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RESUMO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa que tem seus graos
constantemente atacados pelo inseto Callosobruchus maculatus (Fabr.,1775), uma
praga primaria que provoca perdas qualitativas e quantitativas que depreciam
comercialmente o produto armazenado. Atualmente buscam-se métodos alternativos
de controle, deste modo, o presente trabalho teve como objetivo investigar a
bioatividade do 6leo essencial da resina de Protium heptaphyllum (Aubi.) e do
composto limoneno no controle de C. maculatus em feijao-caupi. A extracdo do 6leo
da resina de almécega foi feita pelo método de hidrodestilacdo em aparelho tipo
Clevenger e a identificacdo dos constituintes foi feita por cromatografia gasosa e
espectrometria de massa. Foram realizados testes de toxicidade por contato,
fumigacéo e repeléncia. Nos testes por contato as concentracdes para o 6leo foram
10; 15; 20; 35uL/20g e para o limoneno 20; 25; 30; 35; 40uL/20g de feijao cv. Aracé.
Nos testes de fumigacéao foram utilizadas as concentracdes de 125; 250; 375 e 437,5
UL/L de ar para o 6leo e de 375; 500; 625 e 750uL/L de ar para o limoneno. Apés 48h
foram contabilizados os numeros de insetos mortos nos testes de contato e
fumigacéo. Nos testes de repeléncia foram utilizadas CLso 14 e 36uL/20g de feijao-
caupi e ClLos 36 e 77uL/20g de feijdo-caupi para o 6leo de almécega e limoneno
respectivamente. Em arenas tipo olfotdbmetro, uma das extremidades comportava 20g
de gréaos de feijao-caupi impregnados com as respectivas Clso e CLos € na outra
extremidade a testemunha. Apds 48h os insetos atraidos para cada recipiente foram
contabilizados. Nos testes de contato e repeléncia apds 12 dias foram contabilizados
0 namero de ovos e apos 28 dias a emergéncia dos insetos adultos. Os resultados
mostraram que o limoneno foi 0 composto majoritario do 6leo de almécega. O éleo de
almécega e o limoneno apresentaram toxicidade para o C. maculatus nos testes de
contato e fumigacdo e o 6leo apresentou maior razao de toxicidade que o limoneno
sendo, portanto mais toxico. O numero de insetos emergidos nos testes de contato e
repeléncia foi reduzido em todas as concentragcbes o0 que mostra que o 6leo e
limoneno tém efeito ovicida. Foi constatado efeito repelente do 6leo de almécega e do
limoneno a C. maculatus, portanto a utilizacdo dos mesmos representa uma
alternativa promissora no controle desta praga de graos armazenados.

Palavras—chave: Almécega, resina, caruncho do feijao, controle alternativo.



ABSTRACT

The cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a legume that has its grains constantly
attacked by Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) a primary pest that causes
qualitative and quantitative losses that commercially depreciate the stored product.
Currently looking to alternative methods of control, the present study aimed to
investigate the bioactivity of essential oil resin Protium heptaphyllum (Aubi.) and the
limonene compound in the control of C. maculatus in cowpea. The extraction of the oil
from the almécega resin was the Clevenger-type hydrodistillation method and the
identification of the constituents was done by gas chromatography and mass
spectrometry. Contact toxicity, fumigation and repellency tests were performed. In the
contact tests the concentrations for the oil were 10; 15; 20; 35uL/20g and for limonene
20; 25; 30; 35; 40uL/20g bean cv. Aracé. In the fumigation tests, concentrations of 125;
250; 375 and 437.5 yL/L air for oil and 375; 500; 625 and 750uL/L of air for limonene.
After 48 hours, the numbers of dead insects were counted in the contact and fumigation
tests. In the repellency tests CL50 14 and 36uL/20g of cowpea and CL95 36 and
77uL/20g of cowpea were used for almécega and limonene oil, respectively. In
olfotometer arenas, one end had 20g of cowpea beans impregnated with the
respective CI50 and CL95 and at the other end the control. After 48 hours the insects
attracted to each container were counted. In the contact and repellency tests after 12
days the number of eggs and after 28 days the emergence of the adult insects were
counted. The results showed that limonene was the major compound of almécega oil.
After 48 hours the insects attracted to each container were counted. In the contact and
repellency tests after 12 days the number of eggs were counted and after 28 days the
emergence of the adult insects. The results showed that limonene was the major
compound of almécega oil. The mace oil and limonene showed toxicity to C. maculatus
in the contact and fumigation tests, and the oil had a higher toxicity ratio than limonene
and was therefore more toxic. The number of insects emerged in contact and
repellency tests was reduced at all concentrations, which shows that oil and limonene
have ovicidal effect. It was observed a repellent effect of almécega oil and limonene to
C. maculatus, therefore the use of them represents a promising alternative in the
control of this pest of stored grains.

Key words: Almécega, resin, beanworm, alternative control.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma leguminosa pertencente a
ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboidae, género Vigna, espécie Vigna
unguiculata (L.) (ONOFRE, 2008). Apresenta ampla distribuicdo mundial e no Brasil
se destaca pela sua importancia socioecondémica e nutricional, principalmente nas
regibes Norte e Nordeste, onde é cultivada basicamente por pequenos e médios
agricultores, com uso de pouco ou nenhum aparato tecnolégico, o que reflete na
produtividade, que nessas regides ainda € considerada muito baixa, principalmente
guando comparada a regido Centro - Oeste, que utiliza tecnologia de ponta
apresentando altos indices de produtividade para essa espécie (FREIRE FILHO,
2011).

Devido a sua rusticidade e por ser considerado um dos alimentos basicos da
populacdo dessas regides, pois apresenta alto teor proteico, carboidratos essenciais
e baixo teor de gordura, o feijdo — caupi é plantado tanto para fins de comercializacao
como para o consumo. E é pratica comum entre 0os pequenos e médios agricultores
gue o cultivam, armazenar 0s graos para agregar valor aos mesmos no periodo da
entressafra.

Conforme Jairoce et al., (2016) pragas como o caruncho-do-feijao
Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) podem causar grandes prejuizos aos graos
armazenados sendo considerada a mais importante. O seu ataque inicia-se antes da
colheita dos gréaos e intensifica-se no produto armazenado, chegando a provocar
perdas totais (ARRUDA; BATISTA, 1998). Os graos quando atacados por esta praga,
apresentam perdas quantitativas e qualitativas depreciando o produto, podendo torna-
lo inadequado ao consumo humano e inviavel para o replantio ou comercializagédo
(OLIVEIRA et al., 2014).

No combate ao caruncho-do-feijdo, atualmente o controle quimico com o gas
fumigante fosfina € o mais utilizado, sendo apresentado na forma de pastilhas e o
unico produto registrado pelo Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA, 2017). Embora apresente comprovada eficacia, as condicbes de
armazenamento disponiveis pela maioria dos agricultores permitem reinfestacdes,
além disso, o uso em longo prazo de um unico fumigante aumenta o risco de
desenvolvimento de resisténcia em populagdes de insetos-praga (BENHALIMA et al.,
2004; PIMENTEL et al., 2009).
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Os inseticidas sintéticos podem provocar efeitos adversos a saude humana,
animal e ao meio ambiente, dai a necessidade de se buscar formas de controles
alternativos, mais econdmicos, seguros e de facil utlizacdo pelo produtor
(TIROESELE et al., 2015). Na ultima década os inseticidas botanicos tém despertado
muito interesse a comunidade cientifica, pelo fato de serem de baixo impacto
ambiental e considerado inseticidas naturais, pois sdo compostos resultantes do
metabolismo secundario das plantas (OLIVEIRA et al., 1999).

