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RESUMO
ALVES, Marcela de Souza. Oleo Essencial de Capim-Lim&o como Protetor de Sementes e
Grdos Armazenados: Uma Abordagem Da Biologia Quimica e Molecular ao Manejo
Agroecoldgico do Carucho Do Feijao-Caupi 2021. 129p. Tese (Doutorado em Quimica, area
de Concentracdo em Quimica Bioldgica). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

Os 0leos essenciais sdo promissores para protecdo de sementes e graos da infestacéo de insetos-
pragas e fungos fitopatogénicos. Neste contexto, o presente estudo teve os seguintes objetivos:
estudar os efeitos do dleo essencial de Cymbopongon citratus (capim-limao) e citral sobre as
etapas do ciclo de vida do inseto, investigar os seguintes efeitos do 6leo essencial: sobre o
metabolismo de fémeas copuladas de C maculatus, na protecdo das sementes em funcdo do
tempo, sobre a germinacdo de sementes de feijao (Vigna unguiculata), desenvolvimento de
fungos da condicdo de armazenamento e sobre a viabilidade celular/ toxicidade na levedura
(Saccharomyces cerevisiae), modelo celular eucarioto. Para isso, foi realizada a caracterizacéo
quimica do Oleo essencial de capim-limdo, onde observou-se um perfil quimico rico em
monoterpenos, sendo 0s componentes majoritarios neral (34,63%) e geranial (42,80%) que
formam o isdmero citral, no qual sementes de feijdo-caupi foram lavadas com dleo essencial e
armazenadas por até 180 dias, e verificou-se que as sementes revestidas com o 6leo essencial
apresentaram residuos de citral em sua superficie e protecdo contra gorgulhos por até 90 dias
de armazenamento. Observou-se efeito toxico da fumigacdo do Oleo essencial sobre a
mortalidade dos insetos de 61,43% na concentracdo de 0,92mg/cm? e inibicdo de seu ciclo de
vida. No perfil metabolico de fémeas copuladas, verificou-se predominancia de aclcares
(trealose e glicose) e aminoacidos (prolina e alanina), no grupo controle, porém, nas fémeas
expostas ao Oleo essencial, foram observados niveis aumentados de glicerol e diminuicdo da
expressao relativa das enzimas hexoquinase, lactato desidrogenase e malato desidrogenase. O
Oleo essencial apresentou toxicidade sobre o crescimento de fungos da condicdo de
armazenamento. A viabilidade celular em modelo celular eucarioto, a levedura de S. cerevisiae,
foi observada em até 3 horas de exposicdo ao 6leo essencial. Ndo houve efeito alelopético do
6leo essencial na germinacdo de sementes de feijao-caupi. Com base nos testes realizados,
conclui-se que o 6leo essencial de capim-limdo tem potencial para desenvolver estratégias de
protecdo de gréos e sementes em substituicdo ao controle tradicional, principalmente no

atendimento ao setor de producdo de sementes organicas.
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Palavras-chave: Agricultura organica, controle de insetos-pragas, biopesticidas, protecdo de

sementes.

ABSTRACT

ALVES, Marcela de Souza. Lemongrass Essential Oil as a Protector of Stored Seeds and
Grains: A Chemical and Molecular Biology Approach to the Agroecological Management
of Cowpea Beetle. 129p. Thesis (Doctorate in Chemistry, area of concentration in Biological
Chemistry). Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Essential oils are promising for protecting seeds and grains from infestation by insect pests and
phytopathogenic fungi. In this context, the present study had the following objectives: to study
the effects of the essential oil of Cymbopongon citratus (lemon grass) and citral on the stages
of the insect life cycle, to investigate the following effects of the essential oil: on the metabolism
of females copulates of C. maculatus, on seed protection as a function of time, on bean (Vigna
unguiculata) seed germination, on fungal development under storage conditions and on cell
viability/toxicity in yeast (Saccharomyces cerevisiae), eukaryotic cell model. For this, the
chemical characterization of lemongrass essential oil was carried out, where a chemical profile
rich in monoterpenes was observed, with the majority components neral (34.63%) and geranial
(42.80%) that form the isomer citral, in which cowpea seeds were washed with essential oil and
stored for up to 180 days, and it was found that seeds coated with the essential oil showed citral
residues on their surface and protection against weevils for up to 90 days of storage. A toxic
effect of essential oil fumigation was observed on insect mortality of 61.43% at a concentration
of 0.92mg/cm3 and inhibition of their life cycle. In the metabolic profile of mated females, there
was a predominance of sugars (trehalose and glucose) and amino acids (proline and alanine),
in the control group, however, in females exposed to essential oil, increased levels of glycerol
and decreased relative expression were observed. of the enzymes hexokinase, lactate
dehydrogenase and malate dehydrogenase. The essential oil showed toxicity on the growth of
fungi in the storage condition. Cell viability in a eukaryotic cell model, the yeast of S.
cerevisiae, was observed in up to 3 hours of exposure to the essential oil. There was no
allelopathic effect of the essential oil on the germination of cowpea seeds. Based on the tests
carried out, it is concluded that lemongrass essential oil has the potential to develop strategies
to protect grains and seeds to replace traditional control, especially in serving the organic seed

