidade por
contato de 6leos essenciais ou compostos isolados pode variar, baseada na
susceptibilidade de diferentes espécies de insetos que atacam gréos
armazenados (CARDIET et al., 2012), bem como de onde a populagdo-alvo é
oriunda e se essa tem alta ou baixa resisténcia aos produtos (SANTOS et al.,
2019), justificando assim a variacdo toxicolégicas entres os produtos aqui
testados.

O Oleo de G. procumbens foi o mais toxico para S. zeamais
apresentando as maiores RTso de 2,98, quando comparados com oOleo de
menor toxicidade, J. communis (Tabela 2). No presente estudo, o 6leo
essencial de G. procumbens contém cerca de 96% de salicilato de metila .
Composto esse, que naturalmente € um volatil induzido por herbivoros em
planta com funcdes como atrair, repelir ou impedir organismos-alvo,
dependendo da concentracdo (KOSCHIER et al.,, 2007), portanto este
composto tem grandes chances de ser o causador de toxicidade de G.
procumbens em S. zeamais. O 0Oleo essencial de G. procumbens, contendo
principalmente salicilato de metila (96,61%) em concentracfes préximas as
estudadas aqui, causou alteracdes na atividade da superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) em S. oryzae e R. dominica , onde essa resposta foi
dependente da concentracdo (KIRAN; PRAKASH, 2015). Provavelmente, o
Oleo de G. procumbens tenha o0 mesmo mecanismo de acdo em S. zeamais,
afetando principalmente a atividade de enzimas que atuem em processos de

desintoxicacdo como é o caso da SOD e CAT em insetos.

O a-pineno mostrou maior inclinagdo (11,33+11,89) dentre os produtos
testados, evidenciando que pequenos incrementos nha concentracdo deste
garantem altas respostas de mortalidade. As menores concentragcdes letais
foram encontradas para o a-pineno (CLso: 46,16; CLso: 51,35 e CLos: 71,74 pL /
20 g), quando comparadas com as encontradas para o 6leo de J. communis
(CLso: 66,15; CLso: 79,97 e Clos: 144,99 pL / 20 g), evidenciando que este

monoterpeno possivelmente é o causador da mortalidade provocada pelo Oleo
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de J. communis sobre S. zeamais (Tabela 2). Geralmente, os monoterpenos
tém forte toxicidade por contato e fumigacdo em insetos, devido as suas
propriedades lipofilicas e de volatilidade (RICE; COATS, 1994).

Em estudos prévios, tanto Oleos essenciais com o-pineno em sua
composicdo, quanto esse composto isoladamente tem tido sua propriedade
inseticida revelada contra diversas pragas de interesse agricola. A toxicidade
tépica do a-pineno foi comprovada sobre S. zeamais e T. castaneum (KIM,;
LEE, 2014). O a-pineno e o oOleo essencial de Haplophyllum dauricum (L.)
G.Don (Rutaceae) com 12,24% de o-pineno e 42,37% de [-pineno
apresentam atividade inseticida por contato sobre T. castaneum e L. serricorne,
0 Oleo em questdo tem um potencial promissor como inseticida botanico
ecolégico (CAO et al.,, 2019). O d6leo essencial de Cupressus lusitanica Mill.
(Cupressaceae) com 24% de a-pineno em sua composicdo, mostrou toxicidade
via contato contra trés pragas de graos armazenados (T. castaneum,
Acanthoscelides obtectus Say e S. zeamais) (BETT et al., 2017). De um modo
geral, o efeito inseticida de Oleos essenciais € resultado da acao inibitoria da
acetilcolinesterase (AChE) causada especialmente por monoterpenos
(PRAVEENA; SANJAYAN, 2011; LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010). O
composto oa-pineno € um monoterpeno hidrocarboneto que ja teve a sua
essa mais forte quando comparada com alcoois e cetonas (SOUZA et al., 2012,
SAAD, ABOU-TALEB; ABDELGALEIL, 2018).



Tabela 2 Toxicidade por contato de éleos essenciais e a-pineno em adultos de Sitophilus zeamais.
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Tratamento N GL Inclinagdot EP CLis(IC)* RTis CLso(IC)* RT3 CLso(IC)* RTso CLos(Cl)* RTos x? p!
. 10,62 16,79 26,83 116,79
Gaultheria procumbens 780 11 2,57+0,15 (8,90-12,29) 5,10 (14,74 - 18,80) 3,93 (24,26 — 29,55) 2,98 (98,95 — 142,99) 1,47 5,09 0,92
. 31,01 37,59 45,78 84,96
Protium heptaphyllum 240 2 6,12+ 0.69 (26,39-34,62) 1,74 (33,48 — 40,92) 1,75 (42,21 — 49,14) 1,74 (75,76 - 100,61) 2,02 0,03 0,98
29,18
. . ' 40,96 57,98 172,35
Protium pallidum 540 7 3,47+0,31 (24,30-33,40) 1,85 (36,19 — 45,17) 1,61 (53,25 — 62,91) 1,37 (144,91 - 219,30) 7,51 0,37
54,97
. . ! 66,15 79,97 144,99
Juniperus communis 420 5 6,36+0,87 (43,94-62,37) - (57,09 — 73,29) - (72,08 — 89,52) (120,45 — 208,53) 1,18 10,33 0,06
a-pineno 240 2 11,33+1,89 41,60 1,30 46,16 1,43 51,35 1,55 7174 2,40 3,81 0,14

(35,57-45,26)

(41,16 — 49,18)

(47,91 — 53,89)

(66,66 — 81,94)

*uL / 20 g de sementes, N = nimero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade; EP = erro padrédo da média, IC = intervalo de confian¢a, RT = razédo
de toxicidade,y? = Qui-quadrado., 1 = Valor de probabilidade para o modelo de Probit (P>0,05).
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3.3 Efeito repelente de 6leos essenciais e a-pineno sobre Sitophilus zeamais

O numero de adultos de S. zeamais atraidos para sementes de milho
tratadas com Oleos essenciais de G. procumbens, J. communis, P.
heptaphyllum, P. pallidum e a-pineno foi significativamente menor (P<0,05),
guando comparados com as sementes nao tratadas, indicando que 0s mesmos
foram repelentes.

Todos os produtos exibiram atividade repelente independente da
concentracdo testada (Figura 5). Efeitos subletais de Oleos essenciais, a
exemplo de repeléncia, tém sido investigados para diversas pragas de graos
armazenados. Os Oleos essenciais de Zingiber officinale Roscoe
(Zingiberaceae) e Piper cubeba L. (Piperaceae) e dois terpenos naturais puros,
a-pineno e B-cariofileno possuem efeito de repeléncia sobre adultos de S.
oryzae em concentracdes subletais (CHAUBEY, 2012). A inibicdo da atividade
da enzima acetilcolinesterase (AchE) foi observada em adultos de S. oryzae
quando fumigados com concentracbes subletais de dleos essenciais de Z.
officinale e P. cubeba, a-pineno e B-cariofileno, sozinhos ou em combinacdes
binarias subletais (CHAUBEY, 2012). Esses 0leos essenciais e compostos
puros, assim como os aqui testados neste trabalho, provavelmente induzem
toxicidade ao inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase.

Concentragfes subletais podem ter variacdo de toxicidade dependente
da fase de desenvolvimento do inseto, associadas com o tipo de metodologia
de aplicacdo, seja contato, fumigacdo ou repeléncia, bem como pelo método de
extracdo do principio ativo (RAJABPOUR; MASHAHDI; GHORBANI, 2019).

Diversos 6leos essenciais sao promissores repelentes contra S.
zeamais. Oleos essenciais de Cymbopogon winterianus Jowitt (Poaceae),
Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae), Eucalyptus staigeriana F. Muell. ex
F.M. Bailey (Myrtaceae), Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae), Ocimum
basilicum L. (Lamiaceae), Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae), e Piper
hispidinervum C. DC. (Piperaceae), causaram repeléncia de 81,82; 79,62;
96,25; 77,07; 91,19; 90 e 49,37% em S. zeamais, respectivamente (ARAUJO et
al., 2019). Oleos essenciais extraidos de Lippia origanoides Herter
(Verbenaceae) e Eucalyptus citriodora Hook (Myrtaceae) também foram
repelentes a S. zeamais (NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2007).
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Figura 5 Numero médio de Sitophilus zeamais atraidos (n = 480) em graos de
milho tratados e ndo tratados com os 6leos de Glautheria procumbens,
Juniperus communis, Protium heptaphyllum, Protium pallidum e a-pineno.
*Significativo pelo teste Qui-quadrado (P<0,05).

Sendo a-pineno o0 composto majoritario do 6leo essencial de J.
communis, podemos concluir que este isolado possivelmente € o responsavel
pela atividade repelente observada em J. communis. Assim como Visto nos
Oleos, a-pineno é repelente, podendo este efeito repelente ser considerado

subletal.
Oleos essenciais contendo a-pineno em quantidades consideraveis séo
vistos como fontes promissoras de repelentes a pragas de produtos

armazenados. Atividade repelente do 6leo essencial de Pistacia lentiscus L.
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(Anacardiaceae), cujo 0 a-pineno € o composto majoritario, foi comprovada
para diversas pragas de grdos armazenados, quando calculada RDso
(Concentracdo repelente que repele 50% dos insetos expostos) de 0,010,
0,037 e 0,025 pL cm™ para S. zeamais, R. dominica e Tribolium confusum J.
du Val respectivamente, ja oa-pineno necessitou de 0,262, 0,706 e 0,225
um cm~? (BOUGHERRA et al., 2015).

A investigacdo de concentracbes de baixa letalidade, tanto de Oleos
essenciais quanto de compostos isolados que apresente efeito repelente, nos
mostra uma possibilidade bem-aventurada do uso de concentragdes efetivas
contra S. zeamais, O composto o-pineno e todos os o6leos aqui testados

apresentam efeito repelente subletal em S. zeamais.

3.4 Efeito da toxicidade por fumigacdo dos déleos essenciais e a-pineno sobre
Sitophilus zeamais

Os dleos apresentaram a seguinte ordem de toxicidade por fumigacao:
G. procumbens = P. heptaphyllum > a-pineno > J. communis > P. pallidum para
CLso (Tabela 3). O 6leo essencial de G. procumbens apresentou maiores razdes
de toxicidade RT3so;50, quando comparado com o 6leo de menor toxicidade, P.
pallidum. Apesar do 6leo essencial de G. procumbens apresentar menores
CLso;50 (172,3 e 231,65), ndo podemos indica-lo como mais toxico por conta da
sobreposicao do intervalo de confianga com o 6leo de P. heptaphyllum (Tabela
3).

O método de controle mais explorado em busca de inseticidas botanicos
€ a fumigacdo, pois o produto comercial mais utilizado, a fosfina, € aplicado
deste modo. Diversas pesquisas tém elencado 6leos essenciais e seus
compostos como promissores fumigantes sobre espécies do género Sitophilus.
Tanto o 6leo de G. procumbens (CLso de 58,62 e CLoo de 89,79 uL /L), quanto
seu majoritario salicato de metila (CLso de 63,49 e CLgo de 110,82 pL / L),
apresentam atividades inseticidas por fumigacdo sobre S. oryzae. Sendo
ambos candidatos adequados para a formulagéo de inseticidas contra insetos-
praga de graos armazenados (KIRAN; PRAKASH, 2015). Entretanto, o 6leo
essencial de G. procumbens proveniente da Ecosafe Natural Products Inc.
(Canadd) apresentou uma baixa CLso sobre S. oryzae por fumigacgéo (6,78 uL/L
de ar) (YAZDGERDIAN, AKHTAR; ISMAN, 2015). Em nossos resultados, maior
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CLso foi necessaria (231,65 yL / L) quando comparados com os trabalhos
anteriormente citados. A variacdo toxicologica do Oleo de G. procumbens
usado no manejo de pragas do género Sitophilus, parece estar relacionada a
diferentes niveis de susceptibilidade dos insetos em questao.

O odleo essencial de P. heptaphyllum é rico em limoneno e tem na sua
composi¢cdo outros compostos como a-terpineol, a-pineno e p-cimeno, que
também foram identificados no 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Chell.
(Myrtaceae). O 0Oleo essencial de M. alternifolia teve a sua atividade fumigante
proporcional ao aumento da concentracdo utilizada, onde a maior concentracao
de 11,97 mg / L de ar causou mortalidade de 82,22; 85,56 e 92,04% em S.
zeamais apoOs 24, 48 e 72h de tratamento com O6leo, respectivamente. Ainda
nesse trabalho, os valores correspondentes da concentracdo letal mediana
(CLso) foram 8,42; 7,70 e 6,78 mg / L de ar. O oOleo de M. alternifolia inibiu
significativamente importantes enzimas como acetilcolinesterase (AChE),
glutationa S-transferase (GST) e carboxilesterase (CarE) (LIAO et al., 2016). O
Oleo de P. heptaphyllum e o composto limoneno foram téxicos a C. maculatus
por fumigacdo (RODRIGUES, 2018). Compostos como a-terpineol, a-pineno,
limoneno e p-cimeno podem ser possiveis fatores de mortalidade do 6leo
essencial de P. heptaphyllum, j& que sdo capazes de interferir em importantes
grupos de enzimas que estdo ligadas diretamente ao mecanismo inseticida dos

produtos aqui testados.

O a-pineno mostrou maior inclinagéo (10,25 + 1,38), evidenciando que
pequenos incrementos na concentragdo garantem altas respostas de
mortalidade, porém os demais produtos mostraram uma leve variacdo na
inclinacdo de 4,05 a 6,24, indicando diferenca toxicolégica entre os produtos
testados (Tabela 3). O composto a-pineno (67,03%) € o principal em J.
communis (Tabelal). Quando testado individualmente, causou maior efeito
fumigante em S. zeamais, portanto apresenta menor concentracao letal em
relacdo a mistura de compostos no o6leo essencial de J. communis, logo a-
pineno é o responsavel pela mortalidade causada por J. communis (Tabela 3).

A atividade inseticida de a-pineno aumentou proporcional ao aumento da

concentracdo e dos tempos de exposi¢cdo sobre S. zeamais, causando 6,06;
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17,17 e 49,49% de mortalidade na concentracédo 30 pl / L apos 48, 72 e 96h,
respectivamente (YILDIRIM; EMSEN; KORDALI, 2013).



Tabela 3 Toxicidade por fumigagao de 6leos essenciais e a-pineno em adultos de Sitophilus zeamais.
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Tratamento N GL Inclinacdoz EP CLso(IC)* RTso CLos (Ch)* RTos 22 pt

Eiﬂﬁ?féﬁ‘ns 560 5 4,050,28 (219,5?3? 1—’2552,45) 2,63 (525,;5;3 9—’%577,40) 195 795 015
E(;%ttigpr)?lyllum 320 2 024:0.98 (1886735323 218 (20307168 223 B3 007
Protium pallidum 560 5 5,98+0,43 (583,5211_’%%’70) : 10 431_52297) - 900 0,10
Communis s weasa-52603 2 (92030-1208) 107 359 046
a-pineno 320 2 10,25+1,38 407,19 1,50 589,74 195 1,70 042

(392,18 — 422,97)

(541,79 — 679,26)

*uL / L de ar; GL: grau de liberdade, N = nimero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade, EP = erro padrdo da média, IC = intervalo de confianca,
RT = raz&o de toxicidade, y?= Qui-quadrado e 1= Valor de probabilidade para o modelo de Probit (P>0,05).
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3.5 Avaliagao da persisténcia de 0leos essenciais e a-pineno em sementes de
milho armazenadas

Houve interacdo significativa entre os fatores (tempos de
armazenamento e tratamentos) (P<0,05). O 6leo de G. procumbens foi 0 mais
persistente, causando 100% de mortalidade, independentemente do periodo de
armazenamento, apontando assim, que o efeito inseticida pode durar até 71
dias se o armazenamento ocorrer nas mesmas condi¢cdes prevista na
metodologia posposta (Tabela 4). Entretanto, o 6leo de J. communis causou
100% de mortalidade somente até o quinto dia de armazenamento. A partir do
38° dia o efeito inseticida decresceu, chegando a causar cerca de 30% de
mortalidade aos 71 dias no inseto-alvo, mostrando que o efeito residual diminui
com o passar do tempo. O composto, a-pineno, foi o que menos causou
mortalidade, mesmo no primeiro tempo de avaliacdo (5 dias), logo esse
apresenta baixa persisténcia (Tabela 4).

Tabela 4 Toxicidade percentual de O6leos essenciais e a-pineno sobre
Sitophilus zeamais apds diferentes periodos de armazenamento das sementes
tratadas.

Tratamento ul_g/120
5 38 46 56 71

Testemunha 0,0 0,0 cA 0,0dA 0,0dA 0,0 cA 0,0dA
Gaultheria

116,79 100,0 aA 98,3 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
procumbens
Juniperus 144,99 100,0aA 650bB 63,3bB 46,6 bC 30,0 bD
communis

a-pineno 71,74 16,6 bB 150cB 416cA 38,3bA 16,6 cB
1-Concentragfes; Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente na coluna
(mindscula) e na linha (maidscula) pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A persisténcia de um determinado 6leo essencial ou composto isolado,
esta diretamente ligada as propriedades fisico-quimicos inerentes de cada um.
Geralmente, os Oleos essenciais tém baixa persisténcia, porém diversas
pesquisas tém identificado controvérsias para esta caracteristica. Os 6leos
essenciais de Clausena anisata (Willd.) Hook. f. ex Benth (Rutaceae) e
Plectranthus glandulosus Hook. f. (Lamiaceae) causaram mortalidade de 100%
em S. zeamais até o quarto dia apds a exposicao via fumigagéo, porém essa
estabilidade foi perdida e decresceu significativamente até o vigésimo dia
(GOUDOUM et al.,, 2013). O ¢6leo essencial de Croton pulegiodorus Baill
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(Euphorbiaceae), apresentou efeito residual nas concentracdes letais (CLso €
CLg0) encontradas para cada populacdo de S. zeamais, uma vez que afetou a
emergéncia desse inseto, mesmo apods 60 dias de armazenamento de gréos de
milho tratados (SANTOS et al., 2019). O efeito residual de 6leos essenciais de
Piper hispidinervum, Melaleuca leucadendron L. (Myrtaceae), Eugenia uniflora
L. (Myrtaceae), Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) e Piper
marginatum Jacq. (Piperaceae) e o0 composto eugenol, também foram
avaliados através da simulacdo de diferentes tempos de armazenamento (O,
30, 60, 90 e 120 dias) e observaram que esses causavam mortalidade 93 a
100% a S. zeamais no periodo inicial, porém a partir dos 30 dias, as
mortalidades decresceram, com excecado de P. marginatum (92,2% aos 90
dias), que alcangou 53,1% de mortalidade aos 120 dias de armazenamento,
sendo esse o0 mais persistente (COITINHO et al., 2010). Sendo basicamente
composto por um éster (Salicilato de metila) o 6leo de G. procumbens persistiu
mais devido a sua composicdo ser diferente das que normalmente sdo
encontradas nos 6leos essenciais.

G. procumbens persistiu melhor devido a sua composicéo ser diferente
dos Oleos normalmente encontrados, entretanto diversos Oleos essenciais
possuem elevada volatilidade, sendo essa uma das principais caracteristicas
desses compostos. A atividade inseticida de J. communis diminuiu
rapidamente, porque seus compostos sdo moléculas vegetais pertencentes a
grupos de monoterpenos, sesquiterpenos, que sao Vvolateis por sua
fotolabilidade (REGNAULT-ROGER; PHILOGENE; VINCENT, 2002). Além
disso, a deterioracdo rapida de hidrocarbonetos monoterpenos, como o
sabineno, 1,8 cineol e a-pineno, assim como 0s compostos alcoodlicos, sao
devidos a uma alta velocidade de oxidacao desses 0Oleos essenciais (KIM et al.,
2003; KIM; KIM, AHN, 2003), justificando a baixa persisténcia do a-pineno nos

Nnossos resultados.

3.6 Avaliacao do efeito de Oleos essenciais e a-pineno sobre a germinacao da
semente de milho

Houve interacdo significativa entre os fatores (tempos de

armazenamento e tratamentos) (P<0,05). O 6leo de G. procumbens diminuiu o

percentual de germinacgéo, (P<0,05) atrasou a velocidade da germinacao das
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sementes de milho (P<0,05), diminuiu o peso da massa fresca (P<0,05)
quando comparados com o tratamento controle, indicando perda de viabilidade
e vigor. Apesar das diferencas de significAncia, o Oleo essencial de J.
communis e 0 composto a-pineno néo interferiram na viabilidade das sementes
de milho e nem no vigor, ja que o percentual de germinacdo permaneceu acima
de 85% e o indice de velocidade de germinacao, bem como, o peso da massa
fresca ndo foram afetados quando comparados com a testemunha (P>0,05),
(Tabela 5).

Tabela 5 Percentual de germinacéo, indice de velocidade de germinacao e
peso de massa fresca do milho submetido a diferentes tratamentos apos
diferentes periodos de armazenamento das sementes tratadas.

---Periodo de armazenamento (Dias)---

Varidvel Tratamento
38 46 56 71
%G! Testemunha 99 aA 99 aA 99 aA 99 aA
Gaultheria 44bC  90bA  80bB 75 bB
procumbens
Juniperus 92aAB  85bB 91 aAB 97 aA
communis
a-pineno 99 aA 99 aA 96 aA 99 aA
IVG? Testemunha 16,47 aA 16,47 abA 16,47 aA 16,47 aA
Gaultheria 7,25 bC 14,97 bcA 13,28bB 12,47 bB
procumbens
Juniperus 15,3 aAB 140cB 15,1 aAB 16,1 aA
communis
a-pineno 16,58 aA 16,56 aA 16,0 aA 16,52 aA
MF3 Testemunha 1,04 aA 1,04 bA 1,04 aA 1,04 aA
Gaultheria 0,87 bB 1,05abA 0,89 bB 0,90 bB
procumbens
Juniperus 1,09aAB 1,10abA 1,01aB 1,03 aAB
communis
a-pineno 1,10 aA 1,13 aA 1,01 aB 1,09 aAB

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente na coluna (mindscula) e na
linha (mailscula) pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para cada variavel
analisada isoladamente; 1: Germinacdo (%); 2: indice de velocidade de emergéncia; Massa
fresca em g / plantula.