Dentre os principais metabdlitos secundérios estdo os 6leos essenciais, que sdo
substancias complexas, volateis, aromaticas, constituidas na maioria das vezes por
terpendides e que apresentam diferentes efeitos sobre os insetos, como: repeléncia,
inibicdo da oviposicao, toxicidade entre outros (DEQUECH et al., 2008).

Segundo Brito (2015) pesquisas com compostos isolados constituintes
majoritarios desses 0Oleos essenciais sdo de fundamental importancia para que se
possam elucidar quais 0os componentes que realmente tém acao de toxicidade sobre
insetos alvos.

Considerando a riqueza e exuberancia da flora brasileira, novas espécies ricas
em Oleos essenciais vém sendo pesquisadas com o objetivo de combater pragas da
agricultura como o C. maculatus, assim como compostos isolados constituintes
desses 0Oleos.

Dentre a grande diversidade de espécies, Protium heptaphyllum (Aubi)
pertencente a familia Burseraceae, conhecida popularmente como Almécega, mescla
ou goma-limado vem despertando interesse dos pesquisadores devido ao valor
comercial de sua resina aromatica que € utilizada para os mais variados fins. Essa
resina € um exsudado branco leitoso que se encontra armazenado em ductos
resiniferos e quase sempre tém tracos de latex branco em seus ramos, como
dispersos em formas de goticulas em talhos feitos na casca (SIANI et al., 2004).

N&o consta nenhum registro na literatura de pesquisas no combate a insetos
pragas da agricultura e mais especificamente ao Callosobruchus maculatus com a
resina dessa espécie.

De acordo com Cité et al. (2003) os componentes majoritarios encontrados em
resina de almécega coletada em Teresina-Pl foram [-terpinilacetato (23.2 %),
limoneno (18.2%) e B-ocimeno (11.2%). E varios estudos j& comprovaram a eficacia
do composto sintético isolado limoneno (4-isopropenil-1 metil-ciclo-hexeno), no

controle de C. maculatus em grédos armazenados. Segundo Ajayi et al. (2014) apos
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analisar a mortalidade de C. maculatus adultos expostos a oito monoterpenos
componentes de 6leos essenciais entre eles o limoneno, constatou o efeito téxico
fumigante dos mesmos a esta espécie de pragas. Enquanto Hudaib et al. (2010) ao
analisar a relacéo entre o teor de umidade dos graos e oviposicéao das fémeas de C.
maculatus observou que a oviposi¢ao foi maior em grdos com menor teor de umidade
e isso foi atribuido aos altos niveis de D-limoneno no ar ao redor dos grdos com
elevado teor de umidade, revelados através de analises quimicas na atmosfera
circundante.

O limoneno é um monoterpeno ciclico formado somente por &tomos de carbono
e hidrogénio, pertencente a familia dos terpenos. Produzido principalmente por frutas
citricas como limao, lima e laranja € um solvente biodegradavel muito utilizado na
inddstria e como componente aromatico, é utilizado na sintese de novos compostos.
Na industria alimenticia pode ser utilizado como aromatizante e flavorizante, na
obtencéao de sabores artificiais, podendo ser considerado um agente de calor limpo e
ambientalmente in6cuo (COSTA, 2010).

Considerando a seguinte premissa, que o método ideal de controle é aquele que
apresenta eficicia no controle da praga, mas que seja inécuo a saude humana, aos
animais e o meio ambiente e que a Almécega é amplamente distribuida nas regides
Norte e Nordeste do Brasil maiores consumidores nacionais de feijdo-caupi, sendo,
portanto de facil acesso aos pequenos e meédios agricultores, objetivou-se com esse
estudo investigar a bioatividade do Oleo essencial da resina de almécega
P,heptaphyllum e de seu composto majoritario limoneno no controle de

Callosobruchus maculatus em feijao-caupi.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feijao-caupi: origem, taxonomia e importancia socioecondémica

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma Fabacea originaria da Africa,
foi introduzida no Brasil na segunda metade do século XVI pelos colonizadores
portugueses no estado da Bahia (FREIRE FILHO, 2011). E a partir dai foi disseminada
para outros estados da Regido Nordeste e para outras regides do pais Freire Filho et

al. (1999). E uma dicotiledénea pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae,

subfamilia Faboidae, género Vigna, espécie V.unguiculata (ONOFRE, 2008).
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De acordo com registros da FAO, em 2015 a producdo mundial de feijao-caupi
atingiu aproximadamente 5,6 milhdes de toneladas, produzida em 12,5 milhdes de
hectares e provavelmente esses dados podem estar subestimados em funcédo de
alguns paises como o Brasil e a india ndo apresentarem estatisticas separadas de
feijdo-caupi e feijdo comum, pois apesar do expressivo valor de producdo que
apresentam esses dados nao estédo dissociados. O continente africano responde por
cerca de 95,3% da producdo mundial de feijado-caupi e 0s cinco maiores produtores
no ano de 2015 foram Nigéria (2,1 milhdes de toneladas), Niger (1,6 milhdes de
toneladas), Burkina Faso (571 mil toneladas), Tanzania (191 mil toneladas) e
Myanmar (115 mil toneladas) (BASTOS et al., 2016).

No Brasil atualmente existem poucas estatisticas oficiais sobre a producédo do
feijdo-caupi, e o servigo de Levantamento Sistemético da Producéo Agricola (LSPA)
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) publica os dados das duas
espécies de forma conjunta, o que impossibilita o conhecimento da real e efetiva
participacdo de cada espécie na producdo total de feijdo no pais. Segundo dados
estimados da EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, no ano de 2014, a producéo foi de
482.665 toneladas colhidas em 1.202.491 hectares. E salutar que se observe um viés
nessas estimativas, por exemplo, as estimativas desconsideram a existéncia de
producao de feijdo-caupi nos estados do Acre, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo e Tocantins, isso faz com que n&o se contabilize a
producédo desses sete estados a favor da cultura (BASTOS et al., 2016).

Historicamente as maiores producdes se concentram nas Regides Nordeste
(1,2 milhdo de hectares) e Norte (55,8 mil hectares), atualmente a regido Centro Oeste
e mais especificamente o estado do Mato Grosso, embora ndo apresente a maior area
colhida destaca-se por apresentar altos indices de produtividade, resultado direto do
emprego de tecnologias adequadas no sistema de producdo da cultura, além de
utilizar cultivares resistentes que favorecem o cultivo mecanizado. O que contribui de
forma positiva a seguranca alimentar, porque enquanto se observa um superavit de
produtividade na Regido Centro-Oeste, nas Regides Nordeste e Norte existem um
déficit na oferta do produto, que é destinado diretamente a alimentacdo humana. Fato
gue pode ser observado em estados como Ceard (270 kg/ha) e Piaui (258 kg/ha),
maiores consumidores desta leguminosa no Brasil, mas que alcangam baixissimos
niveis de produtividade (FREIRE FILHO, 2011; BASTOS et al., 2016).
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Dependendo da regido na qual é cultivado, o feijdo-caupi pode receber diversas
denominacfes como: feijdo-de-corda, feijdo macassar, feijao fradinho, feijao de praia
e pode ser consumido de varias formas: grao verde e seco, massa para culinaria
baiana como acarajé e abara, saladas, pizza, doce, bife e na tradicional feijoada
(NEVES et al., 2011). Por representar uma excelente fonte de proteinas (23-25% em
média) e apresentar todos os aminoacidos essenciais, carboidratos (62%, em média),
vitaminas e minerais, além de possuir grande quantidade de fibras dietéticas, baixa
guantidade de gordura e teor de 6leo de 2%, em média, hoje é considerado um dos
alimentos essenciais da dieta dos brasileiros (ANDRADE JUNIOR et al., 2003).