production sector.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente h& perdas de 20% de grdos armazenados por ano, o equivalente a 420
mil toneladas (MESTERHAZY et al., 2020). Além das perdas da producéo em larga escala, o
manejo inadequado nas condicbes de armazenamento sdo maléficas para o pequeno produtor,
prejudicando a economia local e a qualidade do alimento de populagcbes menos favorecidas
(STATHERS et al., 2020).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp., Fabaceae) é um alimento bésico de
grande importancia para muitos brasileiros, principalmente das regides Norte e Nordeste, sendo
uma cultura tipica da agricultura familiar. Contudo, parte das perdas econdmicas no periodo de
armazenamento do feijdo-caupi sdo ocasionadas pela infestacdo de insetos-pragas,
principalmente pelo caruncho do feijdo-caupi, Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera:
Chrysomelidae, Bruchinae) (GALLO et al., 2002; BRITO & BORTOLI, 2006; SILVA, 2007;
MELO et al., 2010). No Brasil, o impacto da infestacdo do caruncho do feijdo-caupi é
devastador, podendo provocar perda de até 50% da producdo do feijdo-caupi por ano
(MARANGONI, 2002). Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), as perdas mundiais provocadas por esse caruncho podem chegar até 90%
em outros paises (TARUVINGA et al., 2014).

A principal forma de controle dos insetos-pragas, entre eles os carunchos, é a utilizacao
de agrotoxicos sintéticos. Em 2008, o Brasil se tornou o maior consumidor de agrotoxicos no
mundo, atingindo a marca de mais de 700 mil toneladas de produtos consumidos, ocupando
atualmente a quarta posicdo (PEDLOWSKI et al., 2012; PAUMGARTTEN, 2020) e cerca de
80% dos pequenos produtores brasileiros fazem uso desses tipos de agrotdxicos em suas
lavouras (IBGE, 2009). Ademais, 0s agrotoxicos organicos sintéticos (e.g., organofosforados,
carbamatos e piretrdides) e alguns da classe dos inorganicos (e.g., fosfina e seus precursores)
ndo sdo permitidos em sistemas agroecoldgicos e organicos de producdo vegetal no Brasil,
incluindo no tratamento pés-colheita dos produtos vegetais, como no armazenamento de
sementes e graos (BRASIL, 2021).



Por outro lado, as restri¢des a utilizacdo dos agrotdxicos sintéticos, as despesas para sua
aquisicao e os problemas de toxicidade decorrentes da utilizagdo dos mesmos vém estimulando
a utilizacdo de produtos fitossanitarios de origens naturais, cujos impactos negativos de
natureza ambiental e para a salde humana sdo menores ou inexistentes e 0s custos para
obtencdo deles sdo menores (BARBOSA et al., 2002; DAMALAS & KOUTROUBAS, 2020).

Nesse cenario, 0s Oleos essenciais, que sdo substancias volateis produzidas pelo
metabolismo secundario das plantas, (ISO, 2013) vém surgindo como uma alternativa
promissora no controle de pragas de importancia agricola, sejam insetos, acaros, fungos ou
ervas-daninhas (FIERASCU et al., 2020) e em diversas formas de aplicacdo seja por fumigacao,
acdo topica ou no revestimento de sementes para protecdo contra insetos, fungos, patdégenos
que inviabilizam os gréos. Além disso, os dleos essenciais constam na lista de substancias e
praticas para 0 uso nos sistemas organicos de producéo no Brasil, particularmente no controle
de insetos-pragas, fungos e doencas durante a producao, o beneficiamento e o armazenamento
de produtos vegetais (MAPA, 2021). Alguns trabalhos vém mostrando o efeito toxico dos 6leos
essenciais sobre a biologia, aspectos bioguimicos de insetos- pragas (ABDEL-HAKIM et al.,
2021) e contra fungos de produtos vegetais armazenados, tais como grdos e sementes (LEITE
et al., 2018).

O 6leo essencial de capim-limao, Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (Poaceae), possui
propriedades medicinais (VIKTOROVA et al., 2020), na conservacao de alimentos (MURMU
& MISHRA, 2018), como antimicrobiano (DANGKULWANICH & CHARASLERTRANGSI,
2020), fungicida (SAHAL et al., 2020) e inseticida (PLATA-RUEDA et al., 2020). Deste
modo, a substituicdo de agrotdxicos por produtos de origem natural, como o 6leo essencial de
capim-limao, constituido por substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario das
plantas, pode ser uma solucdo de menor impacto econémico, ambiental e para a satde humana,
principalmente dos agricultores. Soma-se a isso, 0 aumento da demanda de produtos
fitossanitarios de uso autorizado na agricultura organica brasileira, entre eles os 6leos essenciais
(MAPA, 2021). Neste contexto, fica evidente a possibilidade para o desenvolvimento de
inovacoes tecnoldgicas aplicados a agricultura, baseados em formulacdes contendo principios

ativos naturais com propriedades inseticidas e fungicidas.