O d6leo de G. procumbens utilizados no presente experimento € rico em
salicilato de metila e contrario resultados obtidos, esse composto tem sido
usado para melhorar a germinacdo das sementes de arroz e o crescimento das
mudas. Anteriormente, diversas variedades de sementes de arroz tratadas com
salicilato de metila apresentaram maiores valores de emergéncia, massa fresca
€ massa seca em comparagao com o controle na maior concentragdo 100 mg/L
de salicilato de metila (KALAIVANI; KALAISELVI; SENTHIL-NATHAN, 2016).
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Porém, outro fato importante € que o salicilato de metila pode ser convertido
em acido salicilico pela acdo enzimatica carboxil metiltransferase, e o papel do
acido salicilico na germinacdo das sementes tem sido controverso, pois ha
relatos conflitantes sugerindo que ele pode inibir a germinagcdo ou aumentar o
vigor da semente (VICENTE; PLASENCIA, 2011). Por exemplo, a germinacao
do milho foi completamente inibida por concentracdes de acido salicilico
variando de 3 mM a 5 mM (GUAN; SCANDALIOS, 1995) e esse possivel
efeito esté diretamente ligado ao estresse oxidativo pelo aumento dos niveis de
peréxido de hidrogénio causado pelo acido salicilico, bem como pelo aumento
das atividade enzimatica de Cu, Zn-superoéxido dismutase e inativacdo peréxido
de hidrogénio por enzimas degradantes, catalase e ascorbato peroxidase (RAO
et al., 1997). Curiosamente, quando baixas concentracbes sao aplicadas
exogenamente, o acido salicilico melhora significativamente a germinacédo de
sementes de Arabidopsis e 0 estabelecimento de plantulas sob diferentes
condicdes de estresse abiotico (RAJJOU et al., 2006; ALONSO-RAMIREZ et
al., 2009). Possivelmente, a alta concentracdo de salicilato de metila presente
no 6leo de G. procumbens e a possibilidade de conversdo em acido salicilico,
podem ser responsaveis pela perda da qualidade das sementes de milho.

O tempo médio de germinacao e a velocidade média de germinacéo das
sementes de milho ndo foram afetados quando as sementes foram submetidas
a diferentes periodos de exposicédo de 6leos de G. procumbens e J. communis
e ao composto a-pineno (P>0,05) (Tabela 6). Embora, a massa seca das
sementes de milho ndo tenha sido afetada apds 38 dias da exposicao aos
produtos (P>0,05), os demais tempos de exposi¢cdes 46, 56 e 71 dias afetaram
0 peso de massa seca das plantulas de milho. Porém para G. procumbens nos
tempos 46, 56 e 71, bem como J. communis no tempo 71 ndo diferiram da
testemunha (P>0,05) (Tabela 6).

A variagao de fitotoxicidade de J. communis para massa seca néo foi
linear. Os monoterpenos, 0s principais constituintes dos Oleos essenciais,
constituem um grupo de compostos com uma gama diversificada de diferentes
grupos funcionais, bem como isbmeros Opticos de compostos especificos.
Esses isdmeros podem exibir propriedades diferenciais, inibindo ou nédo a

germinacao (ARECO et al., 2014). Possivelmente, a variacdo observada esta
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diretamente ligada a fatores como a composicdo do 06leo, concentracdo e
tempo de exposicao.

Tabela 6 Tempo médio de germinacgdo, velocidade média de germinacgéo e
peso da massa seca do milho submetido a diferentes tratamentos em tempos
de armazenamento.

---Periodo de armazenamento (Dias)----

Variavel Tratamento
38 46 56 71
TMG?
Testemunha 3,008 3,005NS) 3,005 3,005NS)
Gaultheria procumbens 3,06 3,005 3,042 3,034
Juniperus communis 3,00 3,042 3,005 3,010
a-pineno 3,00 3,005 3,000 3,015
CcVv 1,44 0,88 0,90 0,79
VGM?
Testemunha 0,332(NS)  0,332(NS)  0,332(NS) (0,332(NS)
Gaultheria procumbens 0,326 0,332 0,328 0,329
Juniperus communis 0,332 0,328 0,332 0,332
a-pineno 0,333 0,332 0,333 0,331
CVv 1,38 0,87 0,88 0,78
MS3 Testemunha 0,270N8) 0,270 a 0,270a 0,270 ab

Gaultheria procumbens 0,273 0,267 ab 0,254 ab 0,285 a
Juniperus communis 0,262 0,253 b 0,251 b 0,274 ab
a-pineno 0,253 0,253 b 0,249 b 0,268 b

CVv 3,98 2,93 2,95 2,75

NS: néo significativo. Medias seguidas por letras desiguais na coluna diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05). 1: Tempo médio de germinacdo: em dias; 2: Velocidade
média de germinagédo; 3: Massa seca: em g / plantula.

O uso de Oleos essenciais no tratamento de sementes, seja para a
protecdo de fungos ou de insetos-praga, pode causar efeitos deletérios na
germinacao por razdo do efeito fitotoxico que esses causam, porém existem
excecOes. Os Oleos essenciais de E. citriodora e Eucalyptus camaldulensis
Dehnh, quando testados para avaliagdo de atividades antifungicas,
individualmente ou em misturas binarias ndo afetaram a germinacao (>85%) de
sementes de milho proveniente do lote Avaré, porém o 6leo essencial de E.
citriodora foi prejudicial ao lote Bernardinho por apresentar percentual de
germinacdo de 72%, impedindo a utilizacdo desse para o tratamento de
semente, segundo o0 padrdo normatizado (de 85%) pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (DOMENE et al., 2016). Oleos
essenciais de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) (Myrtaceae) e de vatica

(Vatica diospyroides Symington) (Dipterocarpaceae) tiveram suas atividades
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antifangicas e alelopéatica investigadas ap0s serem usados para proteger
sementes de milho armazenado, e concluiram que a atividade alelopatica é
dependente da concentragdo na germinagéo do milho, comprimento do caule e
comprimento da raiz, sendo o 6leo de vatica mais fitotoxico do que o 6leo de
cravo (BOUKAEW et al., 2017). Com excecéo do 6leo de G. procumbens, os
dados de percentual médio de germinacdo nos dizem que nem o0s demais
produtos e nem os tempos de armazenamento sado capazes de interferir na
viabilidade das sementes de milho, podendo estes serem usados no manejo de
S. zeamais, sem que haja efeitos indesejaveis.

Alguns Oleos podem ndo afetar o percentual de germinacdo, porém
podem afetar outras variaveis como tempo médio de germinacdo, velocidade
de germinacdo e peso da massa de plantulas, dentre outras variaveis que
podem sinalizar a perda de vigor de lotes de sementes. Sementes de milho
tratadas com Oleos essenciais das espécies Croton heliotropiifolius Kunth.
(Euphorbiaceae), C. pulegiodorus e Ocimum basilicum nao tiveram o seu
percentual de germinacdo afetado, porém IVE (indice de velocidade de
emergéncia) e CVE (Coeficiente de velocidade de emergéncia) obtida para
apos tratamento com o 6leo de O. basilicum diferiu dos demais tratamentos
para mais (MAGALHAES et al., 2014). Dados esses, corroboram aos

observados no presente trabalho.

O Oleo essencial de J. communis que tem o monoterpeno a-pineno
como componente majoritario, bem como esse composto testado, no presente
trabalho ndo afetou o percentual de germinacao, IVG, peso de massa fresca,
TMG e VMG. Resultados parecidos foram encontrados quando sementes de
milho foram tratadas com estereoisbmeros de a-pineno sem que houvesse
alteracdo no vigor das sementes baseado na velocidade de germinacéo
guando comparado ao controle (ARECO, et al., 2014). A néo interferéncia em
varidveis como o percentual de germinacao, IVG, peso de massa fresca, TMG
e VMG é a devido baixa persistencia do 6leo J. communis e do monoterpeno a-
pineno, bem como sua maior volatilidade, quando comparado ao 6leo de G.

procumbens.
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Resumidamente, o 6leo de J. communis, exceto no tempo 46 e o
composto a-pineno nao afetam a viabilidade e o vigor de sementes de milho,
porém o Oleo de G. procumbens foi fitotoxico a germinagéo do milho.

Conclusivamente, todos os Oleos apresentaram efeito letal e subletal
sobre S. zeamais via contato, e 0 composto a-pineno presente no 6leo
essencial de J. communis possivelmente € o causador de mortalidade nesse
6leo, pois apresentou CLso, CLso e CLes com concentracdes menores do que as
determinadas para o 6leo. Todos os produtos aqui testados sdo potenciais
inseticidas fumigantes e podem ser usados no manejo de S. zeamais em
condicBes de armazenamento. A persisténcia da atividade inseticida dos 6leos
essenciais, em especial G. procumbens e de a-pineno sdo importantes para o
controle de S. zeamais em milho armazenado, uma vez que essas informacodes
contribuem para a determinacdo do intervalo minimo necessario para
recomendar a aplicacdo deste inseticida natural. O 6leo de J. communis e 0
composto a-pineno quando usado em concentracdo letal para manejo de S.

zeamais nao influenciam na germinacao e no vigor de sementes de milho.
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4 CONCLUSOES

Os Oleos de G. procumbens, J. communis, P. heptaphyllum e P. pallidum,
assim como o composto a-pineno, Sao toxicos a S. zeamais por contato e
fumigacéo.

Os o6leos de G. procumbens, J. communis, P. heptaphyllum e P. pallidum e a-

pineno possuem efeito subletal de repeléncia sobre S. zeamais.

O tratamento de sementes a base de Oleo essencial de J. communis e o
composto a-pineno ndo afetam o percentual de germinacdo, o indice de
velocidade de germinacdo e o peso da massa fresca de plantulas, exceto no
tempo 46.

Sementes de milho tratadas com 6leo de G. procumbens tém a germinacéo
afetada, a velocidade de germinacao atrasada e o peso da massa fresca de
plantulas diminuida;

Os dleos de G. procumbens, J. communis e 0 composto a-pineno nao afetam

tempo médio de germinacao, e nem a velocidade média de germinacao.



79

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas chromatography
guadrupole mass spectroscopy. Journal of the American Society for Mass
Spectrometry, v. 16, p. 1902-1903, 2005.

ALBINO, R. C.; OLIVEIRA, P. C; PROSDOCIMI, F; SILVA, O. F; BIZZO, H. R;
GAMA, P. E; SAKURAGUI, C. M; FURTADO, C; OLIVEIRA, D. R Oxidation of
monoterpenes in Protium heptaphyllum oleoresins. Phytochemistry, v. 136, p. 141-
146, 2017.

ALONSO-RAMIREZ, T. H. E; RODRIGUEZ, D; KINGS, D; JIMENEZ, A. N. D;
NICHOLAS, G; LOPEZ-CLIMENT, M; GOMEZ-CADENAS, T. H. E; NICHOLAS, C.
Evidence for a role of gibberellins in salicylic acid-modulated early plant responses to
abiotic stress in Arabidopsis seeds. Plant Physiology, v. 150, n. 3, p. 1335-1344,
20009.

ANJANA, A; SONE, L. A.; GUPTA, K. C. Natural products as protectants of pulse
beetles. Bulletin of Grain Technology, v. 26, p. 154-164, 1988.

ANJOS, T. O; SILVA, S. H. C. N; PEREIRA, S. F. M; SOUSA, E. M; MORAES, A. A.
B; NASCIMENTO, L. D; CASCAES, M. M; PINHEIRO, R. O; ANDRADE, E. H. A.
avaliacao do rendimento e composicao quimica do 6leo essencial de Protium
pallidum cuatrec. (Burseraceae) por hidrodestilacédo e arraste a vapor. 58°
CONGRESSO BRASILEIRO DE QUIMICA, ISBN 978-85-85905-23-1, 2018,
disponivel em http://www.abq.org.br/cbg/2018/trabalhos/7/2050-26916.html
acessado em 18/01/2020, as 21:13.

ARECO, V. A; FIGUEROA, S; COSA, M. T; DAMBOLENA, J. S; ZYGADLO, J. A;
ZUNINO, M. P. Effect of pinene isomers on germination and growth of
maize. Biochemical systematics and ecology, v. 55, p. 27-33, 2014.

BARRA, A. Factors affecting chemical variability of essential oils: a review of recent
developments. Natural product communications, v. 4, n. 8, p.
1934578X0900400827, 2009.

BETT, P. K; DENG, A. L; OGENDO, J. O; KARIUKI, S. T; KAMATENESI-MUGISHA,
M; MIHALE, J. M; TORTO, B. Residual contact toxicity and repellence of Cupressus
lusitanica Miller and Eucalyptus saligna Smith essential oils against major stored
product insect pests. Industrial crops and products, v. 110, p. 65-74, 2017.

BOUGHERRA, H. H; BEDINI, S; FLAMINI, G; COSCI, F; BELHAMEL, K; CONTI, B.
Pistacia lentiscus essential oil has repellent effect against three major insect pests of
pasta. Industrial Crops and Products, v. 63, p. 249-255, 2015.

BOUKAEW, S; PRASERTSAN, P; SATTAYASAMITSATHIT, S. Evaluation of
antifungal activity of essential oils against aflatoxigenic Aspergillus flavus and their
allelopathic activity from fumigation to protect maize seeds during storage. Industrial
crops and products, v. 97, p. 558-566, 2017.



80

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Regras para analise
de sementes. 1 ed. Brasilia: MAPA/ACS, 2009. 399p.

BRUNETON, J. Pharmacognosy, Phytochemistry, Medicinal Plants. Lavoisier
Tec & Doc, Paris, France, 2nd edition, 1999.

CAMPOLO, O., GIUNTI, G., RUSSO, A., PALMERI, V., ZAPPALA, L. Essential oils
in stored product insect pest control. Journal of Food Quality, v. 2018, 2018.

CAO, J; PANG, X; GUO, S; WANG, Y; GENG, Z; SANG, Y; GUO, P; DU, S. Pinene-
rich essential oils from Haplophyllum dauricum (L.) G. Don display anti-insect activity
on two stored-product insects. International Biodeterioration & Biodegradation, v.
140, p. 1-8, 20109.

CARDIET, G; FUZEAU, B; BARREAU, C; FLEURAT-LESSARD, F. Contact and
fumigant toxicity of some essential oil constituents against a grain insect pest
Sitophilus oryzae and two fungi, Aspergillus westerdijkiae and Fusarium
graminearum. Journal of Pest Science, v. 85, n. 3, p. 351-358, 2012.

CHAUBEY, M. K. Fumigant toxicity of essential oils and pure compounds against
Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae). Biological agriculture &
horticulture, v. 28, n. 2, p. 111-119, 2012.

COITINHO, R. L. B. C; OLIVEIRA, J. V; JUNIOR, M. G. C. G; CAMARA, C. A.
G. Persisténcia de Oleos essenciais em milho armazenado, submetido a infestacao
de gorgulho do milho. Ciéncia Rural, v. 40, n. 7, p. 1492-1496, 2010.

CAMPOLO, O; GIUNTI, G; RUSSO, A; PALMERI, V; ZAPPALA, L. Essential oils in
stored product insect pest control. Journal of Food Quality, v. 2018, 2018.

COSTA, E. C. C; CHRISTOFOLI, M; SOUSA COSTA, G. C; PEIXOTO, M. F;
FERNANDES, J. B; FORIM, M. R; PEREIRA, K. C; SILVA, F. G; CAZAL, C. M.
Essential oil repellent action of plants of the genus Zanthoxylum against Bemisia
tabaci biotype B (Homoptera: Aleyrodidae). Scientia Horticulturae, v. 226, p. 327-
332, 2017.

CRAVEIRO, A. A. Oleos essenciais de plantas do nordeste. Fortaleza: UFC-
Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica, 1981. 210 p.

DOMENE, M. P. GLORIA, E. M; BIAGI, J. D; BENEDETTI, B. C; MARTINS, L. Efeito
do tratamento com Oleos essenciais sobre a qualidade fisioldgica e sanitaria das
sementes de milho (Zea mays). Arquivos do Instituto Bioldgico, v. 83, e0072014,
2016.

FALASCA, A; CAPRARI, C; FELICE, V; FORTINI, P; SAVIANO, G; ZOLLO, F;
IORIZZI, M. GC-MS analysis of the essential oils of Juniperus communis L. berries
growing wild in the Molise region: Seasonal variability and in vitro antifungal
activity. Biochemical systematics and ecology, v. 69, p. 166-175, 2016.



81

GOUDOUM, A; TINKEU, L. S. N; NGASSOUM, M. B; MBOFUNG, C. M. Persistence
of active compounds of essential oils of Clausena anisata (Rutaceae) and
Plectranthus glandulosus (Labiateae) used as insecticides on maize grains and
flour. African Journal of Food, Agriculture, Nutrition and Development, v. 13, n.
1, p. 7325-7338, 2013.

GRANDA, E; SCOFFONI, C; RUBIO-CASAL, A. E; SACK, L; VALLADARES, F. Leaf
and stem physiological responses to summer and winter extremes of woody species
across temperate ecosystems. Oikos, v. 123, n. 11, p. 1281-1290, 2014.

GUAN, L; SCANDALIQS, J. G. Developmentally related responses of maize catalase
genes to salicylic acid. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 92,
n. 13, p. 5930-5934, 1995.

HASHEMI, S. M; ROSTAEFAR, Ali. Insecticidal Activity of Essential Oil from
Juniperus communis L. subsp. hemisphaerica (Presl) Nyman against Two Stored
Product Beetles. Ecologia Balkanica, v. 6, n. 1, 2014.

JAYAKUMAR, M; ARIVOLI, S; RAVEEN, R; TENNYSON, S. Repellent activity and
fumigant toxicity of a few plant oils against the adult rice weevil Sitophilus oryzae
Linnaeus 1763 (Coleoptera: Curculionidae). Journal of Entomology and Zoology
Studies, v. 5, n. 2, p. 324-335, 2017.

KALAIVANI, K; KALAISELVI, M. M; SENTHIL-NATHAN, S. Effect of methyl salicylate
(MeSA), an elicitor on growth, physiology and pathology of resistant and susceptible
rice varieties. Scientific Reports, v. 6, n. 1, p. 1-11, 2016.

KIM, E; KIM, H; AHN, Y. Acaricidal activity of clove bud oil compounds against
Dermatophagoides farinae and Dermatophagoides pteronyssinus (Acari:
Pyroglyphidae). Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n. 4, p. 885-
889, 2003.

KIM, S. I; ROH, J. Y; KIM, D. H; LEE, H. S; AHN, Y. J.Insecticidal activities of
aromatic plant extracts and essential oils against Sitophilus oryzae and
Callosobruchus chinensis. Journal of Stored products research, v. 39, n. 3, p. 293-
303, 2003.

KIM, S. I; ROH, J. Y; KIM, D. H; LEE, H. S; AHN, Y. J. Insecticidal activities of
aromatic plant extracts and essential oils against Sitophilus oryzae and
Callosobruchus chinensis. Journal of Stored products research, v. 39, n. 3, p. 293-
303, 2003.

KIM, S; LEE, D. Toxicity of basil and orange essential oils and their components
against two coleopteran stored products insect pests. Journal of Asia-Pacific
Entomology, v. 17, n. 1, p. 13-17, 2014.

KIRAN, S.; PRAKASH, B. Assessment of Toxicity, Antifeedant Activity, and
Biochemical Responses in Stored-Grain Insects Exposed to Lethal and Sublethal
Doses of Gaultheria procumbens L. Essential Oil. Journal of agricultural and food
chemistry, v. 63, n. 48, p. 10518-10524, 2015.



82

KOSCHIER, E. H; HOFFMANN, D; RIEFLER, J. Influence of salicylaldehyde and
methyl salicylate on post-landing behaviour of Frankliniella occidentalis
Pergande. Journal of applied entomology, v. 131, n. 5, p. 362-367, 2007.

LEE, S. E; LEE, B. H; CHOI, W. S; PARK, B. S; KIM, J. G; CAMPBELL, B. C.
Fumigant toxicity of volatile natural products from Korean spices and medicinal plants
towards the rice weevil, Sitophilus oryzae (L). Pest Management Science: formerly
Pesticide Science, v. 57, n. 6, p. 548-553, 2001.

LIAO, M; XIAO, J; ZHOU, L; LIU, Y; WU, X; HUA, R; WANG, G; CAO, H. Insecticidal
activity of Melaleuca alternifolia essential oil and RNA-Seq analysis of Sitophilus
zeamais transcriptome in response to oil fumigation. PloS one, v. 11, n. 12, p.
e0167748, 2016.

LIMA, E. M; CAZELLI, D. S. P; PINTO, F. E; MAZUCO, R. A; KALIL, I. C; LENZ, D;

SCHERER R; ANDRADE, T. U; ENDRINGER, D. C. Essential oil from the resin of
Protium heptaphyllum: Chemical composition, cytotoxicity, antimicrobial activity, and
antimutagenicity. Pharmacognosy magazine, v. 12, n. Suppl 1, p. S42, 2016.

LOPEZ, M. D.; PASCUAL-VILLALOBOS, M. J. Mode of inhibition of
acetylcholinesterase by monoterpenoids and implications for pest control. Industrial
Crops and Products, v. 31, n. 2, p. 284-288, 2010.

MAGALHAES, C. R.I; BRITO, S. S. S. MAGALHAES, T. A. FERRAZ, M. S. S;
OLIVEIRA, C. R. F. Oleos essenciais na emergéncia de grdos de milho (Zea mays
L.). Enciclopédia Biosfera, v. 10, n. 19, p. 228-349, 2014.

MAGUIRE, J. D. Speed of germination-aid in selection and evaluation for
seedling emergence and vigor. Crop Science, Madison, v. 2, n. 1, jan./feb. 1962.
176-177p.

MARQUES, D. D; SARTORI, R. A; LEMOS, T. L. G; MACHADO, L. L; SOUZA, J. S.
N. D; MONTE, F. J. Q. Chemical composition of the essential oils from two
subspecies of Protium heptaphyllum. Acta Amazonica, v. 40, n. 1, p. 227-230, 2010.

MATHUR, Y. K.; SHANKER, K.; RAM, Salik. Evaluation of some grain protectants
against Callosobruchus chinensis Linn. on black gram. Bulletin of Grain
technology, v. 23, n. 3, p. 253-259, 1985.

MOBIN, M; LIMA, S. G; ALMEIDA, L. T. G; TAKAHASHI, J. P; TELES, J. B;
SZESZS, M. W; MARTINS, M. A; CARVALHO, A. A; MELHEM, M. S. C. Analise de
MDGC-MS de 6leos essenciais de Protium heptaphyllum (Aubl.) e sua atividade
antifingica contra a espécie Candida. Revista brasileira de plantas

medicinais vol.18, n.2, pp.531-538, 2016.