No Nordeste brasileiro o feijdo-caupi € bastante cultivado por agricultores de
baixas e médias rendas devido a sua rusticidade, por apresentar baixo custo e ser
fisiologicamente adaptado a diferentes condicbes ambientais, apresentando
tolerancia ao stress hidrico, pouca exigéncia em fertilidade do solo e boa fixacdo
biolégica do nitrogénio atmosférico, esse cultivo representa um importante papel na
cadeia produtiva agricola dessa regido. Os produtores dependem basicamente do
periodo chuvoso para seu cultivo e tém o habito de armazena-lo tanto para o consumo
como para a comercializacdo no periodo da entressafra (CORDEIRO et al., 1998;
SALES; RODRIGUES, 1988). No entanto perdas de grdos sao observadas em
condicbes de campo, na época da colheita e principalmente durante o
armazenamento, onde ocorrem as perdas mais significativas dos produtos destinados
a alimentacdo humana e animal (BRACCINI; PICANCO, 1995). Durante esse
processo ocorrem perdas consideraveis, tanto de natureza quantitativa como
qualitativa, depreciando o produto. Estima-se que cerca de 10% a 20% dos graos sao
danificados e um dos principais fatores € o ataque de insetos pragas (HERTLEIN et
al., 2011).

2.2 Callosobruchus maculatus (Fabr.,1775) (Coleoptera:Chrysomelidae, Bruchinae)
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A ocorréncia de pragas pode ocasionar grandes perdas quantitativas e
gualitativas do feijao-caupi, portanto, o reconhecimento e o controle das pragas mais
relevantes que atacam a cultura séo essenciais para o sucesso da producéo. (SILVA,
2017). Segundo o mesmo autor a praga de maior relevancia para a cultura € o
caruncho-do-feijao (Callosobruchus maculatus), um besouro de aproximadamente 0,3
cm de comprimento, que apresenta manchas amarronzadas nos élitros que formam

um “x” quando o inseto esta em repouso. (Figura 1).

Figura 1. Callosobruchus maculatus (caruncho do feijao-caupi).
Fonte: Embrapa, 2015.

!

Este inseto apresenta 0s seguintes estagios: ovo, larva 1° instar, larva 2° instar,

larva 3° instar, larva 4° instar, pupa e adulto. Sendo considerado holometabdlico, pois
0s estagios de ovo e adulto ocorrem na superficie dos graos e os estagios larvais e
pupal ocorrem dentro dos graos. As fémeas péem em média 80 ovos na superficie
dos graos (QUINTELA et al., 1991). Os ovos sdo pequenos e ficam aderidos aos
graos, inicialmente séo levemente translicidos e brilhantes e com o passar do tempo
se tornam amarelo-leitosos e proeminentes, sendo facilmente visualizados (DEVI,
DEVI, 2014). As larvas perfuram os gréos e se alimentam do endosperma tornando-
0s inadequados ao consumo humano e reduz a viabilidade das sementes para plantio
(DEVI; DEVI, 2014). Quando se transformam em adultos, perfuram um orificio de
saida e fora dos graos, reiniciam o ciclo biologico fazendo postura. (SILVA, 2017).

A fase de ovo dura de 6-7 dias, o 1° instar larval 8-9 dias, o 2° instar larval 3-4
dias, 3° instar larval 3-4 dias, o 4° instar larval 4-5 dias, o estagio pupal no macho 6-7
dias e na fémea 5-6 dias e o adulto macho vive em média 9-12 dias e a fémea 10-14
dias (DEVI; DEVI, 2014).
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2.3 Controle de insetos-praga de graos armazenados

Atualmente os métodos mais comuns de controle dos insetos-praga de graos
armazenados ainda séo feitos por meio do uso de inseticidas protetores (SOUSA et
al., 2008). Produtos quimicos sintéticos com diferentes classes toxicologicas séo
utilizados e apesar da relativa eficacia desses produtos o uso intensivo pode causar
varios problemas, como promover a resisténcia dos insetos aos principios ativos
dessas substancias, acumulacdo de residuos nos alimentos, efeitos deletérios a
saude humana, contaminacdo do meio ambiente e aumento nos custos de producao
(CAMPOS et al., 2014). No Brasil, especificamente para o controle de C. maculatus
em feijdo-caupi armazenado, apenas o fumigante fosfina cujo precursor € o fosfeto de
aluminio € registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(SOUSA et al., 2008). A partir dessas constatacdes, surgiu necessidade de se
resgatar a utilizacdo de substancias naturais bioativas, contra pragas e patdgenos,
buscando praticas agricolas de baixo impacto ambiental, substituindo os métodos
convencionais (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Diante da elevada demanda por inseticidas botanicos de baixo impacto
ambiental, a utilizacdo de derivados de origem vegetal como po, extrato e Oleos
essenciais como métodos alternativos de controle de pragas tém apresentado
resultados promissores (CASTRO et al., 2010).

2.4 Uso de 6leos essenciais no controle de pragas do feijdo-caupi

O principio ativo dos inseticidas botanicos € um composto resultante do
metabolismo secundéario das plantas e acumulado nos tecidos vegetais. Algumas
delas durante o processo evolutivo desenvolveram sua propria defesa quimica contra
insetos herbivoros sintetizando esses metabdlitos. Dentre os metabdlitos secundarios
0s principais grupos de compostos encontrados com atividade biologica sdo os
alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos, quinonas e Oleos essenciais
(VILLALOBOS, 1996).

Os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa de componentes volateis, com
baixo peso molecular, e constituido na maioria das vezes por terpenoides,
destacando-se entre eles os monoterpenos (90%) e sesquiterpenos, e por uma grande

variedade de fendis aromaticos, oxidos, éteres, aldeidos e cetonas que conferem aos
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mesmos 0 aroma e o odor caracteristico da planta doadora (BATISH et al., 2008).
Podem ser chamados também de 6leos volateis, 0leos etéreos devido a solubilidade
em éter, ou esséncias pelos seus aromas caracteristicos. A denominacéo de 0leo é
decorrente de caracteristicas fisico-quimicas usadas em sua identificacdo e controle
de qualidade, como a de serem liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente,
volateis com aroma agradavel e intenso, sollveis em solventes organicos apolares,
geralmente incolores ou ligeiramente amarelados, ndo sao estaveis na presenca de
luz, ar, calor, umidade e metais (GARLET, 2007).

Estas substancias podem ter diferentes efeitos sobre os insetos, como:
repeléncia, inibicdo da oviposicao, inibicdo da alimentacao ou deterréncia, reducao do
desenvolvimento larval, da fertilidade e fecundidade do adulto, alteracdes
morfogenéticas, além de propriedades antifungicas, bactericidas e antissépticas
(DEQUECH et al., 2008). Mas €é importante que se saiba que alguns fatores
ambientais podem influenciar na composicdo quimica desses 6leos, podendo variar
consideravelmente em uma mesma espécie vegetal dependendo da época da coleta,
das condicbes climaticas e de solo (SIMOES; SPITZER, 2002). Assim como pode
variar dependendo da parte da planta da qual foi extraido, se folhas, frutos,
pedunculos (JAIROCE et al., 2016). De acordo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) os
metabdlitos secundérios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condi¢des
ambientais, como sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiagcdo ultravioleta, altitude, inducéo por estimulos quimicos ou ataque de
patdgenos.

Na agricultura, diversas pesquisas vém sendo estimuladas objetivando o uso
de plantas aromaticas para proteger culturas e produtos agricolas armazenados
(Tabela 1). E a atividade inseticida dos 6leos essenciais dessas plantas vem sendo
muito estudada pela volatilidade e lipofilicidade apresentada por esses compostos,
gue funcionam como fumigantes alterando suas funcdes fisiolégicas de forma

saudavel, ja que é aplicado diretamente sobre os gréos (LEE et al., 2001).