MOSHI, A. P.; MATOJU, I. The status of research on and application of biopesticides
in Tanzania. Review. Crop Protection, v. 92, p. 16-28, 2017.

NAYAK, M. K., COLLINS, P. J., THRONE, J. E., WANG, J. J. Biology and
management of psocids infesting stored products. Annual Review of Entomology,
v. 59, p. 279-297, 2014.



83

NERIO, L. S.; OLIVERO-VERBEL, J; STASHENKO, E. E. Repellent activity of
essential oils from seven aromatic plants grown in Colombia against Sitophilus
zeamais Motschulsky (Coleoptera). Journal of Stored Products Research, v. 45, n.
3, p. 212-214, 2009.

NIKOLIC, M. MARKOVIC, T; MOJOVIC, M; PEJIN, B; SAVIC, A; PERIC, T;
MARKOVIC, D; STEVIC, T; SOKOVIC, M. Chemical composition and biological
activity of Gaultheria procumbens L. essential oil. Industrial crops and products, v.
49, p. 561-567, 2013.

OLIVEIRA, C. M., AUAD, A. M., MENDES, S. M., FRIZZAS, M. R. Crop losses and
the economic impact of insect pests on Brazilian agriculture. Crop Protection, v. 56,
p. 50-54, 2014.

PAVELA, R. Essential oils for the development of eco-friendly mosquito larvicides: a
review. Industrial crops and products, v. 76, p. 174-187, 2015.

PRAVEENA, A; SANJAYAN, K. P. Inhibition of acetylcholinesterase in three insects
of economic importance by linalool, a monoterpene phytochemical. Insect Pest
Management, A Current Scenario, p. 340-345, 2011.

PONTES, W. J. T; OLIVEIRA, J. C. G. D; CAMARA, C. A. G. D; LOPES, A. C;
GONDIM JUNIOR, M. G. C; OLIVEIRA, J. V. D; SCHWARTZ, M. O. E. Chemical
composition and acaricidal activity of the leaf and fruit essential oils of Protium
heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae). Acta Amazonica, v. 37, n. 1, p. 103-
109, 2007.

RAJABPOUR, A; MASHAHDI, A. R. A; GHORBANI, M. R. Chemical compositions of
leaf extracts from Conocarpus erectus L.(Combretaceae) and their bioactivities
against Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae). Journal of Asia-
Pacific Entomology, v. 22, n. 1, p. 333-337, 2019.

RAJKUMAR, V; GUNASEKARAN, C; CHRISTY, I. K; DHARMARAJ, J; CHINNARAJ,
P; PAUL, C. A. Toxicity, antifeedant and biochemical efficacy of Mentha piperita L.
essential oil and their major constituents against stored grain pest. Pesticide
biochemistry and physiology, v. 156, p. 138-144, 2019.

RAO, M. V; PALIYATH, G; ORMROD, D. P; MURR, D. P; WATKINS, C. B. Influence
of salicylic acid on H202 production, oxidative stress, and H202-metabolizing
enzymes (salicylic acid-mediated oxidative damage requires H202). Plant
Physiology, v. 115, n. 1, p. 137-149, 1997.

RAJJOU, L; BELGHAZI, M; HUGUET, R; ROBIN, C; MOREAU, A; JOB, C; JOB, D.
Proteomic investigation of the effect of salicylic acid on Arabidopsis seed germination
and establishment of early defense mechanisms. Plant physiology, v. 141, n. 3, p.
910-923, 2006.

REGNAULT-ROGER, C; PHILOGENE, B. J; VINCENT, C. Biopesticides d’origines
végetales. Paris, v. 337, 2002.



84

RIBEIRO, J.P.N.; LIMA, M.I.S. Allelopathic effects of orange (Citrus sinensis L.) peel
essential oil. Acta Botanica Brasilica, v.26, n.1, p.256-259, 2012.

RICE, P. J; COATS, J. R. Insecticidal properties of monoterpenoid derivatives to the
house fly (Diptera: Muscidae) and red flour beetle (Coleoptera:
Tenebrionidae). Pesticide Science, v. 41, n. 3, p. 195-202, 1994.

RODRIGUES, R.M. B. A. Bioatividade do 0leo essencial de Protium
heptaphyllum (aubi.) e Limoneno no controle de Callosobruchus maculatus.
2018, 48f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) - Universidade Federal do Piaui,
Programa de Pés-graduacdo em Agronomia. 2018.

SAAD, M. M. G; ABOU-TALEB, H. K; ABDELGALEIL, S. A. M. Insecticidal activities
of monoterpenes and phenylpropenes against Sitophilus oryzae and their inhibitory
effects on acetylcholinesterase and adenosine triphosphatases. Applied
entomology and zoology, v. 53, n. 2, p. 173-181, 2018.

SAS INSTITUTE. SAS/STAT User’s guide, version 8.02, TS level 2MO. SAS
Institute Inc., Cary, NC.1999-2001.

SCHOONHOVEN, A. V. Use of vegetable oils to protect stored beans from bruchid
attack. Journal of Economic Entomology, v. 71, n. 2, p. 254-256, 1978.

SHAFAIE, F; ARAMIDEH, S. H. A. H. R. A. M; VALIZADEGAN, O. R. U. J;
SAFARALIZADEH, M. H; HOSSEINI-GHARALARI, A. Efficacy of Herbal Essential
Oils against Cowpea Weevil, Callosobruchus maculatus Fabricus, and Wheat Weeuvil,
Sitophilus granarius L. Oriental Journal of Chemistry, v. 35, n. 3, p. 1174, 2019.

SIANI, A. C; GARRIDO, I. S; MONTEIRO, S. S; CARVALHO, E. S; RAMOS, M. F.
Protium icicariba as a source of volatile essences. Biochemical Systematics and
Ecology, v. 32, n. 5, p. 477-489, 2004.

SILVA, J. R. D. A; ZOGHBI, M. D. G; PINTO, A. D. C; GODOY, R. L; AMARAL, A.
C. F. Analysis of the hexane extracts from seven oleoresins of Protium
species. Journal of Essential Oil Research, v. 21, n. 4, p. 305-308, 2009.

SILVA, E. A. J; ESTEVAM, E. B. B; SILVA, T. S; NICOLELLA, H. D; FURTADO, R.
A; ALVES, C. C. F; MIRANDA, M. L. D. Antibacterial and antiproliferative activities of
the fresh leaf essential oil of Psidium guajava L.(Myrtaceae). Brazilian Journal of
Biology, v. 79, n. 4, p. 697-702, 2019.

SMITH, S. E; BARKER, S. J; ZHU, Y. Fast moves in arbuscular mycorrhizal
symbiotic signalling. Trends in plant science, v. 11, n. 8, p. 369-371, 2006.

SOUJANYA, P. L., SEKHAR, J. C., KUMAR, P., SUNIL, N., PRASAD, C. V.,
MALLAVADHANI, U. V. Potentiality of botanical agents for the management of post
harvest insects of maize: a review. Journal of food science and technology, v. 53,
n. 5, p. 2169-2184, 2016.



85

SOUZA, S. P. D; VALVERDE, S. S; SILVA, R. L; LIMA, K. D. S. C; LIMA, A. L. D. S.
Oleos essenciais como inibidores da acetilcolinesterase. Revista Fitos v. 7, n. 04 -
outubro / dezembro 2012.

SVOBODA, K. P.; GREENAWAY, R. I. Investigation of volatile oil glands of Satureja
hortensis L.(summer savory) and phytochemical comparison of different

varieties. The International Journal of Aromatherapy, v. 4, n. 13, p. 196-202,
2003.

TENUTA, M. C; TUNDIS, R; XIAO, J; LOIZZO, M. R; DUGAY, A; DEGUIN, B.
Arbutus species (Ericaceae) as source of valuable bioactive products. Critical
reviews in food science and nutrition, v. 59, n. 6, p. 864-881, 2019.

TEFERA, T., DEMISSIE, G., MUGO, S., BEYENE, Y. Yield and agronomic
performance of maize hybrids resistant to the maize weevil Sitophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae). Crop Protection, v. 46, p. 94-99, 2013.

TISSERAND, R; YOUNG, R. Essential oil Safety-E-Book: A guide for health care
professionals. Elsevier Health Sciences, 2014. p.5-22.

VASILIJEVIC, B; KNEZEVIC-VUKCEVIC, J; MITIC-CULAFIC, D; ORCIC, D;
FRANCISKOVIC, M; SRDIC-RAJIC, T; JOVANOVICA, M; NIKOLIC, B. Chemical
characterization, antioxidant, genotoxic and in vitro cytotoxic activity assessment of
Juniperus communis var. saxatilis. Food and chemical toxicology, v. 112, p. 118-
125, 2018.

VAN DEN DOLL, H.; KRATZ, P.D.J.A. Generalization of the retention index
systemincluding linear temperature programmed gas-liquid partition chromatography.
Journal of Chromatography. v. 11, p. 463-471, 1963.

VICENTE, M. R; PLASENCIA, J. Salicylic acid beyond defence: its role in plant
growth and development. Journal of experimental botany, v. 62, n. 10, p. 3321-
3338, 2011.

WALTERS, D. Plant defense: warding off attack by pathogens, herbivores and
parasitic plants. John Wiley & Sons, 2011.

YAZDGERDIAN, A. R; AKHTAR, Y; ISMAN, M. B. Insecticidal effects of essential oils
against woolly beech aphid, Phyllaphis fagi (Hemiptera: Aphididae) and rice weeuvil,
Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). Journal of Entomology and Zoology
Studies, v. 3, n. 3, p. 265-271, 2015.

YILDIRIM, E; EMSEN, B; KORDALI, S. Insecticidal effects of monoterpenes on
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae). Journal of Applied
Botany and Food Quality v. 86, p. 198-204, 2013.

ZUZARTE, M.; SALGUEIRO, L. Essential oils chemistry. In: Bioactive essential oils
and cancer. Springer, 2015. p. 19-61.



86

Capitulo 2: Uso de 6leos essenciais e a-pineno no manejo de Callosobruchus
maculatus (Fabr. 1775) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) em condicédo
de armazenamento e seus efeitos sobre a germinagdo de sementes de feijao-

caupi

RESUMO

7

Callosobruchus maculatus, € a principal praga que infesta o feijdo-caupi
armazenado. Produtos a base de plantas tém sido sugeridos como fontes
promissoras no manejo de C. maculatus. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a toxicidade dos Oleos essenciais de Gaultheria procumbens e Protium
pallidum, bem como, do composto a-pineno, seguido do efeito repelente dos 6leos
essenciais das espécies G. procumbens, Juniperus communis, Protium
heptaphyllum e P. pallidum em concentragdes subletais no manejo de C. maculatus
em feijdo-caupi armazenado, bem como avaliar os possiveis efeitos dos tratamentos
sobre a germinacdo de sementes. Foram realizados testes de toxicidade por
contato, fumigacéo, repeléncia e efeito residual na germinacdo. As ClLso para a
toxicidade por contato foram de 0,47 uL / 20 g para G. procumbens; 11,65 pL /20 g
para P. pallidum; 24,43 uL / 20 g para a-pineno. Todos os produtos diminuiram a
oviposicdo e a emergéncia de adultos. Para a toxicidade por fumigacdo as ClLso
foram de 12,14; 252,34 e 259,40 yL / L para G. procumbens, P. pallidum e a-pineno,
respectivamente. Os Oleos essenciais de J. communis, P. heptaphyllum e P.
pallidum e o a-pineno foram repelentes a C. maculatus. O niumero de ovos e de
adultos emergidos em sementes de feijdo-caupi tratadas com concentracdes
subletais dos 0Oleos essenciais de J. communis, P. heptaphyllum e P. pallidum e a-
pineno foram reduzidos. Os 6leos essenciais de G. procumbens, J. communis, bem
como O composto a-pineno ndo diminuem a germinagdo e nem 0 vigor na
germinacao de sementes de feijao-caupi.

Palavras-chave: Toxicidade, fumigacdo, deterréncia, efeito subletal, qualidade
fisiologica
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ABSTRACT

Callosobruchus maculatus is the main insect pest of cowpea stored. Herbal products
have been suggested as promising sources in the management of C. maculatus.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the toxicity of essential oils of
Gaultheria procumbens and Protium pallidum, as well as the compound a-pineno’
followed by the repellent effect of the essential oils of the species G. procumbens,
Juniperus communis, Protium heptaphyllum and P. pallidum in the management of
C. maculatus in stored cowpea, as well as to evaluate the possible effects of
treatments on seed germination. Contact toxicity, fumigation, repellency and residual
effect on germination were performed. The LCso for contact toxicity was 0.47 yL / 20
g for G. procumbens; 11.65 pL / 20 g for P. pallidum; 24.43 uL / 20 g for a-pinene in
the contact test. All products reduced oviposition and the emergence of adults. For
fumigation toxicity, the LCso was 12.14, 252.34, 259.40 L / L for G. procumbens, P.
pallidum and a-pinene, respectively. The essential oils of J. communis, P.
heptaphyllum and P. pallidum and a-pinene were repellent to C. maculatus. The
number of eggs and adults emerging in cowpea seeds treated with sublethal
concentrations of essential oils of J. communis, P. heptaphyllum and P. pallidum and
a-pineno were reduced. The essential oils of G. procumbens, J. communis, as well
as the a-pinene compound do not decrease the germination or the vigor in the
germination of cowpea seeds.

Keywords: toxicity, fumigation, deterrence, sublethal effect, physiological quality
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1 INTRODUCAO

Vigna unguiculata (L.) (feijdo-caupi) € uma leguminosa herbacea comestivel de
grande importancia em diversas regides do mundo, principalmente nas regibes
tropicais e subtropicais do planeta (LOPES et al., 2018), fonte de proteinas,
carboidratos, vitaminas e minerais além de possuir grande quantidade de fibras
dietéticas e baixa quantidade de gordura (SILVA; FREIRE FILHO, 1999).

Insetos-praga de produtos armazenados Sao responsaveis por perdas
econbmicas significativas na industria de armazenamento (SOUZA et al., 2018),
onde mais 600 espécies de coledpteros, causam perdas quantitativas e qualitativas,
desafiando os problemas de controle de qualidade nas industrias de alimentos
(YANG et al., 2010). O caruncho, C. maculatus € considerada a mais importante
entre as principais pragas que atacam o feijdo-caupi (MEDEIROS et al.,, 2017)
iniciando sua infestacdo no campo e ao longo da colheita até o armazenamento
(OLIVEIRA et al., 1984).

O dano devido a infestacdo de insetos € estimado como sendo de 10-40%
anualmente (ASRAR et al., 2016). Especificamente em grdos armazenados as
perdas devido a infestacdo de insetos podem variar entre 5-10% e 20-30% ou mais,
para zonas temperadas e regides tropicais/subtropicais, respectivamente
(RAJENDRAN; SRIRANJINI, 2008; PHILLIPS; THRONE, 2010). Os impactos
econdmicos negativos causados por esse inseto estdo relacionados a penetracao
larval e alimentacdo dentro dos gréos, produzindo significativa perda de peso e
reducdo de valores nutritivos e potencial germinativo (ANDERSON et al., 1990). O
método tradicional para controlar a infestacdo do caruncho do feijdo-caupi €
baseado em inseticidas fumigantes como a fosfina, mas essa pratica tem efeitos
negativos na germinacao (NIU et al., 2013), além de deixar residuos que diminuem a
qualidade das sementes (PLIMMER, 1977).

Nos ultimos anos, pesquisas tém se concentrado em produtos vegetais,
incluindo 6leos essenciais e seus compostos bioativos, como possiveis alternativas
aos inseticidas quimicos, que sao estudados para efeito anti-alimentar, acao ovicida,
repelente e inseticida contra as pragas de graos armazenados (RAJKUMAR et al.,
2019; JAYA; PRAKASH; DUBEY, 2014; KEDIA et al., 2015a; SHUKLA et al., 2011)
bem como avaliar o efeito desses produtos sobre a germinagéo de sementes para a
quantificacdo de vigor (KETIA et al., 2001a; KETIA et al., 2001b).
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Os oOleos essenciais e seus principais compostos sdo considerados
substancias “geralmente reconhecidas como seguras” e podem ser uma alternativa
eficaz para o controle de insetos, pois sdo moléculas que tém menos impacto na
saude humana e sdo ambientalmente corretas (VIEGAS JUNIOR, 2013). Atuam
como toxinas, impedindo a alimentacao, sendo repelente, causando deterréncia na
oviposicdo ou até mesmo atraindo uma ampla variedade de insetos-praga (SENDI,;
EBADOLLAHI, 2014). A eficacia dos 0leos essenciais e seus constituintes varia de
acordo com o extrato da planta e do alvo entomolégico (REGNAULT-ROGER,;
VICENTE; ARNASON, 2012) e a sua atividade inseticida é atribuida principalmente
aos seus constituintes complexos e novos modos de acdo contra insetos
(PROPHIRO et al., 2012).

Os Oleos essenciais sdo constituidos por terpendides, onde os mais
abundantes sdo 0os monoterpenos e sesquiterpenos de baixo peso molecular, e em
menor quantidade os fenilpropandides. Os monoterpenos ainda podem ser do tipo
hidrocarbonetos (a-pineno), &lcoois (mentol, geraniol, linalol, terpinen-4-ol, p-
mentano-3,8-diol), aldeidos (cuminaldeido), cetonas (tujona), éteres (1,8-cineole) e
lactonas (nepetalactona) (REGNAULTL-ROGER; VICENTE; ARNASON, 2012).

Existem relatos de que Oleo essencial de Gaultheria procumbens L.
(Ericaceae) (KIRAN; PRAKASH, 2015; YAZDGERDIAN, AKHTAR; ISMAN, 2015),
Juniperus communis L. (Cupressaceae) (SHAFAIE et al., 2019) e Protium
heptaphyllum (Aubl.) March. (Burseraceae) (RODRIGUES, 2018), bem como o
composto a-pineno (KIM; LEE, 2014; CHAUBEY, 2012b; LEE et al., 2011), sé&o
toxicos a pragas que atacam produtos armazenados como C. maculatus, Sitophilus
granarius L. (Coleoptera: Curculionidae), Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera:
Curculionidae),  Sitophilus oryzae L (Coleoptera: Curculionidae) e Tribolium
castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae).

Porém, 6leos essenciais usados com finalidades inseticidas, fungicidas ou
herbicidas podem causar efeitos secundarios em sementes, pois estes tém sido
relatados como causadores de diminuigcdo ou do aumento de vigor a depender do
estudo (DOMENE et al., 2016; HILLEN et al., 2012; ROSSI et al, 2012; ALVES et al.,
2014). O efeito dos 6leos essenciais sobre a germinacédo das sementes parece ser
dependente do Oleo essencial utilizado e da concentracdo empregada, podendo este
influenciar apenas em um ou mais caracteres avaliados, como percentual de

germinacao e comprimento de plantula (DOMENE et al., 2016).
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Diante desta possibilidade, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e
efeito repelente de a-pineno e dos Oleos essenciais das espécies G. procumbens, J.
communis, P. heptaphyllum e Protium pallidum no manejo de Callosobruchus
maculatus em feijdo-caupi armazenado, bem como avaliar os possiveis efeitos dos

tratamentos sobre a germinacdo de sementes.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de toxicidade por contato, fumigacdo e repeléncia foram
desenvolvidos no Laboratério de Entomologia no Centro de Ciéncias Agrarias - CCA
da Universidade Federal do Piaui - UFPI e os testes de germinacédo de sementes de
feijdo-caupi foram realizados no Laboratorio de Sementes do Colégio Técnico de
Teresina — CTT, sob condi¢des controladas de temperatura e umidade relativa.

2.1 Eliminacédo da infestacdo e equilibrio da umidade dos graos

As sementes de feijdo-caupi cultivar BR Guariba utilizadas para a criacao e
experimentos, foram pré-selecionadas e secas, acondicionados em sacos plasticos
e mantidos em freezer sob temperatura de —10°C, durante sete dias, para a
eliminacdo de eventuais infestacdes de insetos provenientes do campo. Apos a
retirada, as sementes foram transferidas para frascos de vidro e mantidos no
laboratério durante 10 dias com a finalidade de atingirem o equilibrio higroscépico
em temperatura 27° + 2°C e umidade relativa de 60%.