Tabela 1: Oleos essenciais com bioatividade para alguns diferentes tipos de

caruncho-do feijao descrito na literatura. Brasil 2018.
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Nome botanico da

espécie vegetal fonte do Nome Espécie do caruncho- Referéncias
Oleo essencial comum do feijao
Petroselinum sativum Salsa C. maculatus Massango et
(Hoffm.) al. (2017)
Azadirachta indica (A. Nim C. maculatus Lale; Mustapha
Juss.) (2000)
Bracharis articulata Carqueja Acanthocescelides Campos (2014)
(Lam.) doce obtectus (Say)
Eucalyptus staigeriana Eucalipto C. maculatus Gusmao et al.
(F. Muell) (2013)
Lantana camara (L.) Camaréa C. maculatus Zandi-Sohani
et al.(2012)
Ocimum gratissimum (L.)  Manjericdo Callosobruchus Ogendo et
chinensis (L.) al.(2008)
Salvia officinalis (Sage) Salvia C. maculatus Toudert-Tale et
al. (2014)
Ocimum basiculum (L.) Alfavaca C. maculatus Keita et al.
(2001)
Lippia alba (Mill) Erva- C. chinensis Skula et
Cidreira al.(2011)
Acorus calamus (Linn.) Cana- C. maculatus Brito (2015)
cheirosa
Artemisia vulgaris (L.) Artemisia C. maculatus Motaghi et al.
(2014)
Syzygium aromaticum Cravo-da- A. obtectus Jairoce et al.
(L.) india (2014)
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2.5 Almécega branca (Protium heptaphyllum)

Protium heptaphyllum (Aubi) Marchand, pertence a familia Burseraceae, que
se apresenta na forma de &rvores ou arbustos perenes, terrestres, poligamo-didicos
ou monoicos, com ductos resiniferos. E uma familia pantropical e compreende 18
géneros com cerca de 650 espécies, apresentando maior concentracdo na Ameérica
Tropical, Malasia e Noroeste da Africa. Na regido neotropical apresenta oito géneros,
com cerca de 295 espécies e seis delas sdo encontradas no Brasil (LIMA; PIRANI,
2005).

Os representantes dessa familia se caracterizam por apresentar alto teor de
gomas e resinas odoriferas com um significativo valor comercial nos mercados
mundiais, como é o caso da espécie P. heptaphyllum que também é conhecida
popularmente como breu branco, almiscar, amescla e manguinha. Esta espécie se

apresenta na forma de arvores que podem atingir 10-20m de altura (Figura 2).

Figura 2. Arvore e resina de Almécega
Fonte: Disponivel em: www.farmaciaviva.com.br, acesso 10.jul.2018
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A floracdo ocorre nos meses de agosto e setembro e a maturagao dos frutos
em novembro e dezembro (LORENZI; MATOS, 2002). Suas flores sdo amareladas e
pequenas, fruto drupa vermelha ovoide contendo polpa resinosa e amarela
envolvendo na maioria das vezes uma Unica semente e raramente duas ou trés
(Figura 3).

Figura 3. Folhas, Inflorescéncia e frutos de Almécega
Fonte: Disponivel em: www.umpedequé.com.br,acesso 10.jul.2018

A almécega é originaria da América do Sul, mas encontra-se amplamente
distribuida desde a Colémbia, Venezuela, Guianas, até o Paraguai. No Brasil sua
distribuicdo ocorre praticamente em todo o territorio nacional (LIMA; PIRANI, 2005),
principalmente na Regi&do Amazonica e em alguns estados da Regido Nordeste, como
Bahia, Ceara, Maranh&do e Piaui (CITO et al., 2003; LORENZI; MATOS, 2002). A
caracteristica mais peculiar dessa espécie consiste no fato de exsudar uma resina
oleosa e amorfa rica em triterpenos pentaciiclicos e 0leo essencial, cuja producéo
ocorre em maior intensidade no periodo chuvoso e é estimulada pela larva de um
inseto da familia Curculionidae que permanece na arvore até o estado adulto
(SUSUNAGA, 1996). A resina pode ser coletada do tronco e do chao de forma manual,
durante todo o ano e algumas incisées séao feitas no tronco para estimular a producao
do breu, que é exsudado na forma de um liquido balsamico, com cheiro de funcho,
gue ao secar, se coalha numa massa de consisténcia mole de cor branca ligeiramente
amarelada (REVILLA, 2001).

Segundo Mobin et al.(2016) estudos fitoquimicos realizados com P.
heptaphyllum revelaram que sua resina apresenta uma mistura binaria de triterpenos
especialmente alfa e beta amirina e que um dos compostos majoritarios do seu 6leo
essencial € o monoterpeno limoneno. Suas aplicacdes sdo bastante diversificadas,
indo desde a fabricacdo de vernizes e tintas, na calafetagem de embarcacfes, na
medicina popular como analgésico, anti-inflamatério, expectorante e cicatrizante, até

como repelente de insetos tais como “carapanas”, moscas e mosquitos. Apresenta
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também efeitos terapéuticos antiulcerogénicos comprovados e € bastante utilizada na
industria de cosméticos, de produtos de higiene e perfumaria (BANDEIRA, 2003;
REVILLA, 2001). Nas cidades de sua ocorréncia € muito utilizada em rituais religiosos
na forma de defumador e incenso (LORENZI; MATOS, 2002).

2.6 Limoneno (4-isopropenil-1 metil-ciclo-hexeno)

Os Oleos essenciais sao ricos em terpenos e a biossintese destes compostos
envolvem a rota do acido mevalénico e a rota do metileritrol fosfato (rota do MEP) que
sdo precursoras dos isbmeros, que se unem para formar geranil difosfato (GPP), uma
molécula de 10 carbonos, a partir da qual sdo formados os monoterpenos, que Sao
moléculas componentes de diversos 6leos essenciais, entre elas esta o limoneno.
Essa sintese ocorre através de sucessivas reacdes enzimaticas envolvendo sintases,
hidroxilases, desidrogenases, redutases e isomerases. O limoneno € um componente
comum de Oleos essenciais de diferentes espécies vegetais, sendo o monoterpeno
presente na maioria dos 6leos essenciais ja relatados (GARLET, 2007; LANCAS;
CAVICHIOLI, 1990).

O limoneno, 4-isopropenil-1 metil-ciclo-hexeno, féormula CioHie, pertence a
familia dos terpenos e se apresenta a temperatura ambiente como liquido, limpido,

incolor e oleoso (Figura 5).

10 \9

limoneno

Figura 4. Estrutura do limoneno (4-isopropenil-1 metil-ciclo-hexeno)
Fonte: DUETZ et al., (2003).
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Produzido principalmente por frutas citricas como limao, lima e laranja € um
solvente biodegradavel muito utilizado na industria e como componente aromatico, é
utilizado na sintese de novos compostos. Na industria alimenticia pode ser utilizado
como aromatizante e flavorizante, na obtencdo de sabores artificiais e na fabricacéo
de doces e chicletes, podendo ser considerado um agente de calor limpo e
ambientalmente in6cuo. Chega a compor cerca de 96% do Oleo essencial da casca
da laranja (ADJUTO, 2008; COSTA, 2010).

Apresenta em seu anel ciclo-hexeno um carbono quiral, e esta caracteristica
faz com gque ele exista na forma de dois isbmeros Opticos. Os carbonos quirais sédo
identificados como R ou S, entdo R-Limoneno e S-Limoneno segundo a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Mas outra notacao para isbmeros
Opticos incluem o uso das letras d (dextrogiro, desvia o plano de luz polarizada para a
direita) e | (levogiro, desvia o plano de luz polarizada para a esquerda), e os simbolos
+ e -. Assim, pode-se chamar um isébmero de R-(+) - Limoneno e o outro de S-(-) —
Limoneno. E esses dois enantiomeros do Limoneno sdo os mais abundantes
monoterpenos na natureza. O R-(+) -Limoneno possui um aroma de frutas citricas,
principalmente aroma de laranja, enquanto que o S-(-) - limoneno apresenta aroma
semelhante ao do limdo (ADJUTO, 2008; COSTA, 2010).

Por ser o composto majoritario de varios 6leos essenciais de diversas espécies
vegetais, sua bioatividade no controle de insetos-pragas vem despertando interesse
da comunidade cientifica, como foi constatado por (BARBOSA, 2015; DON-PEDRO,
1996) que comprovaram sua eficacia no controle do C.maculatus.


https://iupac.org/
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3. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios e a criacdo de C. maculatus foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia, Departamento de Biologia da Universidade Federal do Piaui, Campus
Ininga em Teresina-Pl, temperatura de 30 £ 2°, umidade relativa de 60 + 5 % e fotofase
de 12 h.

3.1 Obtencéo da Cultivar

A cultivar testada no experimento foi cv. Aracé (Figura 5). Adquirida no Sitio

S&o Judas Tadeu, localizado na BR 316, Km 17 no sentido Timon- Caxias (MA).
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Figura 5. Cultivar Aracé

3.2 Criagao de Callosobruchus maculatus

As geracdes de insetos foram obtidas a partir de insetos adultos pertencentes
ao acervo do laboratério onde foi desenvolvido o experimento. A infestacdo foi
realizada em gréos de feijao caupi, V. unguiculata cv. fradinho, cv. branco e cv. Aracé
adquiridos no comércio local, acondicionados em potes de vidro com capacidade de
1,5L, e cobertos com tecido tipo voil para permitir as trocas gasosas (Figura 7). Neste
processo utilizavam-se preferencialmente fémeas recém-emergidas deixadas para
postura por 48h, em seguida retiradas e os recipientes estocados e monitorados até

a emergéncia da nova geragéo.
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Figura 7 Criacdo de C. maculatus

3.3 Eliminacéo da infestacdo e equilibrio da umidade dos graos

Os graos utilizados nos ensaios eram limpos e secos, acondicionados em
depésitos plasticos e mantidos sob refrigeracéo sob temperatura de -10°C, por um
periodo minimo de sete dias, para eliminacdo de eventuais infestacfes de insetos
provenientes do campo. Antes de sua utilizacdo tanto para fins de infestacdo como
para testes, os graos eram retirados do freezer com um periodo minimo de 48 horas

com a finalidade de atingirem o equilibrio higroscopico.
3.4 Obtencéo do Material Vegetal

A resina de almécega P. heptaphyllum foi adquirida no Mercado Central de
Teresina proveniente de um almecegal localizado na cidade de Timon - MA em
novembro de 2017, mantida sob refrigeracdo até o momento da extragéo do 6leo.

3.5 Extracdo do Oleo de Almécega

A extracdo do Oleo da resina de P. heptaphyllum foi realizada no LAGO
(Laboratério de Quimica Organica, Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Piaui), pelo método de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger
modificado (CRAVEIRO et al.,1981). A resina foi macerada para aumentar a superficie
de contato e obtencdo de maior quantidade de 6leo essencial. Foram utilizadas 5009
de resina e 3 litros de agua destilada e a extracao foi realizada por um periodo que
totalizou 4h em temperatura constante, mantendo a ebulicdo da solu¢do. Decorrido

esse tempo, coletou-se o hidrolato sendo este particionado com diclorometano em
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funil de separagéo para eliminacdo da fase aquosa e recuperacao do 6leo essencial
(Figura 7). Apoés a extracao, o oleo ficou mantido sob refrigeracdo em temperatura de

-10°C de onde foi retirado 48h antes da realizacao de cada teste nos quais foi utilizado.

Figura 7. Extracdo do 6leo de almécega

3.6 Rendimento do 6leo essencial de almécega

O rendimento do 6leo essencial da amostra foi calculado através da seguinte
formula:

__volume de 6leo extraido (ml) x 100

Peso seco da amostra (g)
Onde:
R = rendimento do 6leo essencial (%)
Volume do 6leo = volume extraido (mL)

Peso seco = massa da resina utilizada na extracao (Q)

3.7 Cromatografia gasosa e espectrometria de massas

A andlise quimica do 6leo essencial de resina de almécega foi realizada no
LAGO - Laboratério de Quimica Organica, Departamento de Quimica Orgéanica da
Universidade Federal do Piaui. Foi feita em instrumento Shimadzu GC-173/MS-
QP505A, equipado com automostrador AOC-5000 e coluna capilar Rxi 5% difenil-
dimetilpoliloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Foram injetados 0,1 yL das amostras
no modo Split (1: 20), a temperatura do injetor foi de 220 °C e a temperatura de
interface de 240 °C.
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As condi¢bes de operagao foram as seguintes: coluna programada para operar
a 60 °C, com elevacdo de temperatura a taxa de 3 °C min't. Com corte de solvente
em 3min. O gas de arraste foi hélio (99,9999%; White Martins) com fluxo constante de
1mL mint O espectrémetro de massas do tipo quadrupolo foi operado no modo ‘scan’
no intervalo de massas de 40-350 Da. A fonte de ions estava configurada para
operacdo no modo ionizacao por elétrons (El) a 70 eV. A identificacéo foi realizada
com base na fragmentacdo em comparacgdo com a biblioteca WILEY® e com dados
relatados na literatura (ADAMS, 1995). E também pela comparagdo com os indices
de retencédo calculados (I.R.carc)) com os indices de retencao relatados na literatura
(I.R.qiter)). Os indices de retencgao relativos foram calculados com base na introdugéo
de padrdes de hidrocarbonetos normais (Cs-C25) nas mesmas condigdes utilizadas

para a injecao dos constituintes volateis da resina de almecega.

3.8 Obtencéo do composto majoritario

O composto sintético majoritario do 6leo de almécega foi adquirido na empresa
Sigma-Aldrich®. (R)-(+)-Limonene com grau de pureza de 93%. O mesmo foi mantido
sob refrigeracdo em temperatura de -10°C de onde era retirado 48h antes da

realizacdo de cada teste nos quais ele foi utilizado.

3.9 Teste de Toxicidade por Contato

Os experimentos foram conduzidos a temperatura de 30 + 2°, umidade relativa
de 60 £ 5 % e fotofase de 12 h. Foram realizados testes preliminares em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticbes, com 0 objetivo de definir faixas de
concentracdo do 6leo e do composto sintético majoritério limoneno, capazes de
promover mortalidades de 5 e 95% nos insetos testados utilizando gréos de feijao-
caupi, cv. Arace.

Para cada composto foram utilizados 20g de grados de feijdo-caupi cv. Aracé,
infestadas com 10 fémeas de C. maculatus, diferenciadas através de seus caracteres
morfologicos, com 0-48h de idade acondicionado em recipientes plasticos 100 mL com
tampa perfurada com alfinete, para permitir as trocas gasosas com o exterior (Figura
8).
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Figura 8. Recipientes plasticos.

De acordo com os resultados obtidos nos testes preliminares foram
estabelecidos os tratamentos com as concentra¢des para o Oleo de almécega (10;
15; 20, 35uL/20g) e para o composto sintético limoneno (20; 25; 30; 35; 40uL/20g)
com 5 repeticbes para cada tratamento e uma testemunha. As concentra¢cdes foram
aplicadas sobre os graos utilizando-se um micropipetador automatico, e os mesmos
submetidos a agitacdo manual por um periodo de dois minutos, em seguida colocados
0s insetos. Apos 48 horas de confinamento, avaliou-se a mortalidade e os insetos
foram retirados. Os ovos de cada tratamento e da testemunha foram contabilizados
12 dias apds a montagem do experimento e a emergéncia apos 28 dias.