2.2  Criacao de Callosobruchus maculatus

A criacao estoque foi mantida no laboratério de entomologia e multiplicada por
diversas geracbes em sementes de feijao variedade Fradinho, pertencente ao grupo
sempre verde, em recipiente de vidro ou plasticos, com tampa perfurada para
permitir as trocas gasosas. Os insetos foram confinados por 48 horas nos
recipientes com feijdo para efetuarem a oviposicdo. ApOs o confinamento as
sementes foram peneiradas e os insetos descartados. Os recipientes eram mantidos
em sala de criacdo com temperatura controlada em aproximadamente 27° + 2°C e
umidade relativa de 60 + 5%, até a emergéncia dos adultos. Tal procedimento foi
repetido por sucessivas geragdes até se findar a montagem dos experimentos, com
a finalidade de garantir a quantidade de adultos necessarios para realizacdo dos

testes.
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2.3 Obtencéo dos 0leos essenciais e a-pineno

O composto a-pineno com 98% de pureza foi adquirido da empresa Sigma-
Aldrich Brasil LTDA e os 0leos essenciais de Gaultheria procumbens L. (Ericaceae)
(Wintergreen) e Juniperus communis L. (Cupressaceae) (Zimbro) ambos
porveninetes de frutos, foram adquiridos da empresa FERQUIMA® Industria e
Comércio LTDA,; ja o 6leo essencial proveniente da resina de Protium pallidum
Cuatrec. (Burseraceae) (Breu branco) foi adquirido na empresa Terra Flor Industria e
Comércio de Aromaterapicos LTDA e Protium heptaphyllum (Aubl.) March.
(Burseraceae) (Almécega) obtido pelo processo de hidrodestilacdo da resina

descrito a seqguir:

A resina foi adquirida no comércio local de Teresina — PI, com centro de
origem na cidade de Timon-MA. O processo de extracdo do 6leo da resina de P.
heptaphyllum foi realizado no Laboratério de Quimica Organica localizado no Centro
de Ciéncias da Natureza — CCN, pelo método de hidrodestilagdo em aparelho do
tipo Clevenger modificado (CRAVEIRO,1981; SILVA et al., 2019). Em um balédo de
fundo redondo, foram utilizados 500 g de resina triturada e 3 litros de agua destilada.
O processo de extragdo ocorreu por cerca de 4 h, em temperatura constante para a
manutencado da ebulicdo. Decorrido esse tempo, coletou-se o hidrolato, sendo este
particionado em funil de separacédo para eliminacdo da fase aquosa e recuperagao
do 6leo essencial. Apés a extragdo, o Oleo ficou mantido sob refrigeracdo em

temperatura de -10°C

2.4 Efeito da toxicidade por contato dos Oleos essenciais e a-pineno sobre
Callosobruchus maculatus

Foram utilizadas diferentes concentracdes obtidas em testes preliminares
para cada produto: 6leos essenciais de G. procumbens (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,8; 0,9;
1,0 uL /20 g), P. pallidum (10; 15; 30 e 35 uL / 20 g) e 0 composto quimico, a-pineno
(10; 30; 40; 50; 60 e 70 pL / 20 g). Cada unidade experimental foi constituida de 20 g
de feijdo-caupi, tratados com os produtos individualmente e um controle (sem adicao
de produto). Estes foram acondicionados em recipientes plasticos de 100 mL com
tampa perfurada para permitir as trocas gasosas. Os produtos foram impregnados
nas sementes de feijdo-caupi por meio de micropipetador automatico de volume

varidvel. Em seguida, os recipientes foram submetidos a agitagdo manual por 1
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minuto, para destribuir uniformemente os produtos nas sementes. ApOs esse
processo em cada repeticdo foram adicionadas 10 fémeas adultas de C. maculatus
possuindo de 0-48h de idade. Para cada tratamento foram utilizadas cinco
repeticbes. A avaliacdo de mortalidade foi realizada 48h ap6s a montagem do
experimento, sendo considerado morto o inseto que ndo respondesse a estimulos
mecanicos. O numero de ovos foi contabilizado aos 7 dias e os insetos emergidos do

19° ao 25° dia ap06s o confinamento.

2.5 Efeito repelente de Oleos essenciais e a-pineno sobre Callosobruchus
maculatus

Foram utilizadas as CLis, CLso e CLso calculadas nos testes de contato, de G.
procumbens, P. pallidum e o a-pineno, a fim de se observar o comportamento do
efeito repelente de cada produto nas suas respectivas concentracdes. As CLs dos
oleos de J. communis e de P. heptaphyllum foram provenientes de testes realizados
por Silva, (2018) e Rodrigues, (2018), respectivamente. Os testes foram conduzidos
em arenas formadas por trés recipientes plasticos com volume de 100 mL cada.
Estes foram alinhados de modo equidistante e interligados por tubos plasticos
cilindricos com 0,6 cm de didametro e 10 cm de comprimento. Num dos recipientes
laterais foram colocados 20 g de feijdo-caupi variedade Guariba, sem o 6leo
(controle) e na outra a mesma quantidade de feijdo-caupi impregnada com a
respectiva concentracdo de cada produto individualmente. As sementes que foram
tratadas com produtos passaram pelo mesmo processo de uniformizacdo que no
teste de toxicidade por contato. No recipiente central foram liberados dezesseis
adultos ndo sexados de C. maculatus com 0-48h de idade para cada repeticéo.
Utilizou-se para cada experimento dois tratamentos (sementes tratadas e controle) e
10 repeticdes. A quantificacdo do numero de insetos atraidos para cada recipiente
foi realizada 24h apos a montagem do experimento. O numero de ovos foi
contabilizado aos 7 dias, e os insetos emergidos do 19° ao 25° dia apds o

confinamento.

2.6  Teste de toxicidade por fumigacao

Foram utilizadas diferentes concentracbes para cada produto: Oleos
essenciais de G. procumbens (4; 12; 25 e 30 yL / L), P. pallidum (200; 250; 350 e
400 uL / L) e o composto quimico a-pineno (150; 200; 250; 300; 500 e 600 uL / L).
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Para a avaliacdo do efeito fumigante dos produtos sobre adultos de C. maculatus,
foram utilizados recipientes plasticos transparentes de polipropileno com tampa
rosqueavel, de volume conhecido (100 mL), onde foram colocados 20 individuos ndo
sexados com 0-48h de idade para cada repeticdo. Os produtos foram impregnados
com o auxilio de uma micropipeta automatica, em tiras de papel de filtro de 5 x 2 cm,
fixadas na superficie inferior da tampa dos recipientes. Para evitar o contato direto
dos insetos com os produtos, foi utilizado um tecido poroso (voil), entre a tampa e o
recipiente propriamente dito. Os recipientes foram vedados com fita adesiva, visando
evitar a saida dos vapores. No teste de fumigacdo, para cada tratamento foram
utilizadas quatro repeticdes. A avaliacdo de mortalidade no teste foi realizada 48h
apos a montagem do experimento, sendo considerado morto o inseto que nao

respondesse a estimulos mecanicos.

2.7 Efeito residual de 6leos essenciais e a-pineno na germinacdo de sementes de
feijdo-caupi armazenadas

Foram utilizadas as CLes de J. communis (122 uL / 20 g) (SILVA, 2018) G.
procumbens(1,68 uL / 20 g) e a-pineno (57,31 yL / 20 g) encontradas nos testes de
toxicidade por contato para C. maculatus, respeitando 0os mesmos tempos de
avaliacdes observados no teste de persisténcia, exceto o tempo de 5 dias, a fim de
observar se as concentragcbes encontradas para a protecdo de sementes
influenciavam na germinacéo destas. Os testes de germinacao foram instalados com
200 sementes com quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento. As sementes
foram semeadas sobre papel Germitest previamente umedecidos com &agua
destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 seu peso seco, 0s rolos
confeccionados foram acondicionados em sacos plasticos e mantidos em
germinador tipo Mangelsdorf mod. luca-207A a temperatura de 25 °C. As avaliacdes
foram diarias durante 8 dias, considerando a percentagem de plantulas normais
(BRASIL, 2009).

As variaveis calculadas foram as seguintes:
Germinacéo total (G): calculada pela féormula G = (N / 200) x 100, em que: N
= numero de sementes germinadas ao final do teste. Unidade: %; Tempo de

avaliacao final: 8 dias.
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indice de velocidade de germinacéo (IVG): calculado pela formula IVG = ¥
(ni / ti), em que: ni = numero de sementes que germinaram no tempo ‘’; ti = dias
apos instalagéo do teste; i = 1 — 8 dias. Unidade: adimensional (MAGUIRE, 1962);

Tempo médio de germinacéo (TMG): calculado pela formula TMG = (3 niti) /
> ni, em que: ni = nimero de sementes germinadas por dia; ti = tempo de incubacéao;
Unidade: dias.

Velocidade média de germinacédo (VMG): calculada pela férmula VMG = 1/t

em que: t = tempo meédio de germinacao. Unidade: dias.

Massa fresca e seca de plantula: Todas as plantulas normais (que
apresentavam protusdo do primeiro foliolo), provenientes do teste de germinacao,
foram pesadas para a obtencdo do peso médio fresco. Ja para a obtencédo do peso
seco, as plantulas foram acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa
termoelétrica de circulagcdo forcada de ar a 80 + 2°C, por 48 h para secagem. As
massas foram determinadas em balanca de precisao 0,001 g, e os resultados foram

expressos em gramas por plantula avaliada (g / plantula).

2.8  Andlise estatistica e delineamento experimental

Em todos os testes o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
onde o nimero de tratamentos variou conforme as concentracdes utilizadas.

Para o teste de contato, as concentragdes necessarias para matar 15, 30, 50
e 95% da populagéo (CLis, CL3o, CLso e CLgs) dos 6leos e a-pineno foram calculadas
pelo PROC PROBIT. As razdes de toxicidade (RT) foram obtidas individualmente
para cada CL, através do quociente entre a CLis, CL3o, CLso € CLes do produto que
apresentou menor toxicidade (maior concentracdo) pelas CLis, CL3so, CLso € CLgs dos
produtos restantes. As médias de nimeros de ovos e de insetos emergidos foram
transformadas em log(x) para atenderem aos pressupostos da ANOVA e quando
significativos, estes foram submetidos a andlise de regresséo para sua interpretacéo
e selecionadas as equacdes com base na sua significancia e maior coeficiente de
determinacdo (r?). Assim como descrito anteriormente para contato, as mesmas
avaliacbes foram feitas para fumigacdo, porém apenas para CLso e ClLgs € suas
respectivas razdes de toxicidade.

Ja para repeléncia, o numero de insetos atraidos para cada recipiente foi

comparado usando o Proc FREQ e interpretado pelo teste de Qui-quadrado
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(P<0,05). O numero de ovos contabilizados nas testemunhas e no tratamento foi
utilizado para calcular o indice de preferéncia para oviposicdo (IPO) por meio da
expressao IPO = [(T-P)/(T+P)] x 100, em que: T € o numero de ovos contados nas
sementes tratadas com Oleos; P € o numero de ovos contados nas sementes ndo
tratadas. O indice varia de +100 (muito estimulante) a -100 (total deterréncia ou
inibicdo de oviposicao) (FENEMORE, 1980). Os adultos emergidos na testemunha e
em cada tratamento foram contabilizados para calcular a reducdo de emergéncia de
adultos com base na formula PR = (NC — NT)/(NC + NT) x 100, adaptada de
OBENG-OFORI (1995), sendo PR, a porcentagem média de reducdo de
emergéncia; NC, o nimero médio de insetos emergidos na testemunha; e NT, o
namero médio de insetos emergidos em cada tratamento com produto (6leo ou
isolado). Os resultados foram analisados pelo teste t pareado (P<0,05).

Os dados de IVG e massa fresca foram analisados em esquema fatorial 4x4
(4 produtos x 4 tempos de armazenamento) com 4 repeti¢cdes, onde a testemunha,
sem produto, foi contabilizada para o fator produtos. Os resultados foram
submetidos & ANOVA, pelo teste de Tukey (P<0,05) individualmente para cada
variavel.

Engquanto as variaveis de percentual de germinacéo, peso massa seca, TGM,
VGM foram submetidos a ANOVA, sendo considerados os 4 tratamentos (6leos, a-
pineno e testemunha) e as avaliagbes no tempo como medidas repetidas. De acordo
com os resultados da ANOVA, quando significativas para tratamento, as médias
entre tratamentos foram comparadas usando o teste de Tukey (P<0,05).

Todas as analises foram conduzidas utilizando o Programa Estatistico SAS
version 8.02 (SAS INSTITUTE, 2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito de toxicidade por contato dos Oleos essenciais e a-pineno sobre C.
maculatus.

A curva de concentracdo-mortalidade apresentou baixos valores x? e altos
valores de P (x%<5,98 e P>0,05), confirmando que o Modelo de Probit foi adequado
para explicar o efeito inseticida dos produtos testados (Tabelal).
Independentemente da concentragao letal para o teste de toxicidade por contato o
Oleo essencial de G. procumbens foi 0 mais toéxico a C. maculatus, seguido do 0leo

de P. pallidum e do composto a-pineno, nessa ordem. Os resultados mostraram
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ainda diferencas nas concentracdes letais dos produtos testados, onde as CLis,
CLso, CLso e ClLgs foram de 0,21; 0,31; 0,47 e 1,68 pL / 20 g para G. procumbens;
6,56; 8,72; 11,65 e 28,98 pL / 20 g para P. pallidum; 14,27; 18,61; 24,43 e 57,31 pL /
20 g para a-pineno. Nao foram observadas sobreposi¢cdes nos intervalos de
confianga (Tabela 1).

Houve ainda uma variagdo na inclinacdo da reta das curvas concentracao-
reposta dos produtos (2,99 a 4,44) indicando alguma heterogeneidade toxicologica
entre os produtos testados. O a-pineno mostrou maior inclinacdo (4,44+0,46)
demonstrando que pequenos acréscimos na concentracdo desse garantem altas
respostas de mortalidade, porém o 6leo essencial de G. procumbens apresentou
maiores razdes de toxicidade com valores de 67,95; 60,03; 51,97 e 34,1 para
RT15;30;50;95, respectivamente (Tabela 1).

A variabilidade das atividades biolégicas entre os 6leos essenciais extraidos
de diferentes espécies vegetais pode ser explicada por diferencas em sua
composicdo quimica (NGAMO et al., 2007). O 6leo de G. procumbens é rico em
salicilato de metila (CLARK, 1999; NIKOLIC et al., 2013). Tanto o 6leo essencial
guanto o composto possuem sua atividade inseticida descrita na literatura contra
Sitophilus oryzae L., Rhyzopertha dominica Fabr. e Callosobruchus chinensis L.
(KIRAN; PRAKASH, 2015; PARK; SHIN; KIM, 2016). H& indicios de quando um
composto é responsavel pela maior parte da composicdo de um Oleo, toda e
qualquer atividade biolégica € de sua responsabilidade (TISSERAND; YOUNG,
2014), logo o alto teor de salicilato de metila no 6leo de G. procumbens, sugere que
esse composto é o responsavel pela toxicidade por contato desse 6leo.

Por outro lado, quando um 6éleo tem varios compostos majoritarios, como o
Oleo de P. pallidum, ele é visto como uma mistura complexa de substancias
quimicas e cada efeito biolégico exibido € devido as a¢des de um ou mais dos seus
constituintes (TISSERAND; YOUNG, 2013). O 6leo de P. pallidum que causou
mortalidade em C. maculatus é rico em o-cimeno, 3- felandreno e a-pineno e esses
compostos ja tiveram suas atividades inseticidas reportadas para Aedes aegypti L.
(Diptera: Culicidae), Tribolium confusum J. du Val (Coleoptera: Tenebrionidae) e
Lasioderma serricorne F. (Coleoptera: Anobiidae), respectivamente (PARK et al.,
2011; JEMAA et al., 2012; KUI et al., 1996; CAO et al., 2019).
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A atividade inseticida de um 6leo essencial € atribuida principalmente aos
seus compostos (PROPHIRO et al, 2012). O a-pineno é um composto
hidrocarboneto, do tipo monoterpenos (REGNAULTL-ROGER; VICENTE;
ARNASON, 2012), com toxicidade comprovada contra pragas de gréaos
armazenados como C. maculatus (BARBOSA, 2015), Sitophilus oryzae L.
(Coleoptera: Curculionidae) (CHAUBEY, 2012b; LEE et al., 2001) Sitophilus zeamais
Mots. (Coleoptera: Curculionidae) e Tribolium castaneum (Herbst) (Tenebrionidae)
(KIM; LEE, 2014). O alto teor de a-pineno presente no 6leo de J. communis contribui
significativamente na mortalidade causada em C. maculatus.

Oleos essenciais contendo a-pineno na composicdo, sdo indicados como
potenciais no manejo de pragas de grdos armazenados. O Oleo essencial de Azilia
eryngioides (Pau) Hedge et Lamond (Apiaceae), contendo 63,8% de a-pineno foi
toéxico contra adultos de Sitophilus granarius (L.) (Curculionidae) e T. castaneum
(EBADOLLAHI; MAHBOUBI, 2011). Ja o oleo proveniente da folha e do fruto de
+(Platycladus orientalis [L.] Franco) (Cupressaceae), contendo 35,2 e 50,7 % de a-
pineno, respectivamente, foi mais téxico a C. maculatus do que a S. oryzae e T.
castaneum (HASHEMI; SAFAVI, 2012). Rico em a-pineno, o 6leo de J. communis
utilizado em nosso trabalho, traz informacfes que reforcam o portencial inseticida
desse 6leo contra C. maculatus.

Nesse sentido, a investigacdo da composicdo dos 6leos essenciais tem sido
usado como um ponto de partida para o desenvolvimento de novos produtos com
propriedades aperfeicoadas (SPOCHACZ et al., 2018), como fotoestabilidade

aprimorada e toxicidade reduzida para mamiferos (GUPTA et al., 2019).
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Tabela 1 Toxicidade por contato de 6leos essenciais e a-pineno em adultos de Callosobruchus maculatus.

Tratamento N GL Inclinacdo+EP CLas(IC)* RTis CLso (IC)* RTso CLso(IC)* RTso CLogs (IC)* RTos x2 p?

: 0,21 0,31 0,47 1,68

Gaultheria procumbens 350 5 2,99+0,28 (0,17-0,25) 67,95 (0,27-0,36) 60,03 (0,42-0,53) 51,97 (1,34-2.29) 34,1 4,75 0,44
6,56

. . ' 8,72 11,65 28,98
Protium pallidum 200 2 4,15+0,59 (4,59-8,13) 2,17 (6,73-10,27) 2,13 (9,80-13,25) 2,09 (24,17-38,92) 1,97 2,91 0,23

. 14,27 18,61 24,43 57,31
a-pineno 300 4 4442046 (1997.1713)  ©  (15192154) | (21,04-2745)  _ _ (50,45-67,96) 598 020

*uL / 20 g de sementes; N = nimero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade; EP = erro padrdo da média, IC = intervalo de confianca, RT = razdo
de toxicidade,y? = Qui-quadrado,1= Valor de probabilidade para o modelo de Probit (P>0,05).
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Todos os produtos diminuiram a oviposicao e a emergéncia de novos adultos
guando comparados com a testemunha (P<0,05). O modelo de regresséo linear foi o
que melhor se ajustou aos parametros avaliados, onde o 6leo de P. pallidum se
destacou por apresentar maiores r> com valor de 89 para oviposi¢do e de 94 para
emergéncia (Tabela 2).

Tabela 2 Equacdes para oviposicdo e emergéncia de Callosobruchus maculatus
apos aplicacao de produtos.

Tratamento Parametros* Equacodes FP r
Gaultheria procumbens Oviposicdo  y =-3,94x+4,24 174,0<0:0001 (0,82
Emergéncia y = -3,76x+4,08 141,0<0.0001 79
Protium pallidum Oviposicdo  y=-0,18x+5,15 69,15<0:0001 0 89
Emergéncia ¥ =-0,38x+5,0 139,10<0:0001 9 94
a-pineno Oviposicdo  y =-0,05x+5,07 24,280,000 0,61
Emergéncia ¥ =-0,10x+5,19 22,980.0004 0,69

*Dados transformados em log( )

Tanto a oviposicdo, quanto a emergéncia de adultos foi 100% inibida nas
concentracdes 15, 30 e 35 pL / 20 g em sementes de feijdo-caupi tratadas com 6leo
de P. pallidum. Entretanto, em sementes tratadas com a-pineno, foi observada a
inibicdo total na oviposicdo na concentracdo 70 puL / 20 g e na emergéncia nas
concentracfes 50, 60 e 70 pL / 20 g.

Os compostos presentes em G. procumbens e P. pallidum apresentam
atividade deterrente de oviposicao para insetos. O salicilato de metila, que € o
composto majoritario do 6leo de G. procumbens, tem sido descrito como causador
de deterréncia na oviposicdo de Callosobruchus chinensisL. (Coleoptera:
Bruchidae) (CHILUWAL et al., 2017). Um isbmero estrutural de cimeno apresentou
atividade de alta deterréncia na oviposicdo em Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)
(WALIWITIYA; KENNEDY; LOWENBERGER,2009). O a-pineno, também mostrou
atividade inibitéria na oviposicdo de Tribolium castaneum H. (Coleoptera:
Tenebrionidae) (CHAUBEY, 2012). Com base na composi¢cdo de Oleos essenciais,
0S nossos resultados reforcam o uso potencial dos 6leos de G. procumbens, P.
pallidum, bem como do composto a-pineno no manejo de C. maculatus, pois sao
toxicos por contato e causam deterréncia na oviposicao e na emergéncia de adultos.

Por muitas vezes, 6leos essenciais e compostos isolados, ndo causam
deterréncia na oviposicdo, porém ovos que antes eram viaveis, ao logo do
desenvolvimento se tornam inviaveis e nao originam adultos como visto no

tratamento com a-pineno nas concentragbes 50, 60 e 70 pL / 20 g. Ovos de
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Callosobruchus spp. quando cimentados em superficies de sementes, deixam um
espaco denominado funil, um vez que, essa abertura € oclusa, pode causar efeito
ovicida (CREDLAND, 1992), além de que a penetracdo de Oleos essenciais e de
parte de seus constituintes podem exibir atividade ovicida, resultante da toxicidade
direta, impregnacdo de metabdlitos e falta de atividade respiratéria (DON PEDRO,

1989) em instares larvais e pupas, inibindo assim a emergéncia de novos adultos.

3.2  Efeito repelente de 6leos essenciais e a-pineno sobre C. maculatus.

O numero de adultos de C. maculatus atraidos para sementes de feijdo-caupi
tratadas com 6leos essenciais de J. communis, P. heptaphyllum, P. pallidum e o
composto a-pineno foi significativamente menor (P<0,0001), quando comparado com
as sementes nao tratadas, indicando que foram repelentes, logo a atividade
repelente é um efeito subletal (Figura 1). Porém, ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) no numero de adultos atraidos para sementes de feijao-caupi tratadas com
Oleo essencial de G. procumbens (Figura 1).

Os estudos de toxicidade de 6leos essenciais e compostos botanicos
geralmente se concentram em estimativas de letalidade. No entanto, efeitos
subletais também séo relevantes e tem despertado o interesse, pois podem ajudar a
reduzir as perdas nos grdos armazenados, comprometendo a Vvitalidade,
fecundidade e capacidade de alimentacdo dos insetos (SAID; PASHTE,
2015; CHOWANSKI et al.,, 2016; TRIVED et al, 2018). Os resultados aqui
encontrados para os 0leos essenciais de J. communis, P. heptaphyllum, P. pallidum
e 0 composto a-pineno, reforcam a ideia de que concentra¢des subletais promovem
efeito repelente a C. maculatus com uso de quantidade minima desses produtos,
garantindo manejo adequado, quando comparados com outros métodos mais
ONEerosos.

Sementes tratadas com a CLso de P. heptaphyllum atraiu um nimero médio
de 1,3 isentos, sendo esse bastante repelente. A propriedade repelente ndo esta
presente em todos os 6leos essenciais, 0 que torna tdo importante o estudo dessa
caracteristica. O 0Oleo essencial de Lantana camara L. (Verbenaceae) possui forte
atividade repelente contra adultos de C. maculatus (ZANDI-SOHANI; HOJJATI,
CARBONELL-BARRACHINA, 2012). @) Oleo essencial de P.
atlantica Subsp. kurdica foi mais repelente a C. maculatus do que P.
khinjuk (POURYA et al.,, 2018). O o6leo de Lippia adoensis Hochst ex. Walp
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(Verneneaceae) foi altamente repelente a adultos de C. maculatus, causando
repeléncia de 86,67-100%, dependendo da concentracdo testada (ADELANI et al.,
2016). Contrariamente, o 6leo de C. paradisi ndo exibiu atividade repelente
significativa em C. maculatus, sendo classificado como neutro (DUTRA et al., 2016).
Nossos resultados reforcam que o 6leo de P. heptaphyllum €& um pormissor
repelente em baixas concentracfes contra C. maculatus.

O dleo de P. heptaphyllum e P. pallidum aqui utilizados s&o ricos em limoneno
e o0-cimeno, respectivamente, e esses compostos j4 tiveram a sua atividade
repelente relatada contra insetos que atacam produtos armazenados. O cimeno, por
exemplo, causou repeléncia em C. chinensis e S. oryzae (KEDIA et al., 2015a). O
limoneno possui alta atividade repelente contra T. confusum J. du Val (Coleoptera:
Tenebrionidae) (MALACRINO et al. 2016), T. castaneum e Liposcelis bostrychophila
Badonnel (Liposcelididae) (LIANG et al., 2018). Os resultados implicam que o o-
cimeno e limoneno poderiam ser 0s principais compostos que afetavam a atividade

repelente do P. heptaphyllum e P. pallidum, respectivamente.
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Numero médio da Callosobruchus macuwlalus alraidos

Figura 1 Numero médio de Callosobruchus maculatus atraidos (n = 480) em gréos
de feijao tratados e ndo tratados com os 6leos de Glautheria procumbens, Juniperus
communis, Protium heptaphyllum, Protium pallidum e o composto a-pineno.
*Significativo pelo teste Qui-quadrado (P<0,05).

Muitos compostos naturais isolados de plantas demonstraram um amplo
espectro de atividades bioldgicas. O a-pineno, que é o principal composto do 6leo
essencial de J. communis, ambos usados nesse trabalho, ja teve a sua atividade
repelente descrita para T. castaneum (KIM et al., 2010), para S. oryzae em
concentracbes subletais (CHAUBEY, 2012), bem como para S. zeamais, R.

dominica e T. confusum (BOUGHERRA et al., 2015). Os nossos resultados reforcam
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a ideia de que o0 a-pineno é um promissor repelente a pragas de graos
armazenados, além de dar subsidio para concordar que grande parte da atividade
repelente vista em J. communis € ocasionada pela alta concentracdo de a-pineno

em sua composicgao.

O nuamero de ovos contabilizados no feijdo-caupi tratado com os Oleos
essenciais de J. communis, P. heptaphyllum e P. pallidum, bem como, com o
composto a-pineno, foi significativamente menor quando comparados com suas
respectivas testemunhas (P<0,05), sendo assim classificados como deterrentes para
oviposicao (Tabela 3).

Vale destacar a baixa oviposi¢do nos tratamentos de P. heptaphyllum com
ndamero meédio de ovos de 0,7+0,51 para CLso e 3,2+3,05 para CLso, exibindo IPO de
-98 e -94, respectivamente (Tabela 4). Nos demais produtos, foram quantificados
IPO abaixo de -70,98 e esses foram classificados como deterrentes, exceto para 0s
tratamentos com G. procumbens, que exibiu IPO que variou de -5,7 a -13,91
classificados como “pouco deterrentes”. Estes resultados ja eram esperados, pois 0
Oleo essencial de G. procumbens ndo mostrou repeléncia significativa (P>0,05)
(Figura 1).

O principal composto de G. procumbens, o salicilato de metila, teve sua
atividade repelente e o efeito deterrente da oviposicdo comprovado contra C.
chinense (CHILUWAL et al., 2017). Porém, tanto a repeléncia quanto a oviposicéo
de C. maculatus em sementes de feijdo-caupi tratadas com o 6leo de G.
procumbens encontradas neste trabalho foram n&o significativas quando
comparadas com a testemunha (P>0,05) (Tabela 3). Espécies do mesmo género
podem ter suscetibilidades diferentes aos diferentes 6leos essenciais das plantas
(NYAMADOR et al., 2010). Variacdbes nos niveis de susceptibilidade estdo
diretamente ligadas a diferencas fisico-morfolégicas associadas a cada espécie-alvo
(CHOPA; DESCAMPS, 2012; STEFANAZZI; STADLER; FERRERO, 2011).

Sabendo-se que 0 a-pineno é o composto majoritario do 6leo de J. communis
usado nesse trabalho, podemos observar menores IPO para o 6leo (CLis: -79,55,
CLszo: -95,94 e CLso: -91,13), quando comparadas com 0s vistos para o composto
isoladamente (CLis: -71,98, CLso: -79,46 e ClLso: -72,24), logo, deduzimos que o a-
pineno, por si sO, ndo é o responsavel pela baixa oviposi¢cao vista nos tratamentos
de J. communis, e que possivelmente ha efeito sinérgico entre 0s compostos que

compdem o Oleo essencial (Tabela 4). Os 6leos essenciais parecem ser mais
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eficazes nos quesitos repeléncia e deterréncia na oviposicdo quando comparados
com seus compostos isolados (CHILUWAL et al.,, 2017). Resultados semelhantes
foram relatados para as atividades biolégicas do Oleo essencial de semente de
Cuminum cyminum L. (Apiaceae) e seus principais compostos contra C. chinensis e
S. oryzae (KEDIA et al. 2015a). Sendo assim, o sinergismo dos compostos do 6leo
de J. communis pode ser responsavel pelo efeito de deterréncia na oviposicdo de C.
maculatus.

Trabalhos que abordem o efeito de 6leos essenciais do género Protium sobre
pragas de graos armazenados sao bem raros. Em nosso estudo, o niumero de ovos
contabilizados em sementes tratadas com Oleo essencial de P. pallidum foi
inversamente proporcional ao aumento da concentracdo, ja para P. heptaphyllum
néo foi visto dessa forma, porém o numero de ovos foi significativamente menor no
tratamento, quando comparado com suas respectivas testemunhas (P<0,05). O déleo
de P. heptaphyllum e o0 seu composto majoritario, o limoneno, reduziram
significativamente o nimero de ovos de C. maculatus em feijao-caupi (RODRIGUES,
2018). Resultados semelhantes foram vistos quando testou-se concentracdes
subletais do Oleo essencial de Atalantia monophylla L. (Rutaceae) em C. maculatus
mostrando que o numero de ovos postos por fémeas no controle foi de 75,20,
enquanto para as CLio, CL2o e CLso foram de 28,29; 23,23 e 10,11 ovos / inseto
apos 48 h, concluindo que em todos os tratamentos, a fecundidade foi reduzida
qguando comparada ao controle (NATTUDURAI et al., 2017).
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Tabela 3 indice e classificacdo de preferéncia para oviposicéo de Callosobruchus maculatus obtidos em feijio-caupi tratado e n&o
tratado com 6leos essenciais e a-pineno.

Conc. ngs_Totais . ~
Tratamento (UL/20 g) (MédiatEP) ) tP IPO? Classificacéo
Testemunha Oleo

Gaultheria
procumbens
CLis 0,21 86,4+6,34 69,4+10,27"s 1,210:25 -10,91 Pouco deterrente
ClLso 0,31 105,7+10,99 80,8+19,88" 0,88(0:40) -13,35 Pouco deterrente
CLso 0,47 67,5+9,1 60,0+10,98"s 0,45(0:66) 5,71 Pouco deterrente
Juniperus
communis
ClLis 41,04 165,1+14,01 18,8+6,96* 8,45(<0.0001) -79,55 Deterrente
ClLso 50,54 164,4+7,1 3,4+2,86* 19,50(<0.0001) -95,94 Deterrente
CLso 62,56 151,0+11,23 7+3,31* 10,89(<0.0001) -91,13 Deterrente
Protium
heptaphyllum
ClLis 7,96 113,9+10,68 18,6+5,3* 8,23(<0.0001) -71,92 Deterrente
CL3o 10,91 118,7+10,15 3,2+3,05* 11,30(<0.0001) -94,71 Deterrente
Clso 14,23 69,546,224 0,7+0,51* 10,11 (<0.0001) -98,0 Deterrente
Protium pallidum
ClLis 6,56 73,9+12,08 10+£3,52* 5,01 (=0.0007) -76,16 Deterrente
CLso 8,72 72,6+8,6 12,3+6,06* 4,84(=0,0013) -70,98 Deterrente
Clso 11,65 103,3+10,18 16,5+7,43* 5,68(=0.0003) -72,45 Deterrente
a-pineno
CLis 14,27 190,9+15,03 31,1+14,58* 6,55(0,0001) -71,98 Deterrente
ClLso 18,61 172,2+14,7 19,747,24* 8,29(<0.0001) -79,46 Deterrente
CLso 24,43 183,7+16,88 29,6+8,82* 6,38(=0,0001) -72,24 Deterrente

1IPO - indice de Preferéncia para oviposi¢do [(T-P/T+P)] x 100. IPO varia de 100 para mais estimulante, zero para neutro e -100 para total deterréncia,
*Significativo pelo teste t pareado (P<0,05), NS = ndo significativo.
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O numero médio de insetos emergidos de C. maculatus em gréos de feijao-
caupi tratados com produtos, 6leo essencial de J. communis, P. heptaphyllum, P.
pallidum e o composto, a-pineno, em concentracdes letais e subletais foi
significativamente menor (P<0,05) quando comparado com sua respectiva
testemunha, ao contrario do visto para as sementes tratadas com o 6leo de G.
procumbens (P>0,05) (Tabela 4). Vale ressaltar, que a reducdo maxima na
emergéncia de adultos pode ser vista, apenas para CLsode P. heptaphyllum (Tabela
5).

O percentual de reducdo de emergéncia de adultos (PR) variou entre os
tratamentos, onde quantificamos reducédo de 83,58; 96,99 e 94,46% em sementes
tratadas com a CLis, CLso e CLso aferidas para 6leo essencial de J. communis. Ja
em sementes tratadas com 6leo essencial de P. pallidum, observamos uma reducédo
gue variou de 69,37 a 76,23% (Tabela 4).
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Tabela 4 Porcentagem de reducdo de emergéncia de adultos de C. maculatus obtidos em feijdo-caupi tratado e ndo tratado com
Oleos essenciais e a-pineno.

conc Adul}o; Totais
Tratamento (uL/20 .g) (Média+EP) ] TP PR %!
Testemunha Oleo

Gaultheria procumbens
CLis 0,21 86,416,34 69,4+10,27" 1,21025 10,91
ClLso 0,31 105,7+10,9 77,1+20,48" 0,9(0.34) 15,64
CLso 0,47 67,5+£9,19 60+10,98"s 0,46(0.65 5,88
Juniperus communis
CLis 41,04 126,4+10,48 11,3+4,5* 9,76(<0.0001) 83,58
ClLso 50,54 130,945,01 2,0+1,57* 22,5(<0,000) 96,99
CLso 62,56 115,9+8,49 3,3+3,31* 12,73(<0,0001) 94,46
Protium heptaphyllum
CLis 7,96 97,6+8,64 18,6+3,34* 8,76(<0.0001) 81,07
ClLso 10,61 110,8+9,51 1,3+1,26* 11,38(<0,0001) 97,62
CLso 14,23 69,5+6,24 0* 10,771(<0,0001) 100
Protium pallidum
CLis 6,56 62,3+8,58 8,4+3,0* 5,94(50,0002) 76,23
CLso 8,72 60,2+6,3 10,8+5,50* 4,92(=0,0012) 69,37
CLso 11,65 92,1125 13,245,20* 5,36(=0.0005) 74,92
a-pineno
CLis 14,24 161,8+9,8 28,2+12,9* 7,20(<0,0001) 70,31
ClLso 18,61 155+11,91 18,9+7,23* 8,54(<0,0001) 78,26
CLso 24,43 159,7+13,3 29,3+8,80* 6,34(70,0001) 68,99

PR = (NC — NT)/(NC + NT) x 100, sendo PR, a porcentagem média de reducdo de emergéncia; NC, o nimero médio de insetos emergidos na testemunha; e
NT, o nimero médio de insetos emergidos em cada tratamento com produto (6leo ou composto), *Significativo pelo teste t pareado (P<0,05), NS = néo
significativo.
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Apesar de quantificarmos um percentual de reducdo de emergidos com
valores de 10,91; 15,64 e 5,88% em sementes tratadas com as CLis, CL3zo e CLso,
respectivamente, ndo foram observadas diferengas significativas no nimero médio
de insetos emergidos em sementes tratadas com o0 Oleo essencial de G.
procumbens (P>0,05). Tal resultado ja era esperado, pois 0 0leo nao foi repelente
(P>0,05) e nem inibiu a oviposicéo (P>0,05) de C. maculatus (Figura 1 e Tabela 3).

Foram ainda observadas, maiores percentuais de redugcéo de emergéncia em
sementes tratadas com o 6leo de J. communis (CLis: 83,58, CLzo: 96,99 e CLso:
94,46%) do que com as tratadas com a-pineno (CLis: 70,31, CLso: 78,26 e ClLso:
68,66%), dando mais forca para a nossa teoria, onde, 0 a-pineno isoladamente néo
€ o responsavel pela alta reducédo de emergéncia vista nos tratamentos feitos com
6leo de J. communis (Tabela 5).

O efeito repelente é uma caracteristica importante a ser considerada na
escolha de um 6leo essencial para controlar pragas de produtos armazenados, pois
guanto maior a repeléncia, menor a infestacao, resultando em redugéo ou auséncia
de oviposi¢cado e, consequentemente, menor nimero de insetos emergentes (CHEN
et al., 2015). Oleos essenciais sdo capazes de reduzir o surgimento de progénies de
insetos (AJAYI; OLONISAKIN, 2011). A exemplo, a atividade dos 6leos essenciais
de Cymbopogon martinii (Roxb.) J.F. Watson (Poaceae), Piper aduncum L.
(Piperaceae), P. hispidinervum C. DC. e Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae)
causaram reducdo de ovos viaveis e adultos emergidos de C. maculatus de
aproximadamente 100% em graos de feijdo-caupi (PEREIRA et al., 2008). Ovos de
C. maculatus foram expostos a concentracfes subletais do 6leo essencial de A.
monophylla e foi possivel observar que a emergéncia de adultos foi inversamente
proporcional a concentracdo, sendo vista inibicdo total de emergéncia na CLazo
(NATTUDURAI et al., 2017). Logo, os Oleos essenciais das espécies J. communis,
P. heptaphyllum e P. pallidum, bem como o composto a-pineno podem ser
explorados em C. maculatus, pois sdo capazes de diminuir significativamente a
progénies dessa espécie.

Em nossa pesquisa, a inibigdo total da emergéncia de adultos foi vista na CLso
de P. heptaphyllum, sendo esse 6leo bastante promissor, provavelmente devido ao
seu alto teor de limoneno (63,3%). O d-limoneno foi capaz de reduzir a ecloséo de
ovos de T. castaneum a medida que a concentracdo aumentava (TRIPATHI et al.,

2003). Consoante, um outro isémero, o S- (-) — limoneno, foi capaz de inibir a
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emergéncia de adultos de C. maculatus (AJAYI; APPEL; FADAMIRO, 2014). Logo,
possivelmente, a presenca majoritaria desse composto em 0Oleos essenciais como o
de P. heptaphyllum, seja responsavel, em grande parte, pela inibicdo na emergéncia
de novos adultos.

3.3 Efeito da toxicidade por fumigagdo dos Oleos essenciais e a-pineno em C.
maculatus

Os baixos valores de y? e altos valores de P para cada curva de
concentracdo-mortalidade (y? <5,35 e P>0,05) conferem adequac¢do do modelo de
Probit como elucidativo do efeito fumigante dos produtos testados (Tabela 3).

As concentragdes letais CLso estimadas para os produtos G. procumbens, P.
pallidum e a-pineno foram 12,14; 252,34 e 259,40 pL / L, respectivamente, ja para
CLos foram de 75,01; 367,92 e 458,86 uL / L, respectivamente, porém o 6leo de G.
procumbens foi 0 mais téxico, sem sobreposicdo com os demais (Tabela 3).

O 6leo essencial de G. procumbens apresenta maiores razfes de toxicidade
(RTs0: 21,36; RTes: 6,11) quando comparado com o de menor toxicidade, a-pineno.
Entretanto, houve uma variagdo na inclinacdo na reta da equacédo dos produtos
testados, onde o Gleo essencial de P. pallidum mostrou maior inclinagédo (10,04+1,4)
demonstrando que pequenos acréscimos na concentracdo desse, garantem altas
respostas de mortalidade (Tabela 3).

Em nossos resultados a quantidade necessaria do 6leo de G. procumbens
para causar mortalidade por fumigacdo em C. maculatus foi consideravelmente
menor quando comparados com P. pallidum e a-pineno. O principal componente
presente no 6leo de G. procumbens, o salicilato de metila, é caracterizado por ser
um composto com elevada volatilidade (NOVELINO; DAEMON; SOARES, 2007). A
heterogeneidade toxicoldgica dos 6leos essenciais, pode estar associada a varios
fatores, como a origem do Oleo, método de extracdo, parte da planta coletada,
podendo influenciar na composicdo final do o6leo (CAMPOLO et al.,, 2018).
Entretanto, fatores como os diferentes niveis de susceptibilidade dos insetos-alvo
com base em respostas metabdlicas, bioquimicas, fisiolégicas e diferencas
morfolégicas como tamanho do corpo, textura e espessura da cuticula podem afetar
a toxicidade dos produtos (STEFANAZZI et al., 2011; CHOPA; DESCAMPS, 2012).
Justificando porque, as vezes, sdo necessarias maiores ou menores quantidades de

diferentes produtos que causem uma determinada mortalidade a um mesmo inseto-
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alvo, e especificamente no caso do 6leo de G. procumbens, a toxicidade fumigante é
provavelmente favorecida pela alta volatidade do seu principal composto, o salicilato
de metila.

O Oleo essencial de G. procumbens e 0 composto majoritario, salicilato de
metila, ja tiveram sua atividade fumigante descrita para outras pragas de produtos
armazenados, assim como, a capacidade de interferéncia desses na atividade
enzimatica e no sistema de defesa antioxidante dos insetos. O Oleo essencial de G.
procumbens e o composto, salicilato de metila exibiram 100% de mortalidade nas
concentracbes 150 e 5 yL / L de ar, contra S. oryzae e Rhyzopertha dominica F.
(Coleoptera, Bostrichidae) respectivamente, apds 24 h de exposicdo. Ainda nesse
trabalho foi observada uma inibicdo discreta da atividade enzimética da
acetilcolinesterase (AChE) e mais expressiva no sistema de defesa antioxidante
[superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa reduzida (GSH) e
glutationa oxidada (GSSG)], que s&o responsaveis por refletir os distarbios
bioguimicos/metabdlicos de um organismo, resultando em morte celular (KIRAN;
PRAKASH, 2015). Possivelmente esses mecanismos podem ser responsaveis pela
alta toxidade de G. procumbens sobre C. maculatus.

Compostos presentes no Oleo P. pallidum, bem como o a-pineno, séo
classificados como monoterpenos, téxicos a insetos, capazes de perturbar o
aparelhamento enzimatico. Os 0Oleos essenciais e 0S monoterpendides séo
responsaveis por inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e ainda
afetar os receptores de octopamina que € um neurotransmissor, neurohorménio e
neurohorménio-neuromodulador circulante, que quando interrompido resulta em
colapso total do sistema nervoso em insetos, causando a sua morte (SENDI;
EBADOLLAHI, 2014). A atividade de importantes enzimas em C. maculatus podem
ser afetadas pelo a-pineno, bem como, por componentes presentes no Oleo de P.
pallidum causando mortalidade.

Os Oleos essenciais e seus compostos sao alternativas importantes aos
inseticidas convencionais, pois possuem persisténcia limitada no ambiente, baixa
toxicidade para mamiferos e pouca probabilidade de induzir resisténcia (SPOCHACZ
et al., 2018). Oleos essenciais de Eugenia caryophyllus Spreng (Myrtaceae) e
lllicium verum Hook. F. (llliciaceae) foram toxicos a C. maculatus, aferindo CLso de
22,36 e 20,27uL / L de ar, respectivamente (MATOS et al.,, 2020). Ja os 6leos

essenciais de Pistacia khinjuk Stocks e Pistacia
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atlantica Desf. Subsp. kurdica (Zohary) (Anacardiaceae) foram testados contra C.
maculatus e a toxicidade variou de acordo com a parte da planta (fruto, folhas e
goma) utilizada para extracdo do 6leo, sendo que o Oleo essencial da goma de P.
atlantica Desf. Subsp. kurdica apresentou a maior atividade fumigante (CL so: 7,0 pL
/ L de ar) (POURYA et al., 2018). Os oleos das espécies Citrus latifolia Tanaka,
Citrus reticulata Blanco, Citrus sinensis L. Osbeck e Citrus paradisi Macf.
(Rutaceae) foram descritos como toxicos a C. maculatus com CLso que variaram de
10,02 2 12,98uL /L de ar e CLos de 14,18 a 14,86 yL / L de ar (DUTRA et al., 2016).
Monoterpenos como E-anethole, estragole, S-carvone, Linalool, L-fenchone, geraniol
e y-terpinene sao indicados como toxicos a C. maculatus por causarem 100% de
mortalidade em adultos a uma concentracdo de 16,7 yL / L de ar (MBATA; PAYTON,
2013). A toxicidade por fumigacdo do o6leo essencial de P. pallidum sobre C.
maculatus, € relatada pela primeira vez, sendo essa informacado pioneira para o

manejo de C. maculatus.
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Tratamento N GL Inclinagdo+EP CLso(IC)* RTso CLogs (IC)* RTos %2 P!
Gaultheria 12,14 75,01
procumbens 400 3 2,07%0,2 (10,13-14,18) 21,36 (56, 59-111,84) 6,11 526 0.15
Protium pallidum 320 2 10,04+1,4 (20822592—556 80) 1,02 (30836623??529 96) 1,24 4,79 0,09
. 259,40 458,86
a-pineno 480 4 6,64+0,53 (246,44-273 48) - (417,17-520,66) 5,35 0,25

*uL / L DE ar, N = nimero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade, EP = erro padrdo da média, IC = intervalo de confianca, RT = raz&o de

toxicidade,y? = Qui-quadrado, 1= Valor de probabilidade para o modelo de Probit (P>0,05).
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3.4Avaliagéo do efeito de Oleos essenciais e a-pineno sobre a germinagao de
feijdo-caupi

O percentual de germinacao de sementes de feijdo-caupi permaneceu acima
de 97% em todas os periodos de exposicdo a G. procumbens, J. communis e a-
pineno, e apenas houve diferenga entre o0s tratamentos nos tempos de
armazenamento 46 e 71 dias (P<0,05). (Tabela 6).