As concentracdes letais capazes de matar 50% da populacdo (CLso) € 95% da
populacéo (CLes) do 6leo e do composto limoneno foram determinadas através do
PROC PROBIT do programa SAS version 8.02 (SAS INSTITUTE, 2001). As Razbes
de Toxicidade (RT) foram obtidas, através do quociente entre a CLso e/ou Clgs do
produto de menor toxicidade e as CLso e/ou ClLgs dos demais, individualmente. Os
dados de mortalidade, nimero de ovos e insetos emergidos foram submetidos a
andlise de regressao, mediante o programa SAS version 8.02 (SAS INSTITUTE,
2001).



29

3.10 Teste de Repeléncia

Com base nos resultados obtidos nos testes de toxicidade por contato, foram
utilizados como tratamentos as CLso e CLgs para o 6leo e o composto limoneno. Os
ensaios foram realizados em arenas do tipo olfotdmetro formadas por dois recipientes

plasticos de 120ml interligados simetricamente a um outro central com as mesmas

dimensdes através de tubos de polietileno (Figura 9).

\ | /

Figura 9. Arenas.

Em uma extremidade foram colocados 20g de graos de feijao-caupi cv. Aracé,
sem Oleo (testemunha) e na outra a mesma quantidade de feijao foi impregnado com
as respectivas concentracdes de cada tratamento, utilizando-se um micropipetador
automatico, agitando previamente por um tempo de dois minutos para que houvesse
uniformidade na distribuicdo das concentracées dentro dos recipientes. Na caixa
central foram colocadas 20 fémeas de C. maculatus com 0-48h de idade.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 5
repeticbes. Apds 48 horas o0s insetos atraidos para cada recipiente foram
contabilizados e descartados. Os grdos permaneceram no recipiente e apds 12 e 28
dias, procedeu-se a contagem de ovos e insetos emergidos, respectivamente.

O indice de repeléncia (IR) foi calculado através da férmula IR= 2G / (G+P),
onde G=% de insetos atraidos no tratamento e P=% de insetos atraidos pela
testemunha. Os valores de IR variam entre zero e dois, sendo que IR= 1 indica
repeléncia semelhante entre testemunha e tratamento (tratamento neutro), IR > 1

indica menor repeléncia do tratamento em relagdo a testemunha (tratamento
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atraente), se IR < 1 indica maior repeléncia do tratamento em relacdo a testemunha
(tratamento repelente). O intervalo de seguranca foi obtido através da média dos IR
(indice de repeléncia) e o respectivo desvio padrao (DP), ou seja, se a média dos IRs
for menor que 1 — DP, o dleo é repelente, e se for maior que 1 + DP o 6leo € atraente
e se estiver entre 1 - DP e 1 + DP o 0leo é considerado neutro. Este indice é uma
adaptacao da formula citada por Lin et al. (1990), para indice de consumo. O nimero
de insetos atraidos. O numero de ovos e de insetos emergidos foram submetidos a
andlise de variancia ANOVA e as médias comparadas pelo teste t mediante o
programa SAS versédo 8.02 (SAS INSTITUTE, 2001).

3.11 Teste de Toxicidade por Fumigacéo

Utilizaram-se potes plasticos transparentes de polipropileno com volume de 100
mL, onde foram colocados 20 individuos ndo sexados de 0-48 horas de idade para
cada repeticdo. As concentracdes utilizadas foram (125, 250, 375, 437,5 uL/L de ar)
e (35, 500, 625, 750uL/L de ar) para o 6leo e 0 composto majoritario, respectivamente,
sendo utilizado um tratamento testemunha para cada. Utilizou-se delineamento
experimental inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes para cada tratamento. O
Oleo de almécega e o limoneno foram impregnados com auxilio de micropipetador
automatico, em tiras de papel de filtro de 2x2 cm, fixadas na superficie inferior da
tampa dos recipientes. Para evitar o contato direto dos insetos com o0 0leo e o
composto limoneno, utilizou-se um tecido poroso tipo filg, entre a tampa e o recipiente

propriamente dito (Figura 10).

Figura 10. Camaras de Fumigacéo

Os recipientes foram rosqueados e vedados com fita adesiva, visando evitar a
saida dos vapores. Decorridas 48 horas apés a montagem dos experimentos,
contabilizou-se o numero de insetos mortos. Os resultados foram submetidos a

andlise de Probit, através do programa SAS® version 8.02 para obtencdo da
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concentracéo letal (CLso) e (CLos). As Razbes de Toxicidade (RT) foram obtidas,
através do quociente entre a CLso e/ou CLgs do produto de menor toxicidade e as ClLso

e/ou ClLos dos demais, individualmente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e andlise cromatogréfica

O oleo essencial apresentou rendimento de 1,2%. Foram identificados 7
componentes através da analise cromatografica e espectrometria de massas do 6leo
(Tabela 2). Estes variaram em quantidades decrescentes: limoneno > a-terpineol >

1,8-cineol > p-cimeno > a-felandreno > 8-3-careno >a-pineno.

Tabela 2 — Composicao quimica do 6leo essencial da resina de almécega (Protium
heptaphyllum).

Pic TempoNde Constituint  Estrutur [LR. LR. [M*™ Abundgnua
I’eten(;ao e a ) ] relatlva
(mln ) * (calc.) (liter.) (%)*

1 7,071#0,010  a-pineno 984 939 136 2,345+0,083

2 9.4650,009 o-felandreno § 125 120 136 5,213+0,179

3 9581+0,008 &-3-careno /;j 135 121 136 3,150+0,067
101562001 . 107 102 ,,, 15340012

2 P 3 4 9
. 10353:001 . 107 102 . 40123:024
0 8 9 6
o 10513:001 oo 5 108 103 ., 16413:012
0 2 1 9
7 17’5911’0’01 a-terpineol 135 %8 154  17,18+0,465
“om

O rendimento percentual dos Oleos essenciais de diferentes espécies
pertencentes ao género Protium tem sido quantificado. Cit6 et al., (2006) obtiveram
rendimento de 4,6% para Protium bahianum (Daly.) Estevam et al., (2018), Estevam
et al., (2017) e Castelo et al., (2010) encontraram rendimento de 0,5, 0,3 e 0,10 %,
respectivamente para Protium ovatum (Engl.), enquanto Mobin et al., (2016) e Pontes
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et al.,, (2006) obtiveram rendimento de 0,62 e 0,015 % para P. heptaphyllum,
respectivamente. Tais diferencas nos resultados séo justificadas por Castelo et al.,
(2010) quando afirmam que fazer uma comparacdo de trabalhos com o género
Protium é relativamente complicado, visto que ha uma grande variacdo no rendimento
obtido com diferentes espécies do género, como citados anteriormente.

Quanto a composicdo do Oleo essencial, limoneno foi o composto mais
abundante com cerca de 40,12%, estes resultados conferem em parte com o0s
encontrados por Marques et al., (2010) para duas subespécies de Protium
heptaphyllum [ulei (PHU) e heptaphyllum (PHH)]. Ainda neste trabalho, ficou claro que
a composicao variava com a presenca ou auséncia de determinados componentes ao
longo do tempo de hidrodestilacdo, bem como das suas quantidades, porém limoneno
nao foi o mais abundante, sendo superado em quantidade por terpinoleno (42,31%) e
p-cimeno (39,93%) para subespécie ulei (PHU) e heptaphyllum (PHH),
respectivamente.

Ja no trabalho desenvolvido por Mobin et al., (2016) o resultado da composi¢ao
do oleo confere com os encontrados no presente trabalho, uma vez que, a resina
também foi proveniente da cidade de Timon — MA e os constituintes presentes em
maior abundancia foram: |- limoneno, a-terpineol, p-cineol e o-cymene na primeira
hora de extracéo.