Apesar das diferencas significativas encontradas entre os tratamentos,
revelando reducdo da germinacéo para J. communis em relacdo a testemunha no
tempo 46, o alto percentual de germinacédo permanece acima do recomendado pelo
Ministério da Agricultura conforme estabelecido pela Instrucdo Normativa n° 45
(MAPA, 2013), onde o minimo necessario seria de 85%. Os 0leos essenciais de
espécies vegetais [lllicium verum Hook.f. (llliciaceae), Bursera delpechiana Poisson
ex Engl. (Burseraceae), Croton anisatum Baill. (Euphorbiaceae), Cinnamomum
cassia (L.) Presl. (Lauraceae) e Aniba rosaeaodora Ducke. (Lauraceae)] bem como
seus principais compostos (trans-anethole, trans-cinnamaldehyde, linalool e linalyl
acetate) e o composto majoritario de G. fragrantissima, salicilato de metila, tiveram
sua atividade inseticida descrita para C. chinensis, e ndo afetaram a viabilidade das
sementes de feijao adzuki que permaneceu com germinagdo acima de 90%
(CHILUWAL et al.,, 2017). A germinacdo de sementes de feijdo-caupi nao foi
significativamente afetada pelo 6leo de Thuja occidentalis L. (Cupressaceae) com
percentual de 88 a 97% (KETIA et al., 2001a). Resultado anéalogo foi visto em
sementes de caupi tratadas com 6leo de Ocimum spp. (Lamiaceae) (KEITA et al.,
2001b). No presente trabalho, foi possivel observar que sementes tratadas com
Oleos de G. procumbens e J. communis e composto a-pineno nao tem sua
germinabilidade diminuida e permanece com percentual de germinacdo acima de
85%, independentemente do tempo de avaliacao.

Independentemente do tempo de armazenamento, 0 a-pineno ndo diminuiu a
massa seca de plantulas de feijdo-caupi (P>0,05). Resultado semelhante foi visto
para o Oleo de G. procumbens, porém apenas nos tempos 38 e 56 (P>0,05). Ja em
sementes tratadas com o6leo de J. communis ndo houve reducédo da massa seca de
plantulas apenas no tempo de avaliagéo final, 71 dias (P>0,05) (Tabela 6).

N&o foram observadas diferengas significativas nos tempos médios de

germinacao e nem na velocidade média de germinacdo de sementes de feijado-caupi
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tratadas com os Oleos essenciais de G. procumbens, J. communis, bem como o
composto a-pineno quando comparados com a testemunha (P>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 Percentual de germinacgéo, tempo médio de germinacéo, velocidade média
de germinacdo e massa fresca de plantulas de feijdo-caupi submetidas a diferentes
tratamentos em tempo de armazenamento.

---Periodo de armazenamento (Dias)----

Variavel Tratamentos
38 46 56 71
%G*t Testemunha 99,5(NS) 99,5a 99,5NS) 99 5ab
Gaultheria procumbens 100 98,5ab 99 100 a
Juniperus communis 99,5 97 b 99 98 b
a-pineno 99,5 100a 99 99 ab
MS? Testemunha 0,09a 0,09a 0,09a 0,09a

Gaultheria procumbens  0,08ab 0,08 b 0,09ab 0,07 b
Juniperus communis 0,07 b 0,07 b 0,08 b  0,08ab

a-pineno 0,09ab 0,08ab 0,08ab 0,09a
TMG3 Testemunha 2,03(\S) 2,03(\S) 2,03(NS) 2 03(NS)
Gaultheria procumbens 2,01 2,01 2,01 2,00
Juniperus communis 2,00 2,00 2,00 2,07
a-pineno 2,01 2,02 2,00 2,01
VGM* Testemunha 0,49(Ns) 0,49(NS) 0,49NS)  0,49(NS)
Gaultheria procumbens 0,49 0,49 0,49 0,50
Juniperus communis 0,50 0,50 0,50 0,48
a-pineno 0,49 0,49 0,50 0,49

NS: néo significativo. Medias seguidas por letras desiguais na coluna diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey (P<0,05). 1: Percentual de germinagéo. 2: Massa fresca em g plantula. 3:
Tempo médio de germinacéo. 4: Velocidade média de germinagéo.

O IVG dentro dos tratamentos de G. procumbens e a-pineno nao diferenciou
estatisticamente, independentemente do tempo avaliado (P>0,05) (Tabela 7). Em
trés dos quatros tempos de armazenamento, 38, 46 e 56, todos os tratamentos nao
diferiram da testemunha (P>0,05). O 6leo de J. communis, foi 0 Unico tratamento a
atrasar a germinacdo no periodo 71 dias quando comparado com a testemunha e
demais tratamentos (P<0,05) (Tabela 7).

Embora o IVG seja frequentemente expresso sem unidade, a equacgao
relaciona o numero de sementes germinadas por unidade de tempo, e traz a
informacdo de que quanto maior for a velocidade de germinacdo, mais vigoroso € o
lote de sementes (NAKAGAWA, 1999), mostrando que os 0leos aqui testados e o a-
pineno, ndo diminuem o vigor das sementes de feijdo-caupi nesse parametro, com
excecao de J. communis aos 71 dias de armazenamento.

Houve interacao significativa entre os fatores (tempos de amarezenamento e

tratamentos) (P<0,05) (Tabela 7). O peso da massa fresca de plantulas dentro do
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tratamento de G. procumbens néo diferenciou estatisticamente, independentemente
do periodo avaliado (P>0,05), ja o 6leo de J. communis ndo apresentou diferenca
significativa entre si nos periodos 46, 56 e 71 (P>0,05), porém apresentaram
diferenca significativa quando comparada com o periodo inicial de 38 dias (P<0,05).
Diferenca significativa foi observada para o composto a-pineno aos 71 dias, quando
comparados com a exposi¢cdo ao composto por 38 dias (P<0,05). Aos 38 dias de
armazenamento foi observado um incremento de massa fresca nas plantulas
provenientes de sementes tratadas com J. communis, em relagdo a testemunha
(P<0,05). Nesse mesmo tempo a massa fresca de plantulas provenientes de
sementes tratadas com Oleo de G. procumbens e a-pineno, ndo diferiam da
testemunha (P>0,05). No periodo de armazenamento 46 todos os produtos se
equiparavam a testemunha no quesito massa fresca (P>0,05). N&o foram
observadas diferencas significativas para os tratamentos dentro dos periodos 56 e
71 dias (P>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 indice de velocidade de germinagédo e massa fresca de plantulas de feijéo-
caupi submetidos a diferentes tratamentos e tempos de armazenamento.

. ---Periodo de armazenamento (Dias)---
Variavel Tratamentos

38 46 56 71

IVG?
Testemunha 2458 aA 2458aA 24,58aA 24,58 aA
Gaultheria procumbens 24,91 aA 24,54 aA 24,66 aA 25,0 aA
Juniperus communis 24,87 aA 24,25aAB 24,75aA 23,79 bB

a-pineno 24,72 aA 24,83 aA 24,75aA 24,66 aA
MF?2

Testemunha 0,90 bcA 0,90abA 0,90 aA 0,90 aA

Gaultheria procumbens 0,83 cA 0,87 bA 0,94 aA 0,84 aA

Juniperus communis 1,08 aA 0,94abB 0,95 aB 0,87 aB

a-pineno 0,95 bA 0,99aA 0,89aAB 0,83 aB

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente na coluna (minuscula) e na linha
(mailscula) pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para cada variavel analisada
isoladamente. 1: indice de velocidade de emergéncia. 2: Massa fresca em g plantula.

No geral, os paramentos germinativos avaliados neste trabalho nao foram
afetados pela aplicagcdo do oOleo de G. procumbens e a-pineno, exceto para J.
communis. Ja se sabe que extratos a base de plantas influenciam diferentemente
nos parametros que afetam a qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes (GOMES
et al., 2016) e podem ser fitotoxicos (RICCIONI et al., 2019), mas existem excecoes
baseadas em niveis de tolerancia da semente-alvo (ULLAH et al., 2013). Logo, o

tratamento de sementes de feijdo-caupi variedade Guariba, nas concentracdes
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utilizadas neste trabalho com 6leo essencial de G. procumbens, J. communis e 0
composto a-pineno para o manejo de C. maculatus ndo sao fitotoxicos, sem afetar a
viabilidade e nem o vigor no processo de germinacao.

Geralmente, trabalhos de toxicidade que abordam Oleos essenciais e seus
compostos como ferramentas no manejo de pragas de graos/sementes
armazenadas nao levam em consideracdo os efeitos desses tratamentos na
germinacao (DA SILVA MOURA et al., 2019) e quando sdo abordados, se resumem
ao percentual de germinacao (CHILUWAL et al., 2017).

Alguns 6leos podem nédo afetar o percentual de germinagcdo, porém pode
afetar outras varidveis como 0 peso da massa seca e fresca de plantulas, dentre
outras variaveis que podem sinalizar a perda de vigor de lotes de sementes. O
extrato aquoso a base de plantas influencia negativamente no peso seco e fresco de
plantulas de feijdo-caupi e milheto (ALAGESABOOPATHI, 2010) e no peso fresco e
seco da parte aérea e da raiz de trigo (ULLAH et al., 2013). Contrariamente em
nossos resultados, o feijdo-caupi tratado com 6leo de J. communis na concentracao
122 uL / 20 g e seu composto majoritario, a-pineno, na concentracdo 57,31 yL /20 g
deram origem a plantulas com massas iguais ou acima da testemunha, a depender
do periodo de armazenamento. Semelhantemente, o extrato volatil de 6éleo
essencial de jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holm.) (Rutaceae)
estimulou o crescimento da radicula e ndo provoca inibicdo da germinacdo de
sementes de alface, caracterizando-se como de efeito alelopéatico benéfico (ALVES
et al., 2004). Logo, o 6leo essencial de J. communis e a-pineno, apresentam efeito
estimulante, refletindo incremento de massa fresca em plantulas de feijao-caupi.

Averiguacdes precedentes tentaram identificar o efeito fitotoxico de
constituintes Unicos de 6leos essenciais (ISMAN 2000; DE MARTINO et al., 2010), o
que nao deixa de ser dispensavel, mas como ja se sabe, os 6leos essenciais sdo de
natureza muito complexa, pois geralmente sdo compostos por uma mistura de
muitos componentes ativos em concentragbes distintas (BHAVANIRAMYA et al.,
2019), o que torna dificil extrapolar a sua toxicidade a partir dos dados de um dos
supostos compostos toxicos (BUCKLE, 2016); ao mesmo tempo que, a enorme
variedade de compostos ativos a serem testados e a natureza alelopatica dos
metabdlitos tornaram o esfor¢o muito complexo (RICCIONI et al., 2019). Vale ainda
advertir que as metodologias variam bastante e que a toxicidade geralmente é

dependente da concentragdo utilizada (DOMENE et al., 2016), o que deixa a
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discussdo mais dificil e imprecisa. Ressaltamos a importancia dos nossos
resultados, ja que ndo ha relato de efeitos fitotoxicos de 6leos essenciais de G.
procumbens e J. communis, e do composto oa-pineno usados na protecdo de
sementes de feijao-caupi contra o ataque de C. maculatus.

Resumidamente, os 6leos de G. procumbens, J. communis e 0 a-pineno
exibem toxicidade por contato, causando deterréncia na oviposi¢cao e na emergéncia
de adultos de C. maculatus, sendo apontados como promissores no manejo dessa
praga e para maiores esclarecimentos, sugere-se que 0S compostos majoritarios de
P. pallidum deveriam ser testados separadamente para a elucidacao da toxicidade.

Os Oleos de G. procumbens, J. communis e 0 composto a-pineno exercem
alta atividade fumigante sobre C. maculatus, sendo que o 6leo de G. procumbens se
destaca entre os testados por ser letal em baixas concentracdes.

Os resultados enfatizam que a repeléncia vista nos 6leos essenciais de J.
communis, P. pallidum, P. heptaphyllum e o a-pineno é um efeito subletal,
resultando na diminuicdo da oviposicdo e na emergéncia de adultos de C.
maculatus.

O o6leo de G. procumbens e 0 a-pineno ndo sao fitotoxicos ao feijdo-caupi,
pois ndo afetam a germinacdo e nem o vigor de sementes de feijao-caupi. E
especificamente o 6leo essencial de J. communis e 0 a-pineno sdo capazes de
aumentar a massa fresca em plantulas de feijao-caupi, quando comparados com a

testemunha.
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4 CONCLUSOES

O a-pineno, bem como os 0leos essenciais de P. pallidum e G. procumbens
sdo toxicos por contato a C. maculatus, diminuindo a oviposicdo e

emergéncia de adultos significativamente.

Os Oleos essenciais de G. procumbens e P. pallidum, assim como 0 a-pineno
sdo toxicos por fumigacdo contra C. maculatus, sendo o 6leo essencial de G.
procumbens o mais promissor nesta atividade.

Os dleos essenciais de J. communis, P. heptaphyllum e P. pallidum, assim
como 0 a-pineno, sao repelentes a C. maculatus, diminuindo a oviposi¢ao e
emergéncia de adultos significativamente.

O dleo essencial de G. procumbens, bem como o0 a-pineno ndo diminuem a
germinacao e nem o vigor de sementes de feijao-caupi.

O dleo essencial de J. communis e 0 a-pineno sdo capazes de aumentar a
massa fresca em plantulas de feijao-caupi, quando comparado com a

testemunha.
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Capitulo 3: Toxicidade e repeléncia de 6leos essenciais e a-pineno no manejo
de Zabrotes subfasciatus (Bohemann, 1833) (Coleoptera: Chrysomelidae:

Bruchinae) em feijdo comum

RESUMO

Zabrotes subfasciatus é a principal praga do feijao comum armazenado e o uso de
Oleos essenciais e seus componentes tém se mostrado promissor para 0 manejo
dessa praga. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade por contato,
fumigacdo e efeito repelente de a-pineno e dos 6leos essenciais das espécies
Gaultheria procumbens, Juniperus communis, Protium heptaphyllum e Protium
pallidum no manejo de Z. subfasciatus em feijdo comum armazenado. Foram
calculadas concentragdes letais por contato e fumigagcao e subletais por contato. As
concentracbes subletais calculadas no teste de contato, foram testadas para
avaliacdo do efeito repelente. No teste de contato a CLso foi de 1,09 uyL /20 g para
G. procumbens, 4,32 uL / 20 g para P. heptaphyllum, 4,06 pyL / 20 g para P. pallidum,
9,53 uL / 20 g para J. communis, 17,83 yL / 20 g para a-pineno. Todos os produtos
diminuiram a oviposicdo e a emergéncia de novos adultos. A toxicidade por
fumigacao variou com CLso de 31,60; 48,97; 112,92; 183,46 e 241,57 yL / L de ar
para G. procumbens, P. heptaphyllum, P. pallidum, J. communis e a-pineno,
respectivamente. Todos 0s 6leos essenciais repeliram adultos de Z. subfasciatus
significativamente em concentracdes subletais. Todos o0s O6leos apresentam
atividade deterrente na oviposicdo com énfase para 6leos de G. procumbens e P.
pallidum que reduziram a oviposicdo em 100%, porém o a-pineno foi deterrente
apenas na CLso. Conclui-se que os produtos testados séo toxicos a Z. subfasciatus e
podem ser usados como ferramentas no manejo dessa espécie.

Palavras-chave: Contato, fumigacao, deterréncia, caruncho, efeito subletal
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ABSTRACT

Zabrotes subfasciatus is the main pest of stored common beans and the use of
essential oils and their components has shown to be promising for the management
of this pest. Therefore, the objective of this study was to evaluate the contact toxicity,
fumigation and repellent effect of a-pinene and essential oils of the species
Gaultheria procumbens, Juniperus communis, Protium heptaphyllum and Protium
pallidum in the management of Z. subfasciatus in stored common beans. Lethal
concentrations per contact and fumigation and sublethals per contact were
calculated. The sublethal concentrations calculated in the contact test were tested to
assess the repellent effect. In the contact test, the LCso was 1.09 uL / 20 g for G.
procumbens, 4.32 yL / 20 g for P. heptaphyllum, 4.06 pyL / 20 g for P. pallidum, 9.53
pL / 20 g for J. communis, 17.83 pL / 20 g for a-pinene. All products reduced
oviposition and the emergence of new adults. Fumigation toxicity varied with LCso of
31.60; 48.97; 112.92; 183.46 and 241.57 uyL / L of air for G. procumbens, P.
heptaphyllum, P. pallidum, J. communis and a-pinene, respectively. All essential oils
repelled adults from Z. subfasciatus significantly at sublethal concentrations. All oils
have a deterrent activity in oviposition with an emphasis on oils from G. procumbens
and P. pallidum, which reduced oviposition by 100%, but a-pinene was deterrent only
at LCso. It is concluded that the tested products are toxic to Z. subfasciatus and can
be used as tools in the management of this species.

Keywords: Contact, fumigation, deterrence, weevil, sublethal effect.
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1 INTRODUCAO

O feijdo comum [Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae)] € uma leguminosa que
tem um papel importante na dieta alimentar da populacdo e na geracédo de renda
(FERREIRA; MARIA E FARIA, 2002; BROUGHTON, 2003). Os rendimentos da
cultura séo reduzidos e desestabilizados por pragas que também afetam a qualidade
dos produtos colhidos. O caruncho Zabrotes subfasciatus (Bohemann, 1833)
(Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) alimenta-se de grdos armazenados e,
portanto, possui grande relevancia econémica e social, pois seu principal hospedeiro
é o feijdo comum (P. vulgaris), uma importante fonte de proteina na América Latina e
na Africa (TEXEIRA; BEIJO; BARCHUK, 2016).

O grau de dano causado por Z. subfasciatus pode ser ainda maior,
dependendo do periodo e das condi¢cbes de armazenamento (BAYIH; TAMIRU;
EGIGU, 2018). Além disso, as injarias causadas aos graos pelos carunchos afetam
a palatabilidade, o odor, aumenta a presenca de microrganismos, reduzem a
qualidade nutricional, resultando em perda de peso e valor de mercado do feijao
(BALDIN; LARA, 2008; DENDY; CREDLAND, 1991; ABATE; AMPOFO, 1996).

O controle convencional de pragas no armazenamento usando inseticidas
sintéticos resulta em varias consequéncias indesejaveis (BAYIH; TAMIRU; EGIGU,
2018), como por exemplo, o desenvolvimento de resisténcia pela praga (WILLIAMS;
HAMMITT, 2001; ABOUSEADAA et al., 2015), riscos ambientais generalizados
(NAYAKA; DAGLISH; PHILLIPS, 2015) e riscos a saude no manuseio e aplicacdo
(CARNEIRO, 2015).

Nos ultimos anos, os Oleos essenciais vem ganhando destague como
potenciais inseticidas botanicos contra pragas de armazenamento a partir da
avaliacdo da toxicidade por diferentes métodos (BERNARDES et al., 2018; BRITO et
al., 2015; FRANCA et al., 2012) e as pesquisas ainda mostram que esses 0leos
essenciais sdo altamente lipofilicos e tém a capacidade de penetrar através da
cuticula de inseto (TRIPATHI et al. 2009).

Muitos compostos naturais isolados de plantas demonstraram um amplo
espectro de atividades biol6gicas (SENDI; EBADOLLAHI, 2014). Tanto Oleos
essenciais, como compostos isolados tém sido fontes promissoras de inseticidas de
contato, fumigacdo e repelentes contra uma diversidade de pragas de gréaos
armazenados (SPOCHACZ et al., 2018).
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Compreender o modo de acdo dos inseticidas botanicos é importante para
atrasar o desenvolvimento de resisténcia a inseticidas em pragas de insetos-alvo
(SOUJANYA, et al., 2016). Varios autores trabalharam no modo de acdo dos
botanicos contra pragas de insetos de armazenamento (TALUKDER et al. 2004;
COPPING; DUKE 2007; RATTAN 2010). A atividade inseticida de monoterpenos
hidrocarbonetos, a exemplo, 0 a-pineno, quanto de Oleos essenciais de plantas, é
resultado da interferéncia em importantes enzimas, como a acetilcolinesterase
(AChE) (PRAVEENA; SANJAYAN, 2011; LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010;
SOUZA et al.,, 2012; SAAD; ABOU-TALEB; ABDELGALEIL, 2018). A inibicdo da
atividade da AChE ocorreu em adultos de Sitophilus oryzae (L.) quando expostos a
concentracdes subletais de a-pineno por fumigacado (CHAUBEY, 2012a).

Oleos essenciais das espécies Gaultheria procumbens L. (Ericaceae),
Juniperus communis L. (Cupressaceae), Protium heptaphyllum (Aubl.) March.
(Burseraceae) bem como o composto a-pineno séo descritos como toxicos a pragas
que atacam grédos em armazeéns como Sitophilus zeamais L. (Coleoptera:
Curculionidae), Tribolium castaneum Herbst. (Tenebrionidae), Sitophilus oryzae L.
(Coleoptera: Curculionidae), Rhyzopertha dominica Fabr. (Coleoptera: Bostrichidae),
Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae),
Sitophilus granaries L. (Coleoptera: Curculionidae) (KIM; LEE, 2014; KIRAN;
PRAKASH, 2015a; YAZDGERDIAN, AKHTAR; ISMAN, 2015; SHAFAIE et al., 2019;
RODRIGUES, 2018), porém nao héa relatos dos efeitos desses sobre Z.
subfasciatus.

A partir disso, para substituir moléculas ambientalmente agressivas de
inseticidas sintéticos por inseticidas naturais € necessario realizar estudos de
bioprospeccdo (bioensaios toxicolégicos juntamente com a separacao
cromatografica) para isolar e identificar novos compostos ativos de plantas
(GONCALVES et al.,, 2019). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade e efeito repelente do a-pineno e dos Oleos essenciais das espécies
Gaultheria procumbens, Juniperus communis, Protium heptaphyllum e Protium

pallidum no manejo de Zabrotes subfasciatus em feijdo comum armazenado.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de toxicidade por contato, fumigacdo e repeléncia foram

desenvolvidos no Laboratério de Entomologia no Centro de Ciéncias Agrarias - CCA
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da Universidade Federal do Piaui - UFPI, sob condi¢cdes controladas de temperatura,

umidade relativa e fotofase.

2.1 Eliminacéo da infestacéo e equilibrio da umidade dos graos

Os graos de feijdo comum utilizados para a criacdo dos insetos e
experimentos, foram pré-selecionados e secos, acondicionados em sacos plasticos
e mantidos em freezer sob temperatura de —10°C, durante sete dias, para a
eliminacdo de eventuais infestacdes de insetos provenientes do campo. Apés a
retirada, os graos foram transferidos para frascos de vidro e mantidas no laboratorio
durante 10 dias com a finalidade de atingirem o equilibrio higroscépico em

temperatura de 27° £ 2°C e umidade relativa de 60%.

2.2 Criacao de Zabrotes subfasciatus

A criacdo estoque dos insetos € mantida no Laboratério de Entomologia do
Centro de Ciéncias das Natureza - CCN. Esses foram multiplicados por diversas
geracOes em feijdo comum tipo carioca em recipiente de vidro ou plasticos, com
tampa perfurada para permitir as trocas gasosas. Os insetos foram confinados por
48 horas nos recipientes com feijdo para efetuarem a oviposicdo. Apds o
confinamento os grdos eram peneirados e 0s insetos descartados. Os recipientes
eram mantidos em sala de criagio com temperatura controlada em
aproximadamente 27° + 2°C e umidade relativa de 60 + 5%, até a emergéncia dos
adultos. Tal procedimento foi repetido por sucessivas geracdes até se findar a
montagem dos experimentos, com a finalidade de garantir a quantidade de adultos

necessaria para a realizacao dos testes.

2.3 Obtencéo dos Oleos essenciais e a-pineno

O composto a-pineno com 98% de pureza foi adquirido da empresa Sigma-
Aldrich Brasil LTDA e os 6leos essenciais de Gaultheria procumbens L. (Ericaceae)
(Wintergreen) e Juniperus communis L. (Cupressaceae) (Zimbro) ambos
porveninetes de frutos, foram adquiridos da empresa FERQUIMA® Indlstria e
Comércio LTDA; Ja o 6leo essencial proveniente da resina de Protium pallidum
Cuatrec. (Burseraceae) (Breu branco) foi adquirido na empresa Terra Flor Industria e
Comércio de Aromaterapicos LTDA e Protium heptaphyllum (Aubl.)) March.
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(Burseraceae) (Almécega) obtido pelo processo de hidrodestilacdo da resina

descrito a seguir:

A resina foi adquirida no comércio local de Teresina — PI, com centro de
origem na cidade de Timon-MA. O processo de extracdo do 6leo da resina de P.
heptaphyllum foi realizado no Laboratorio de Quimica Orgéanica localizado no Centro
de Ciéncias da Natureza — CCN, pelo método de hidrodestilagdo em aparelho do
tipo Clevenger modificado (CRAVEIRO et al.,1981; SILVA et al., 2019). Em um bal&o
de fundo redondo, foram utilizados 500 g de resina e 3 litros de agua destilada. O
processo de extragdo ocorreu por cerca de 4 h, em temperatura constante para a
manutencdo da ebulicdo. Decorrido esse tempo, coletou-se o hidrolato sendo este
particionado em funil de separacao para eliminacdo da fase aquosa e recuperagao
do Oleo essencial. ApGs a extracdo, o Oleo ficou mantido sob refrigeracdo a uma

temperatura de -10°C.

2.4 Teste de toxicidade por contato

Foram utilizadas diferentes concentracbes obtidas em testes preliminares
para cada produto: 6leos essenciais [G. procumbens (0,5; 1,0; 1,3; 2,0 e 4,0 yL / 20
g), J. communis (10, 20, 30 e 40 pyL / 20 g), P. pallidum (1, 10, 20, 25 e 35 pyL / 20 g)
e P. heptaphyllum (2,1; 3,0; 7,0 e 10,0 uL / 20 g)]; e o a-pineno (5, 12, 18, 30, 40 e
50 yL / 20 g). Cada unidade experimental foi constituida de 20 g de feijdo comum
tipo carioca, tratados com os produtos individualmente e um controle (sem adicdo de
produto). Estes foram acondicionados em recipientes plasticos de 100 mL com
tampa perfurada para permitir as trocas gasosas. Os produtos foram impregnados
nos graos de feijdo por meio de micropipetador automéatico de volume variavel. Em
seguida, os recipientes foram submetidos a agitacdo manual por 1 minuto, para
distribuir uniformemente os produtos nos grdos. Apds esse processo em cada
repeticdo foram adicionadas 10 fémeas adultas de Z. subfasciatus com 0-48h de
idade. Para cada tratamento foram utilizadas cinco repeticbes. A avaliacdo de
mortalidade foi realizada 48 h ap6s a montagem do experimento, sendo considerado

morto o inseto que ndo respondesse a estimulos mecanicos.

2.5 Efeito repelente

Foram utilizadas as CLis5, CL3o e CLso calculadas nos testes de contato, dos

produtos, a fim de se observar o comportamento do efeito repelente de cada produto
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nas respectivas concentracdes. Os testes foram conduzidos em arenas formadas
por trés recipientes plasticos com volume de 100 mL cada. Esses foram alinhados
de modo equidistante e interligados por tubos plasticos cilindricos com 0,6 cm de
didmetro e 10 cm de comprimento. Num dos recipientes laterais foram colocados 20
g de feijao comum, sem o0 Oleo (controle) e na outra a mesma quantidade de feijao
comum impregnado com a respectiva concentracdo de cada produto
individualmente, seguido de encerramento com tampa perfurada para permitir as
trocas gasosas. Os graos que foram tratados com produtos passaram pelo mesmo
processo de uniformizacdo que no teste de toxicidade por contato. No recipiente
central foram liberados dezesseis adultos ndo sexados de Z. subfasciatus com 0-48
h de idade para cada repeticdo. Utilizou-se para cada experimento dois tratamentos
(gréos tratados e controle) e 10 repeticdes. A quantificacdo do nimero de insetos
atraidos para cada recipiente foi realizada 24 h apds a montagem do experimento. O
numero de ovos foi contabilizado aos 12 dias e os insetos emergidos do 19° ao 28°

dia ap6s o confinamento.

2.6 Teste de toxicidade por fumigacéo

Foram utilizadas diferentes concentracbes para cada produto: Oleos
essenciais [G. procumbens (15, 20, 60, 70 e 100 yL / L de ar), J. communis (180,
300, 400 e 500 pL / L), P. pallidum (50, 100, 200, 300 e 350 pyL / L) e P.
heptaphyllum (30, 50, 100 e 450 uL / L)]; e o a-pineno (120, 180, 250, 300 e 400 pL /
L). Para a avaliacdo do efeito fumigante dos produtos sobre adultos de Z.
subfasciatus foram utilizados recipientes plasticos transparentes de polipropileno
com tampa rosqueavel, de volume conhecido (100 mL), onde foram colocados 20
individuos ndo sexados com 0-48 h de idade para cada repeticdo. Os produtos
foram impregnados com auxilio de uma micropipeta automatica, em tiras de papel
de filtro de 5 x 2 cm, fixadas na superficie inferior da tampa dos recipientes. Para
evitar o contato direto dos insetos com os produtos foi utilizado um tecido poroso
(voil), entre a tampa e o recipiente propriamente dito. Os recipientes foram vedados
com fita adesiva, visando evitar a saida dos vapores. Para cada tratamento foram
utilizadas quatro repeticbes. A avaliagcdo de mortalidade foi realizada 48 h apos a
montagem do experimento, sendo considerado morto o inseto que ndo respondesse

a estimulos mecanicos.
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2.7 Andlise estatistica e delineamento experimental

Em todos os testes o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
onde o numero de tratamentos variou conforme as concentra¢gdes utilizadas.

Para o teste de contato, as concentracdes necessarias para matar 15, 30, 50
e 95% da populagéo (CLis, CLso, CLso e CLgs) dos 6leos e a-pineno foram calculadas
pelo PROC PROBIT. As razdes de toxicidade (RT) foram obtidas individualmente
para cada CL, através do quociente entre a CL1s, CL3o, CLso € CLgs do produto que
apresentou menor toxicidade (maior concentracao) pelas CL1s, CL3o, CLso € CLos dos
produtos restantes. As médias de numeros de ovos e de insetos emergidos foram
transformados em log(x) para atenderem aos pressupostos da ANOVA e quando
significativos, estes foram submetidos a analise de regressdo para a sua
interpretacdo e selecionadas as equa¢cfes com base na sua significancia e maior
coeficiente de determinacao (r2). Assim como descrito anteriormente para contato,
as mesmas avaliacdes foram feitas para fumigacéo, porém, apenas para CLso € CLos
e suas respectivas razdes de toxicidade.

Ja para a repeléncia, o numero de insetos atraidos para cada recipiente foi
comparado usando o Proc FREQ e interpretado pelo teste de Qui-quadrado
(P<0,05). O numero de ovos contabilizados nas testemunhas e no tratamento foi
utilizado para calcular o indice de preferéncia para a oviposi¢édo (IPO) por meio da
expressao IPO = [(T-P)/(T+P)] x 100, em que: T € o numero de ovos contados nas
sementes tratadas com o6leos; P € o numero de ovos contados nas sementes ndo
tratadas. O indice varia de +100 (muito estimulante) a -100 (total deterréncia ou
inibicdo de oviposi¢cdo) (FENEMORE, 1980). Os adultos emergidos na testemunha e
em cada tratamento foram contabilizados para calcular a redugédo de emergéncia de
adultos com base na formula PR = (NC — NT)/(NC + NT) x 100, adaptada de
OBENG-OFORI (1995), sendo PR, a porcentagem média de reducdo de
emergéncia; NC, o nimero médio de insetos emergidos na testemunha; e NT, o
namero meédio de insetos emergidos em cada tratamento com produto (6leo ou

isolado). Os resultados foram analisados pelo teste t pareado (P<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito de toxicidade por contato dos 6leos essenciais e a-pineno sobre Z.
subfasciatus

A toxicidade por contato dos Oleos essenciais e a-pineno sobre Z.
subfasciatus decresceu na seguinte ordem Gaultheria procumbens > Protium
heptaphyllum > Protium pallidum = Juniperus communis > a-pineno para CL3o e CLso
(Tabela 1). O Modelo de probit foi adequado para analisar os dados de resposta de
mortalidade no inseto-alvo, quando este foi exposto a diferentes concentragdes dos
produtos. Os baixos valores y? e altos valores de P, para cada curva de
concentragdo-mortalidade (y?<6,21 e P>0,05) confirmam a adequacdo do modelo
(Tabela 1).

As concentragdes letais (CLis, CLso, CLso e CLgs) estimadas para os oleos
essenciais de G. procumbens foram 0,62; 0,82; 1,09 e 2,69 pyL / 20 g, para P.
pallidum 2,33; 4,32; 7,16; 42,59 uL / 20 g; para P. heptaphyllum 3,04; 3,62; 4,06 e
757 uL / 20 g e para J. communis 3,46; 5,71; 9,53 e 47,61 puL / 20 g,
respectivamente e o composto, a-pineno as concentracdes obtidas foram 11,69;
17,83 e 67,11 uyL / 20 g, para CLso, ClLso e ClLos, respectivamente. Nao houve
sobreposicao dos intervalos de confianca para o 6leo de G. procumbens, sendo
esse 0 mais toxico entre os produtos testados, porém foi observada a sobreposicao
nos intervalos de confianca de P. pallidum e J. communis para todas as
concentracoes letais e para J. communis e a-pineno, apenas para CLos.

No entanto, houve variacdo na inclinacdo dos produtos de 2,12 a 6,77
evidenciando diferenca toxicolégica entre estes, sendo que o Oleo de P.
heptaphyllum foi o mais inclinado (6,77+0,69) dentre os produtos testados,
mostrando que pequenos incrementos na concentragdo, causam altas respostas de
mortalidade (Tabela 1).

A toxicidade de o6leos essenciais em diferentes espécies de coledpteros que
infestam produtos armazenados sdo altamente variaveis com base nas diferencas
toxicologicas, em especial devido a composi¢cdo do 6leo essencial que pode variar
de acordo com a sua origem geografica, bem como da parte da planta utilizada para
a extracao ou pelo método de extragdo, modificando, assim, a sua atividade contra

as pragas de produtos armazenados (CAMPOLO et al., 2018). Tais informacdes séo
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possiveis justificativas para as diferencas toxicolégicas atribuidas aos produtos

testados em Z. subfasciatus.

O dleo essencial de G. procumbens apresentou maior razao de toxicidade
para todas as concentracdes letais, chegando a ser 25 vezes mais toxico que o a-
pineno, enquanto a menor razao de toxicidade foi observada no 6leo essencial de J.
communis. Considerando a sobreposicdo dos intervalos de confianca de J.
communis, P. heptaphyllum e P. pallidum nas CL3o;50 ndo houve diferenca entre a
toxicidade desses produtos, assim como entre J. communis, P. heptaphyllum, P.
pallidum e a-pineno na CLes. Entretanto, o 6leo de G. procumbens & o0 mais toxico
por apresentar menores concentragdes letais sem sobreposicdo de intervalos de
confianga e maiores RTa3o; 50; 95 (Tabela 1).

Diversos 0leos essenciais possuem toxicidade por contato sobre Z.
subfasciatus. O 6leo essencial de Lippia palmeri (Watson) (Verbenaceae) foi
relatado como toxico a Z. subfasciatus, causando mortalidade que variava de 65 a
100% (ORTEGA-NIEBLAS et al., 2014). Os 6leos essenciais de Eucalyptus globulus
Labill. (Myrtaceae), Eucalyptus citriodora Hook (Myrtaceae), Cymbopogon nardus L.
(Poaceae), Cymbopogon citratus Stapf. (Poaceae), Baccharis dracunculifolia De
Candole (Asteraceae) e Citrus sinensis L. Osbeck (Rutaceae) também causaram
100% de mortalidade (FRANCA et al., 2012). O 6leo de G. procumbens tem como
principal composto o salicilato de metila (KIRAN; PRAKASH, 2015a). Esse composto
foi quantificado no 6leo de Betula lenta L. (Betulaceae) com 99,9% da sua
composi¢do, sendo toxico a Z. subfasciatus com CLso de 0,53 pL / 20 g (SANTANA
et al., 2020). O oleo essencial de G. procumbens foi indicado promissor para
controle de outras pragas de grdos armazenados, pois foi toxico a S. oryzae e a R.
dominica (KIRAN; PRAKASH, 2015a); e a um inseto-praga [Camptomyia corticalis
(Loew) (Diptera: Cecidomyiidae)] do cogumelo shiitake [Lentinula edodes
(Berk.)(Marasmiaceae)] (KIM et al., 2012); além de ter a sua atividade acaricida
comprovada contra Tetranychus urticae Koch (Trombidiformes: Tetranychidae)
(MOHAMED et al., 2017). Os altos teores de salicilato de metila em G. procumbens
causam mortalidade em Z. subfasciatus.

O 6leo de P. heptaphyllum foi téxico a Z. subfasciatus com CLs0 4,32 uL / 20 g,
porém trabalhos que abordem a toxicidade de 6leos essenciais do género Protium

em pragas de grdos armazenados séo raros. O 0Oleo de P. heptaphyllum e o seu
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composto majoritario, o limoneno, foram téxicos a C. maculatus com CLso de 14,23 e
36,42 p / 20 g, respectivamente (RODRIGUES, 2018). Ja o 6leo do fruto de Protium
confusum (Rose) Pittier (Burseraceae) contendo cerca de 60% de limoneno causou
mortalidade em Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) a 500 ug / mL (SANTANA et
al., 2009). O oleo de laranja amarga [Citrus aurantium L. (Rutaceae)] rico em D-
limoneno (99.9%) exibiu CLso 10,04 uL / 20 g para Z. subfasciatus (SANTANA et al.,
2020). O 6leo de C. aurantium € basicamente o limoneno puro, e concentracdes
maiores do que as do Oleo de P. heptaphyllum foram necessarias para matar 50%
da populacédo-alvo, logo é provavel que ha sinergismo entre os compostos contidos

no oleo de P. heptaphyllum para causar toxicidade por contato em Z. subfasciatus.

Presente em muitos Oleos essenciais, 0 a-pineno € classificado como
monoterpenos hidrocarboneto (REGNAULTL-ROGER; VICENTE; ARNASON, 2012),
e guando isolado e testado, causou mortalidade em pragas de grdos armazenados
como C. maculatus (BARBOSA, 2015), S. zeamais, Sitophilus oryzae L. (Coleoptera:
Curculionidae) (CHAUBEY, 2012a; LEE et al., 2001) e T. castaneum (KIM; LEE,
2014). Seguindo essa mesma linha, 6leos essenciais de Cupressus lusitanica Mill.
(Cupressaceae) com 24% de oa-pineno em sua composi¢cao, foi toxico a T.
castaneum, Acanthoscelides obtectus Say e S. zeamais (BETT et al., 2017). O a-
pineno € relatado como inibidor de uma importante enzima presente no sistema
nervoso de insetos, a acetilcolinesterase (CHAUBEY, 2012a). Em nossos
resultados, quando testado separadamente, 0 a-pineno, apresentou concentracoes
letais que variaram de 11,69 a 67,11 uL / 20 g. Concentracdes essas, maiores que
as vistas em J. communis que variaram de 5,71 a 47,61 uL / 20 g, demonstrando
gue este composto por si s6 ndo é o causador de mortalidade que J. communis
causa em Z. subfasciatus. Esta descoberta sugere que efeitos aditivos ou sinérgicos
estdo ocorrendo entre os principais compostos de J. communis. Compostos
isoladamente geralmente necessitam de maiores concentragfes para causarem 0S
mesmos efeitos inseticidas que os seus 6leos de origem ou apresentarem efeitos

sinérgicos com outros compostos menores (KIRAN; PRAKASH, 2015a).
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Tratamento N GL Inclinagdot EP CLis (IC)* RT1s CLzo (IC)* RTs0 CLso(IC)* RTso0 CLos (CI)* RTos x? p1
Gaultheria 250 3 4,23+049 oab 12,46 0,82 14,25 1,09 16,35 2,68 2504 082 084
procumbens 12520, (0,50-0,72) ' (0,70-0,93) ' (0,97-1,22) ' (2,24-3,52) ' ’ ’
3,04
Protium heptaphylum 200 2 6,77+0,69 (2,66-3.38) 254 G gﬁ 0 32 9%_34281) a2 g 578’_597 15 886 267 026
233
Protium pallidum 250 3 2,12+0,24 (1,30-3,42) 3,31 2 6‘2?56 i 28 277*_19607) 249 (g 33123 6o) 157 621 010
. . 3,46 571 9,53 47,61
Juniperus communis 200 2 2,35+0,46 (1,14-5.73) 2,23 (2,56-8,32) 2,04 (5.77-12,36) 1,87 (34,85:90,37) 1,40 2,71 0,25
. 7,73 11,69 17,83 67,11
a-pineno 300 4 2852029 (56953 (9.47-13,71) (15,37-20,39) (53,32-93,19) 2,75 060

*(UL / 20 g de gréos); N = namero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade, EP = erro padrdo da média, IC = intervalo de confianca, RT = razéo de
toxicidade, y? = Qui-quadrado, 1= Valor de probabilidade para o modelo de Probit (P>0,05).
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Todos os produtos diminuiram a oviposicao e a emergéncia de novos adultos
de Z. subfasciatus quando comparados com a testemunha (P<0,05). O modelo de
regressao linear foi o que melhor se ajustou aos parametros avaliados, evidenciando
que, a medida que a concentracdo aumentava, o numero de ovos diminuia
proporcionalmente, exceto para G. procumbens que foi melhor explicado pelo

modelo quadratico (Tabela 2).

Tabela 2 Equacdes de regressdo para oviposicdo e emergéncia de Zabrotes
subfasciatus sob gréos de feijao comum tratados com 6leos essenciais e a-pineno.

Tratamento  Parametros* Equacdes FP R?
Gaultheria Oviposicdo  § =10,62x2-12,86x+3,77 327,74<00001 (98
procumbens

Emergéncia y =10,06x2-12,55x+3,75 536,49<0.0001 (0 99
Juniperus Oviposicdo  § =-0,11x+3,3 307,73900001 004
communis

Emergéncia y =-0,22x+3,4 802,48<0:0001 (99
Protium L o <0,0001
heptaphyllum Oviposicdo y =-0,66x+3,23 46,86 0,85

Emergéncia y =-0,76x+3,16 102,01<0:0001 (0,92
Protium Oviposicdo  § =-0,15x+3,62 87,12 <0001 (g7
pallidum

Emergéncia g =.0 25x+3,67 32,1 =0.0002 0,76
a-pineno Oviposicdo ¢ =.0,06x+3,77 20,550.0008 0,53

Emergéncia g =0,07x+3,76 71,20<0.0001 0,78

*Dados transformados em log( x)

Houve 100% de inibicdo da oviposicédo de Z. subfasciatus em gréaos de feijao
comum tradados com P. heptaphyllum nas concentragcdes 20 e 30 pL / 20 g, assim
como em P. pallidum nas concentracdes 20, 25 e 35 uL / 20 g, G. procumbens nas
concentracbes 1,3; 2 e 4 uL / 20 g e J. communis na concentracao 40 uL / 20 g.
Houve ainda 100% de inibicdo na emergéncia de adultos em gréos de feijdo comum
tratados com a-pineno na concentragdo 40 pL / 20 g, P. heptaphyllum nas
concentracdes 20 e 30 uL / 20 g, P. pallidum nas concentracdes 20, 25 e 35 uL / 20
g, J. communis nas concentracdes 20, 30 e 40 puL / 20 g e G. procumbens nas
concentracbes 1,3; 2e 4 uL / 20 g.