As diferencas observadas em relacdo aos compostos majoritarios de um
mesmo género e/ou espécies sdo justificadas por Gobbo-Neto e Lopes (2007),
guando afirma que o local de cultivo, as condicdes de coleta, estabilizacdo e
estocagem, além dos fatores edafocliméaticos podem afetar a composicao do 6leo
essencial de uma mesma espécie botanica.

Especificamente para o género Protium, a composicédo do 6leo pode variar de
acordo com a época do ano e da regido onde o material tem sido coletado. Estudos
prévios com resinas adquiridas de diferentes fontes mostraram que a composicao

guimica do 6leo extraido sofre significativas alteracées (MOBIN, 2016).

4.2 Teste de contato

De acordo com as ClLso (14,21 u/20g) e Clos (35,75 p/20g), o 6leo de P.

heptaphyllum foi mais toxico que o composto Limoneno, pois ndo houve sobreposicao



34

dos intervalos de confianca. As razdes de toxicidade para a CL soe CLgs foram de 2,5

e 2,1, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Toxicidade por contato (u/20g) de oOleo essencial de P. heptaphyllum e
Limoneno em adultos de Callosobruchus maculatus em sementes de feijao, cultivar
Aracé.

Inclinacao ClLso RT Clgs RT

2
Tratamentos N GL + EP (1C95%) 50  (IC95%) 95 X
. 14,23

Protium ’ 35,75

heptaphylium 200 2 4,110,59 (1152,;107)- 25 pensoes 21 345
36,42 77,45

Limoneno 250 3 5,02+0,87 (33,48- - (60,55- - 2,12
41,49) 126,60)

N = numero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade, EP = erro padrdo da
média, IC = intervalo de confianga, RT = razéo de toxicidade, X?= Qui-quadrado.

Uma diversidade de trabalhos tém sido feitos para avaliar a toxicidade por
contato de Oleos essenciais e seus compostos contra besouros do género
Callosobruchus. Dutra et al., (2016) testaram os 6leos essenciais de quatro espécies
de Citrus spp. e chegaram a valores de CLso que variaram de 943,9 a 1037,7 ppm,
com o menor valor para Citrus latifolia (L.) e o mais alto para Citrus sinensis (L.).

Pourya et al, (2018) ao testar a bioatividade de Pistacia
atlantica desf . Subsp. Kurdica (Zohary) Rech. F. e Pistacia khinjuk sobre C.
maculatus observaram nos ensaios de toxicidade por contato, que o0s Oleos
essenciais dos frutos de P. khinjuk e de folhas causaram mortalidade significativa
aos adultos de C. maculatus em contato por 24h (CLso = 0,12 pl/lcm?e CLso = 0,14
ul/lcm 2 | respectivamente), enquanto o O6leo proveniente da goma de P.
atlantica subsp. kurdica foi a mais téxica apés 24h (CL so = 0,07 pl/cm?) em
comparacdo com o 6leo das frutas (CLso = 0,11 pl/cm?) e 6leo foliar (CL so = 0,08
ul/cm?

O limoneno apresentou toxicidade contra C. maculatus com CLso e ClLos de
36,42 e 77,45 (uL/209), respectivamente.

Diferentes compostos majoritarios e minoritarios tém sido investigados, na
tentativa de se elucidar quais componentes sdo responsaveis pelo efeito inseticida.
Em especifico, o limoneno, tem sido relatado em diferentes pesquisas como toxico
para pragas de interesse agricola como: Rhyzopertha dominica (F.), Sitophilus
oryzae (L.), Tribolium castaneum (H.) (TRIPATHI et al., 2003), T. castaneum
Lasioderma serricorne (Fabri.) (YOU et al., 2014), C. maculatus (AJAYI et al., 2014,
BARBOSA, 2015).
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Barbosa, (2015) avaliou a toxicidade por contado do Limoneno no controle de
C. maculatus e obteve CLsode 2142 ppm e CLos 3217 ppm.

Para o numero de ovos e de insetos emergidos o0 modelos de regressao linear
fol 0 que mais se ajustou aos dados, indicando que eles eram inversamente
proporcionais ao aumento das concentracbes, apresentando coeficiente de
determinacéo acima de 70%. A medida em que a concentracéo do 6leo e do isolado
aumentavam, o numero de ovos era reduzido (Figura 3 A e B). Observou-se que 0
Oleo de Almécega foi mais efetivo na concentracdo 35 pL/20g por proporcionar
namero de ovos de apenas 0,8. J& o Limoneno permitiu oviposicdo de 1,8 na
concentracao de 40 uL/20g. (Figura 3-B).

120 1 A

Y=113,46-3,42x
F=182,38;P<0,0001;r*=0,89

100 4

80 4

60

Numero de ovos

40

20 A

0 10 20 30 40
Concentragées (uL/20g)

140 - B
Y=119,50-2,96x
F=70,63;P<0,0001;r*=0,72

Numero de ovos

0 10 20 30 40 50

Concentracdes (uL/20g)
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Figura 3 — Numero de ovos de Callosobruchus maculatus em gréos de feijao-caupi
cultivar Aracé tratados com 6leo essencial de Protium heptaphyllum (A) e limoneno

(B).

Trabalhos tém relatado que alguns 6leos essenciais e seus compostos isolados
séo efetivos na diminuicdo de oviposi¢céo do caruncho do feijdo-caupi. Dutra et al.,
(2016) ao testarem Oleos essencias de quatro espécies de citrus observaram que o
namero de ovos e adultos recém-emergidos era inversamente proporcional ao
aumento das concetracdes dos 6leos.

No trabalho feito por Ajayi et al., (2014) ao testarem diferentes monoternos
contra C. maculatus, observou-se que o nimero de ovos decresciam com 0 aumento
das concentra¢des do Limoneno, causando 100% de deterréncia na concentracao de
60 uL/L.

O numero de adultos emergidos foi reduzido em todas as concentracdes
guando comparada com o numero de ovos viaveis contados em cada tratamento, o
gue mostra que o 6leo de Almécega e Limoneno tém potencial efeito ovicida. No geral,
0 numero de adultos emergidos era inversamente proporcional ao aumento da
concentracdo. A concentragao 35uL/20g do 6leo de Almécega reduziu a emergéncia
em 100% quando comparado com o tratamento controle. Porém, no teste feito com
Limoneno pbdde-se observar emergéncia média de 1 adulto por repeticdo na
concentracdo 40uL/20g (Figura 4 A e B).

Este resultado se assemelha ao encontrado por Gusmao et al., (2013) quando
testaram 4 o6leos de essenciais (Eucalyptus citriodora (NU.), Eucalyptus staigeriana
(L.), Cymbopogon winterianus (Jowitt.) e Foeniculum vulgare (Mill.) sobre C.
maculatus e observaram que o numero de ovos e de adultos emergidos, diminuiam

com o aumento da concentragcéao dos 6leos.
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Figura 4 — Emergéncia de Callosobruchus maculatus em grédos de feijao-caupi
tratados com Gleo essencial de Protium heptaphyllum (A) e limoneno (B).

4.3 Teste de repeléncia
O oleo essencial de almécega e Limoneno nas concentracdes testadas foram

classificados como repelentes para C. maculatus (P < 0,05). A CLgos de ambos o0s

produtos atrairam um numero de 3,4 insetos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Efeito repelente de Protium heptaphyllum e Limoneno a adultos de
Callosobruchus maculatus em gréos de feijdo-caupi.