O estudo da composicdo dos Oleos essenciais norteia a interpretacdo dos
seus efeitos sobre a oviposicdo e emergéncia de insetos. Semelhantemente aos
nossos resultados, o Oleo de P. heptaphyllum e o seu composto majoritario

limoneno, foram capazes de diminuir a oviposi¢cao e a emergéncia da progénie de C.
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maculatus (RODRIGUES, 2018). Em uma outra pesquisa, a oviposicdo de T.
castaneum diminuiu conforme a concentracdo de d-limoneno aumentava e a baixa
eclosédo de ovos, sobrevivéncia de larvas e adultos indicavam o potencial de inibig&o
do desenvolvimento nessa espécie em fungdo das concentragbes d-limoneno
(TRIPATHI et al.,, 2003). O composto majoritario do 6leo de G. procumbens, o
salicilato de metila causa deterréncia na oviposicao de Callosobruchus chinensis L.
(Coleoptera: Bruchidae) (CHILUWAL et al., 2017). Do mesmo grupo encontrado no
Oleo de P. pallidum, um isdmero estrutural de cimeno apresentou alta deterréncia na
oviposicdo em Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (WALIWITIYA; KENNEDY;
LOWENBERGER,2009). Semelhantemente, o composto a-pineno, causou
deterréncia na oviposicdo de T. castaneum (CHAUBEY, 2012b). A presenca desses
compostos majoritarios sozinhos ou associados a compostos minoritarios, sugere
gue os produtos testados séo responsaveis pela baixa oviposicdo e emergéncia em

Z. subfasciatus.

Produtos a base de plantas tém se destacado como promissores, nhdo s6 na
mortalidade, mas diminuido a oviposicdo bem como a emergéncia de adultos, sendo
essas, importantes variaveis usadas para justificar o uso desses como promissores
diante dos produtos quimicos sintéticos e de outros métodos de controle, ou até
mesmo junto com esses. A oviposi¢cao de bruquideos e a emergéncia de adultos tém
sido paramentos usados para observar a toxicidade de 6leos essenciais (FRANCA
et al.,, 2012); uma vez que, a presenca de moléculas de inseticidas nos o6leos
essenciais poderia influenciar na capacidade inata de fémeas para colocarem ovos
viaveis, ou mesmo poderia reduzir fortemente e até mesmo anular a oviposicao
destes, com uma reducdo da oviposicdo e da emergéncia de adultos inversamente
proporcional ao aumento da concentracdo dos 6leos essenciais (CAMPOLO et al.,
2018; FATIHA et al., 2014; ISLAM et al., 2009). No presente trabalho, de um modo
geral, quanto maior a concentracdo dos produtos, maior foi a mortalidade e menor

foi o numero de ovos e de insetos emergidos.
3.2 Efeito repelente de dleos essenciais e a-pineno sobre Z. subfasciatus

O numero de adultos de Z. subfasciatus atraidos para graos de feijao comum
tratados nas concentragcdes CLso, CL3o e CLis de G. de procumbens (P<0,0001;
P<0,0001; P<0,0001, respectivamente), J. communis (P<0,0001; P<0,0001;
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P<0,0001, respectivamente), P. heptaphyllum (P<0,0001; P<0,0001; P<0,0001,
respectivamente) e P. pallidum (P=0,0209; P=0,0205 e P=0,0158, respectivamente)
foi significativamente menor, quando comparados com o0s grdos nao tratados,
indicando que em todas as concentragdes ele foi repelente (Figura 1). A repeléncia é
vista como efeito subletal. J& o numero de adultos de Z. subfasciatus atraidos para
graos de feijdo comum tratados com a-pineno nas concentracées CLso, CL3o e CLis
(P=0,8173; P=0,6019 e P=0,0817, respectivamente) nao foi afetado quando
comparado com a testemunha (P>0,05) (Figura 1).

Oleos dos géneros Protium, Juniperus e Gaultheria tém atividade repelente
sobre diversos artropodes. O 6leo essencial obtido a partir de frutos de P.
heptaphyllum, na concentracéo 0,5% provocaram repeléncia em T. urticae (PONTES
et al.,, 2007). Tanto o 6leo de P. heptaphyllum (14,23 uL / 20 g), quanto o seu
composto majoritario, o limoneno (36,43 pyL / 20 g) foram repelentes a um outro
bruquideo, o C. maculatus (RODRIGUES, 2018). A concentracdo de 15 pL de éleo
essencial / mL de acetona de Juniperus polycarpus L. (Cupressaceae) e Juniperus
sabina L. (Cupressaceae) causaram repeléncia de 96% e 82,7% em relacdo a
Tribolium confusum J. du Val. (Coleoptera: Tenebrionidae), respectivamente (KHANI;
RASHID; MIRSHEKAR, 2017). O 6leo essencial de G. procumbens, em baixa
concentracdo, causou comportamento de movimento (repeléncia) em uma mariposa
(Anarsia lineatella Zeller) (Lepidoptera: Gelechiidae) (DAMOS, 2018). Nossos
resultados reforcam que 6leos provenientes desses géneros sao potenciais
inseticidas, pois além de apresentarem letalidade contra pragas de graos

armazenados, podem ser usados em quantidades subletais.
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Figura 1 Numero médio de Zabrotes subfasciatus atraidos (n = 480) em graos de
feijdo comum tratados e ndo tratados com o0s Oleos de Glautheria procumbens,
Juniperus communis, Protium heptaphyllum, Protium pallidum e o composto a-
pineno. *Significativo pelo teste do Qui-quadrado (P<0,05).

Dentre os produtos testados, 0 a-pineno, foi o Unico a ndo causar repeléncia

significativa em Z. subfasciatus. Em estudos precedentes, resultados mostraram que

0 a-pineno apresentava alta atividade repelente, equiparada a 5 tipos de Oleos

essenciais com a mesma concentracao e tempo de exposi¢ao contra T. castaneum,

curiosamente este composto nao apresentou forte atividade repelente sobre

Lasioderma serricorne Fabricius (Coleoptera: Anobiidae) (CAO et al., 2019). Logo, o

compostos a-pineno, apresenta toxicidade variavel a depender do inseto-alvo.
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Com base no numero de ovos de Z. subfasciatus, todos os 6leos essenciais
impediram a oviposi¢cado, que foi significativamente menor para o0s tratamentos
gquando comparados com suas respectivas testemunhas, sendo assim classificados
como deterrentes. O numero de ovos variou de 0 a 5,9 com deterréncia total vista
para CLis de G. procumbens e CLso de P. pallidum, ja que o indice de preferéncia de
oviposicéo (IPO) em ambos foi de -100 (Tabela 3).

A baixa oviposi¢cdo em tratamentos contendo o 6leo de G. procumbens, pode
estar ligada diretamente ao alto teor de salicilato de metila na sua composi¢do. O
salicilato de metila é um derivado do acido salicilico por metilacdo da enzima
BSMT1, que tem tido a sua atividade anti oviposicdo constatada. Suspensdes
contendo salicilato de metila de 10 e 1% reduziram significativamente a taxa de
oviposicdo de Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae) em
flores de ameixa Prunus salicina Lindl. (Rosaceae) (ALLSHOPP et al., 2014). Gréaos
de feijdo azuki tratados com salicilato de metila, inibiram 100% a oviposicdo de C.
chinensis (CHILUWAL et al., 2017). Concentra¢cdes subletais do 6leo essencial de B.
lenta rico em salicilato de metila, foi capaz de reduzir a oviposi¢céo de Z. subfasciatus
(SANTANA et al., 2020). Logo, a alta concentracdo de salicilato de metila do 6leo de
G. procumbens é o agente responsavel pela deterréncia na oviposicdo de Z.
subfasciatus.

O 6leo de P. pallidum, utilizado no presente trabalho é rico em o-cimeno. Esse
composto tem tido a sua atividade repelente relatada em outras pragas de gréos
armazenados, com percentual de repeléncia que variava entre 53 e 100% para o C.
chinensis e com percentual de repeléncia que variava de 23 a 77% para S. oryzae,
além de causar deterréncia na oviposicao e disturbios no desenvolvimento ou baixa
emergéncia de adultos (KEDIA et al., 2015).

Em baixas concentracbes o0 a-pineno pode desencadear um processo
de hormoligose, que é o estimulo direto a fecundidade da praga. O a-pineno nas
CL1s e CLao foi classificado como pouco estimulante a oviposi¢cao de Z. subfasciatus,
uma vez que o numero de ovos nao diferiu estatisticamente entre os tratamentos e o
controle (P>0,05). Entretanto na CLso ele foi considerado deterrente de oviposicao,
com IPO de -56,60 (Tabela 3). Estes resultados ja eram esperados, pois 0 a-pineno

nao mostrou repeléncia significativa.
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Tabela 3 indice e classificacdo de preferéncia para oviposi¢do de Zabrotes subfasciatus obtidos em feijio comum tratado e n&o
tratado com 6leos essenciais e a-pineno.

conc ngs_Totais 3
Tratamento (UL / 20‘9) (MédiatEP) ) IPO? tP Classificacéo
Testemunha Oleo
Gaultheria procumbens
ClLis 0,6 22,8+3,58* 0 -100 6,35(<0.0001) Deterrente
ClLazo 0,8 37,8+5* 2+1,44 -82,60 3,59(0.0071) Deterrente
CLso 1,09 31,4+2,07* 0,3+0,3 -96,38 7,55(<0.0001) Deterrente
Juniperus communis
ClLis 3,4 30,3+1,89* 5,9+1,37 -67,40 10,25(<0,0001) Deterrente
Clazo 5,7 20,3%£3,0* 3,7+1,07 -69,16 4,46(0.0012) Deterrente
CLso 9,5 17,2+1,76* 1,2+0,41 -86,95 9,17(<0.0001) Deterrente
Protium heptaphyllum
ClLis 3,5 31,1+2,14* 3,6+0,65 -79,25 10,12(<0,0001) Deterrente
Clazo 4,9 25,0+3,87* 4,4+0,94 -70,06 5,63(0.0003) Deterrente
CLso 7.0 23,3+4,07* 1,6+0,42 -87,4 5,25(0.0005) Deterrente
Protium pallidum
ClLis 2,33 140,8+25,62* 0,6+0,6 -99,15 5,44(0,0055) Deterrente
ClLso 4,0 08,8+12,6* 0 -100 7,92(0.0014) Deterrente
Clso 7,16 121+12,89* 1+0,63 -98,36 7,92(0,0014) Deterrente
a-pineno
CLis 7,7 9,8+3,55(\S) 12,8+3,02 13,27 -0,59(0:3672) Pouco estimulante
ClLso 11,6 3,8+1,72(N9) 4,7+1,55 10,58 -0,58(0.5746) Pouco estimulante
Clso 17,8 8,3+3,11(N\S) 2,310 -56,60 2,06(0.0699) Deterrente

1IPO — indice de Preferéncia para oviposi¢do [(T-P/T+P)] x 100. IPO varia de 100 para mais estimulante,

*Significativo pelo teste t pareado (P<0,05), NS = ndo significativo.

zero para neutro e -100 para total deterréncia.
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O numero médio de insetos emergidos de Z. subfasciatus em graos de feijao
comum foi significativamente menor (P<0,05) em todos os 6leos e concentracdes
utilizados em comparag&o com a testemunha e variou 0 a 5,9 adultos emergidos nos
tratamentos, com percentual de reducgao variando de 67,31 a 100% (Tabela 4). A
reducdo maxima na emergéncia de adultos pode ser vista para ClLisso de G.
procumbens e ClLisz de P. pallidum. Entretanto, o a-pineno, ndo ocasionou
diferencas significativas na emergéncia de adultos quando comparado com a
testemunha (P>0,05), porém foi quantificado um percentual de reducdo em
emergidos de 53,42% na CLso. (Tabela 4).

A capacidade ovicida de um 6leo essencial € quantificada na emergéncia da
prole em gréos tratados. Oleos essenciais das espécies (Citrus reticulata Blanco
(Rutaceae), Citrus medica limonum Lush (Rutaceae), Citrus sinensis L. Osbeck
(Rutaceae), Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae), Baccharis dracunculifolia De
Candole (Asteraceae), Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae), Eucalyptus citriodora
Hook (Myrtaceae), Cymbopogon nardus L. (Poaceae), Cymbopogon citratus Stapf.
(Poaceae), foram eficazes na reducdo da emergéncia descendentes de Z.
subfasciatus, em funcdo das concentracdes utilizadas (FRANCA et al., 2012).
Efeitos letais na emergéncia de adultos de Z. subfasciatus foram vistos em gréaos de
P. vulgaris tratados com 6leo essencial de Lippia palmeri (Watson) (Verbenaceae)
(ORTEGA-NIEBLAS et al.,, 2014). Extratos a base Annona sylvatica A. St.-Hil.
(Magnoliales: Annonaceae) causaram efeito subletal reduzindo a progénie de Z.
subfasciatus (GONCALVES et al., 2015). Com excecdo do composto a-pineno, os
Oleos essenciais das espécies G. procumbens J. communis, P. heptaphyllum e P.
pallidum, sdo capazes de diminuir a prole de Z. subfasciatus em concentragdes
subletais.
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Tabela 4 Porcentagem de reducdo de emergéncia de adultos de Zabrotes
subfasciatus obtidos em feijdo comum tratado e néo tratado com 0Oleos essenciais e
a-pineno.

Emergidos totais

Tratamento ( E ?gg ) (Média+EP) tP l;)r\:
H 9 "Testemunha Oleo

Gaultheria
procumbens
CLis 0,6 14,9+1,82 0* 8,15(<0.0001) 100
CLso 0,8 17,6+2,35 1,6+1,13* 2,57(00329) 827
CLso 1,09 20,2+1,39 0* 7,54(<0.0001) 100
Juniperus communis
ClLis 3,4 30,2+1,82 5,9+1,37* 10,54(<0000) g7 31
CLso 57 20,3+£3,01 3,0+1,02*  5,06(00007) 74 24
CLso 9,5 17,2+1,76  1,07+0,44* 9,29(<00001) 89 Q1
Protium
heptaphyllum
CLis 3,5 26,9+1,62 3,2+0,55* 11,38(<0.0001) 78 73
CLso 4,9 22,0+£3,54 3,0+0,88* 5,9(0:0002) 76,0
ClLso 7,0 21,1+3,81 1,5+0,45* 4,97(0.0008)  gg 72
Protium pallidum
ClLis 2,33 88,5+£14,97 0* 5,93(0,0040) 100
CLso 4,0 83,8+8,65 0* 9,68(0.0006) 100
CLso 7,16 87,4+12,09 0,4+0,4* 7,07(0.0021) 99 O
a-pineno
CLis 7,7 4,6+2,10 4,8+1,71"  -0,1009207) .2 12
ClLso 11,6 1,5+0,75 2,1+1,43"% -0,5106221)  .16,6
CLso 17,8 5,6£2,08 1,7+0,87* 2,100754) 53 42

1PR = (NC = NT)/(NC + NT) x 100, sendo PR, a porcentagem média de reducdo de emergéncia; NC,
0 numero médio de insetos emergidos na testemunha; e NT, o nimero médio de insetos emergidos
em cada tratamento com produto (6leo ou isolado); *Significativo pelo teste t pareado (P<0,05); NS =
nao significativo.

3.3 Efeito da toxicidade por fumigacdo dos Oleos essenciais e a-pineno em Z.
subfasciatus

Os baixos valores de y°? e altos valores de P para cada curva de
concentracdo-mortalidade (x2<5,75 e P>0,05) se adequam ao modelo de Probit
como elucidativo do efeito fumigante dos produtos testados (Tabela 5).

As concentracdes letais CLso estimadas para os produtos G. procumbens, P.
heptaphyllum, P. pallidum, a-pineno e J. communis foram 31,60; 48,97; 112,92,
183,46 e 241,57 pL / L, respectivamente, e para CLos foram de 64,04; 75,0; 299,48;
352,26 e 366,48 pL / L, respectivamente, nesta ocorreu sobreposicdo para os
produtos testados (Tabela 5).
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Os resultados da toxicidade fumigante revelaram que os 6leos essenciais e o
a-pineno exibem um forte efeito toxico contra Z. subfasciatus, porém foram
observadas variacbes nas concentracdes letais entre os 6leos testados e a-pineno.
Geralmente esta variacdo esta atrelada a diversos fatores que podem estar ligados
diretamente como composi¢éo do éleo, metodologia de aplicacdo ou até mesmo do
proprio inseto, atribuida a niveis de suscetibilidade, respostas metabdlicas,
bioquimicas, fisiologicas e diferencas morfologicas (tamanho corporal, textura e
espessura da cuticula) (CHOPA; DESCAMPS, 2012; STEFANAZZI; STADLER;
FERRERO, 2011).

O potencial de G. procumbens entre os demais produtos é destacado na sua
razdo de toxicidade, RTso;50,95, sendo esse 8,33, 7,64 e 5,72 vezes mais toxico
quando comparado com o produto de menor toxicidade, J. communis. O 06leo
essencial de G. procumbens, tem a sua atividade inseticida fumigante sugerida ao
seu composto majoritario, o salicilato de metila, pois esse 6leo foi apontado como
toxico para outras duas pragas de grdo armazenado, S. oryzae e R. dominica, com
ClLso de 58,62 e 2,71 pL / L, respectivamente, e ClLo de 89,79 e 4,23 uL / L,
respectivamente (KIRAN; PRAKASH, 2015a). O 6leo de B. lenta, rico também em
salicilato de metila, foi descrito como fumigante téxico a Z. subfasciatus (SANTANA
et al., 2020), sendo assim, € possivel que esse composto majoritario seja o

responsavel pela mortalidade vista em Z. subfasciatus no presente trabalho.

Vale ressaltar ainda que os dados de inclinacdo variaram bastante entre os
produtos, nos mostrando que estes possuem perfis toxicoldgicos contrastantes.
Entretanto, se observou que o 6leo de J. communis mostrou maior inclinagdo
(9,08+0,83), evidenciando que pequenos incrementos na concentragcdo garantem
altas respostas de mortalidade. Essa espécie vegetal jA teve o seu potencial
inseticida descrito para outras pragas de grdos armazenados, onde, o efeito
fumigante de J. communis mostrou menores concentracdes letais do que as
encontradas neste trabalho, com ClLso de 68,61 e ClLos de 306,59 pL / L para T.
castaneum e ClLso de 18,11 e CLgs de 76,0 pL / L para R. dominica, (HASHEMI,
ROSTAEFAR, 2014), sendo portanto, esses insetos-alvo mais susceptiveis do que
Z. subfasciatus. A variacdo da susceptibilidade para diferentes pragas de graos
armazenados provavelmente refere-se a capacidade inseticida dos constituintes
ativos presententes nos diferentes 6leos testados (MAHMOUDVAND et al., 2011).
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Além do mais, os insetos possuem diferencas na textura corporal e nas alteracoes
nas respostas bioquimicas e comportamentais (KEDIA et al., 2015; KIRAN;
PRAKASH et al., 2015b).

Quando testado separadamente, 0 a-pineno, apresentou concentragdes letais
que variaram de 183,46 a 352,26 pL / L. Concentracdes essas, menores que as
vistas em J. communis, onde variaram de 241,51 a 366,48 uL / L. Comportamento
semelhante ocorreu quando foram necessarias maiores concentracdes do 6leo de
G. procumbens (2,71 e 4,23 uL / L) do que o seu composto majoritario, salicilato de
metila (1,90 e 3,64 uL / L) para matar 50 e 90% da populacdo de R. dominica
(KIRAN; PRAKASH, 2015a). Quando sdo necessarias menores concentracdes de
um determinado composto, do que do seu 6leo de origem, podemos concluir que
esse composto € o principal agente de mortalidade do 6leo, logo tais resultados
confirmam que o composto a-pineno é o agente de mortalidade no 6leo de J.

communis.

Resumidamente, os Oleos essenciais de G. procumbens, J. communis, P.
heptaphyllum, P. pallidum e o composto a-pineno sdo toxicos por contato a Z.
subfasciatus, causando deterréncia na oviposicdo e na emergéncia de adultos,
sendo indicados como possiveis instrumentos no manejo dessa praga, porém ha
necessidade de estudos posteriores com 0s compostos majoritarios de P. pallidum
para elucidacdo da toxicidade. Os 6leos de G. procumbens, J. communis, P.
heptaphyllum, P. pallidum e o composto a-pineno sao toxicos por fumigacao sobre Z.
subfasciatus, e promissores alternativos a fumigantes quimicos convencionais.

Os resultados enfatizam que a repeléncia vista nos 6leos essenciais de G.
procumbens, J. communis, P. pallidum, P. heptaphyllum e no composto, a-pineno, &
um efeito subletal, resultando na diminuicdo da oviposicdo e na emergéncia de

adultos de Z. subfasciatus.



Tabela 5 Toxicidade por fumigacao de oleos essenciais e a-pineno em adultos de Zabrotes subfasciatus.
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Tratamento N gL Imel ”EaF‘,?g‘Oi CLso(IC)* RTso CLos (IC)* RTes 42 pt
Gaultheria procumbens 400 3 536037 (zs,gélgg, 63 T4 (56?‘1113136) 572 193 0,58
Protium heptaphyllum 320 2 8,87+1,12 (45’4;)87’?572’4) 4,93 (67,725-16(3)8,9) 4,88 3,86 0,14
Protium pallidum 400 3  3,87%0,30 (101’122_&24’5) 2,13 (26321?;58716) 122 539 0,14
Juniperus communis 320 2 9,08+0,83 (223’451_5575’2) - (348%6-;?333,6) - 0,18 0,91
a-pineno 400 3  580£0,50 163,45 1,31 352,20 104 575 0,12

(171,2-195,0) (320,0-400,3)

*uL / L de ar; N = ndmero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade EP = erro padrao da média, IC = intervalo de confian¢a, RT = razao de

toxicidade,y? = Qui-quadrado, 1= Valor de probabilidade para o modelo de Probit (P>0,05).
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4 CONCLUSOES

e Os Oleos essenciais de G. procumbens, J. communis, P. heptaphyllum e P.
pallidum, assim como o a-pineno sao toxicos a Z. subfasciatus por contato,
causando deterréncia na oviposicdo e reduzindo a emergéncia de adultos,
sendo os 6leos de G. procumbens, P. heptaphyllum e P. pallidum os mais
promissores;

e Os Oleos essenciais de G. procumbens, J. communis, P. heptaphyllum e P.
pallidum, assim como o a-pineno sdo potenciais fumigantes a Z. subfasciatus,
sendo o Gleo de G. procumbens 0 mais promissor;

e Os Oleos essenciais de G. procumbens, J. communis, P. heptaphyllum e P.

pallidum séo repelentes a Z. subfasciatus em concentrac¢des subletais.
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