Conc. Adultos Atraidos

Produto IR(M = DP)? o
(uL/20g) Testemunha Oleo! Classificacao

Protium 14,23 9,4+0,40 6,8+0,37* 0,84+0,05 Repelente

heptaphyllum

35,76 9,4+1,17 3,4+1,08* 0,45+0,29 Repelente

Limoneno 36,43 9,4+0,75 4,8+1,2* 0,65+0,32 Repelente

77,45 12,6+0,75 3,4+0,75* 0,42+0,16 Repelente

*Significativo pelo teste “t” (P < 0,05);
2IR (Indice de repeléncia) = 2G/G+P (G=% de insetos atraidos no tratamento; P=% de
insetos atraidos na testemunha).

A crescente investigacdo biotecnoldgica de inseticidas e repelentes alternativos
aos sintéticos, particularmente os provenientes de plantas, pode levar a maior
seguranca e eficiéncia ao controle de insetos. Diante desta necessidade Kedia et al.,
(2015) testaram o Oleo essencial da semente de Cuminum cyminum e seus
componentes majoritarios contra C. chinensis e S. oryzae. Na menor concentracao
utilizada (12,5 yL/L de ar), o 6leo essencial causou 100% de repeléncia a C. chinensis,
mas apenas 53% de repeléncia a S. oryzae, porém na maior concentracao testada
(100 pL/L de ar), todos os materiais de teste causaram 100% de repeléncia a C.
chinensis, mas para S. oryzae apenas o y-terpineno e (-) - B-pineno causaram 100%
de repeléncia.

Oliveira et al.(2017) sugerem que os 0leos essenciais, por conterem centenas
de componentes, devem ser testados isoladamente para se ter uma melhor
compreensao, a fim de determinar quais desses sao responsaveis pelos efeitos toxicos
contra C. maculatus. Reis et al., (2016) avaliaram a atividade repelente de
monoterpenos, onde 0s compostos testados (citral, (x) citronelal, citronelol, eugenol e
geraniol) apresentaram atividade inseticida e repelente significativa contra C. maculatus
em diferentes concentracdes que variaram de 1 a 64 pl/10g, sendo o melhor composto
testado como inseticida e repelente, o eugenol.

O numero de ovos e de insetos emergidos foi significativamente menor (P<0,05)
nos produtos testados em comparacdo com o tratamento testemunha, assim a
oviposi¢ao em gréos de feijdo tratados com ambos os produtos foi bastante reduzida
guando comparada com a testemunha, em especial para as CLgs do 6leo e do limoneno
gue apresentaram numero meédio de ovos de 3,4 e 4,8 respectivamente (Tabela 5).
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Consequentemente nestas mesmas concentracdes foram contabilizados o menor
namero de insetos emergidos, com média de 2,0 insetos adultos (Tabela 6).

Tabela 5. Numero de ovos Callosobruchus maculatus em teste de repeléncia com 6leo
essencial de Protium heptaphyllum e seu constituinte limoneno.
NUmero de ovos (xEP)
Produto

Conc.
(HL/20g) Testemunha Produto?
Protium 14,23 53,0+2,55 9,6+1,29*
heptaphyllum 35,76 58,4+3,01 3,4+1,08*
Limoneno 36,43 64,6+4,48 7,8+2,89*
77,45 60,4+5,28 4,8+1,16*

I* Significativo pelo teste t (P < 0,05);
Tabela 6. Emergéncia de Callosobruchus maculatus em teste de repeléncia com 6leo
essencial de Protium heptaphyllum e seu constituinte limoneno.
Numero de insetos (zEP)

Oleo Conc.
(HL/20g) Testemunha Produto?
Protium 14,23 47,6+3,64 6,0+1,00*
heptaphyllum 35,76 53,4+2,25 2,0+0,95*
_ 36,43 57,615,11 3,8+1,98*
Limoneno
77,45 53,0+4,18 2,0+1,09*

I* Significativo pelo teste t (P < 0,05);

Resultados satisfatérios também foram encontrados por Gusmao et al., (2013)
quando avaliaram o feito repelente de E.citriodora, E. staigeriana, C. winterianus e F.
vulgare sobre C. maculatus observou uma reducéao percentual na oviposi¢cdo que variou
de 6,3 a 100% e em emergéncia de 0,9 a 100% nos Oleos testados, especialmente C.
winterianus, que na maior concentracdo de 622,5 ppm reduziu a oviposicdo e a
emergéncia de adultos de C. maculatus em 100%.

No geral, esses resultados fundamentam a importancia de se usar 6leos
essenciais para o manejo de C. maculatus em graos de feijdo-caupi armazenados,
sendo esta uma fonte promissora, de baixo custo e de facil acesso a pequenos e médios
agricultores. Em relagdo ao composto isolado, este pode ser usado em formulagdes
guimicas comercias e ter o seu efeito inseticida potencializado, podendo ser

disponibilizado e comercializado em maior escala.

4.4 Teste de fumigacédo



40

Foram observadas diferengas entre as CLso em ambos os produtos, sendo que
o0 6leo essencial de almécega foi mais toxico do que o limoneno com CLso (191,28 pL/L
de ar). Para CLes ndo houve diferenca quanto a toxicidade, pois os intervalos se

sobrep6em (Tabela 7).
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Tabela 7 - Toxicidade do 6leo essencial de Protium heptaphyllum e limoneno como
fumigantes em adultos de Callosobruchus maculatus em grédos de feijao, cultivar
Aracé.

Inclinacéo CLso RT Clogs RT

2
Tratamentos N GL "7 gp (1IC95%) 50 (1C95%) 95 X
Protium 191,28 1011
heptaphyllum 200 2 2272031 154 5108) %2 (773-1726) 0,91
. 43734 767,96
Limoneno 400 2 6,72+0,69 (409,7-460,9) - (706,2-865,7) 1,3 1,08

N = numero de insetos usados no teste, GL = grau de liberdade, EP = erro padrdo da
média, IC = intervalo de confianca, RT = razéo de toxicidade, X?= Qui-quadrado.

A fumigacdo é um método efetivo para 0 manejo de pragas de graos
armazenados, pois € eficaz contra todos os estagios da vida das pragas, custo-efetivo,
rapido e deixa residuos minimos (GRAVER, 2004).

O ¢6leo de almécega foi mais téxico a C. maculatus do que o limoneno, com

CLso 191,28 pL/L. Alguns oOleos tém se mostrados eficazes quando avaliados por
metodologias de fumigagdo. Massango et al., (2017) avaliaram a mortalidade de C.
maculatus fumigados com o Oleo essencial de Petroselinum sativum conhecida
popularmente como salsinha, e obtiveram CLso: 489,5 pL/L de ar. Porém apesar de
sua menor toxicidade fumigante (CLso: 489,5 yL/L de ar) comparativamente a fosfina
(CLso: 35,7 pL/L de ar), o 6leo essencial de salsa causou reducdes significativamente
maiores no surgimento de C. maculatus em comparagdo com a fosfina.

No presente experimento, o limoneno apresentou CLso de 437,34 (ML/L) e Clos
de 767,96 (uL/L) para C. maculatus. Diversos 0Oleos de citrus, que em geral,
apresentam o limoneno como composto majoritario, tem sido testado contra pragas
de grdos armazenados, a exemplo, Ganiyu et al., (2017) elucidou a toxicidade
fumigante do 6leo essencial da casca de Citrus sinensis contra Tribolium confusum
(D.), C. maculatus e S. oryzae, observando que a mortalidade percentual dos insetos
aumentou com o aumento da concentracdo do Oleo essencial e do tempo de

exposicdo, enquanto a CLso reduziu com o aumento no periodo de exposicao.
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5. CONCLUSAO

e O dleo de almécega € mais toxico a C. maculatus que limoneno, nos testes de
contato e fumigacao;

e O 6leo de almécega e limoneno reduzem a oviposicdo e a emergéncia de adultos
de C. maculatus;

e Tanto o 6leo de Almécega quanto limoneno séo repelentes a C. maculatus.
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