Mesmo que o0s principios agroecoldgicos ndo se alinhem com patentes, pois deixam 0s
pequenos produtores dependentes de grandes empresas, € importante que a producdo

agroecoldgica em larga escala tenha acesso a produtos que diminuem os impactos ocasionados
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com o controle tradicional de pragas agricolas. E de acordo com consulta realizada em 2021 no
banco de dados publicos do INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual) ndo existem
patentes registradas para formulacbes com o 6leo essencial de capim-limao para a protecao de
sementes e grdos de feijdo-caupi contra Callosobruchus maculatus e fungos da condicdo de
armazenamento de grdos como as espécies Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletrochium sp.
e Fusarium sp, que diminuem a densidade do gréo, diminuem o seu potencial germinativo
inviabilizando-as para consumo. Séo encontrados registros de associacdo de moléculas com o
6leo essencial de capim-limdo para efeito bactericida ou fungicida, como no invento BR
102017018474-9 em que o Oleo essencial de capim-limao associado a quitosana, é utilizado
para a protecdo de frutos pos-colheita (INPI, 2021). Além disso, durante o desenvolvimento
deste trabalho, ndo foi encontrado no WIPO (Sistema Internacional de Patentes), nenhum
registro de patente para protecdo de sementes de feijdo caupi com o dleo essencial de capim-
limdo contra o caruncho do feijdo-caupi. No entanto, 6leos essenciais extraidos de outras
plantas foram registrados com a finalidade de melhorar as condi¢des de armazenamento de
grdos. Como o 0leo essencial de Lippia sidoides e timol BR 102017004264-2, para protecdo
de gréos e de Ocimum basilicum BR 102014024632-0 para controle de insetos pragas de gréos
armazenados (INPI, 2021).

Portanto, este estudo explora o potencial biotecnoldgico do 0leo essencial de capim-
limdo para a protecdo de sementes e grdos armazenados contra a infestacdo do inseto praga do
feijdo-caupi e fungos da condicdo de armazenamento de modo a atender a demanda por
tecnoldgicas agroecoldgicas, mas também possibilita sua insercdo no mercado de novos
bioinseticidas patenteaveis e como modelos para sintese de novos principios ativos de

inseticidas visando o controle de insetos-praga.

2 OBJETIVO

Neste contexto, o presente estudo teve o seguinte objetivo: estudar os efeitos do 6leo
essencial de Cymbopongon citratus (capim-limao) sobre as etapas do ciclo de desenvolvimento
e 0 metabolismo do Callosobruchus maculatus (caruncho do feijdo-caupi) e, também, propor a

elaboracdo de uma aplicacdo biotecnoldgica voltado a agricultura organica.

Nos quais foram os objetivos especificos:



Q) Investigar os efeitos do 6leo essencial de C. citratus sobre o metabolismo do C

maculatus através do estudo do perfil metabdlico e da expressdo génica;

(i)  Avaliar o efeito residual do 6leo essencial de C. citratus na protecdo das

sementes em funcdo do tempo;

(iii)  Avaliar o efeito do 6leo essencial sobre a germinacdo de sementes de feijao
(Vigna unguiculata), desenvolvimento de fungos da condicdo de
armazenamento e sobre viabilidade celular/ toxicidade na levedura

(Saccharomyces cerevisiae).

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Producéo de Gréos no Brasil e no Mundo

Em 2018, a producéo de gréos no Brasil foi de 226,5 milhdes de toneladas de acordo
com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019) e segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento para 2018/2019 a producéo foi de 7,7 milhGes de toneladas em
relacdo a safra de 2016/2017 (CONAB, 2019). No pais, os graos de maior cultivo comercial
sdo o milho, soja, feijdo, arroz e trigo, sendo que 70% de toda a producéo agricola € destinada
ao abastecimento do mercado interno (CONAB, 2019; USDA, 2019; FAO, 2020).

Segundo dados da literatura (SANTANA & CONTINI, 2011) o cenario de aumento da
produtividade é devido ao aumento da populacdo mundial. Na economia brasileira o
agronegocio representa 20% do Produto Interno Bruto (PIB) (MAPA, 2018), com projecédo de
producéo de 300,1 milhdes de toneladas e exportacdo de 138 milhdes de gréos para 2028/2029
(MAPA, 2019). Os indices positivos na producéo de graos, refletem nas relacdes internacionais
no agronegocio que apresentou saldo positivo de US$ 96 bilhdes (USDA, 2020), e de acordo
com o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA) da USP, esse cenario
permitiu ao Brasil alcancar patamares recordes, no qual a exportacdo de graos apresentou
aumento de 4,7% em 2018 (CEPEA, 2018).

Esse desempenho fez com que o Brasil assumisse, funcdo geopolitica semelhante ao
petréleo e ao dolar (OLIVEIRA, 2016; EMBRAPA, 2018) possibilitando estreitar fortes
relacBes comerciais com outros paises, como por exemplo a China (CONAB, 2019). E um dos
fatores que beneficiam o Brasil nessas relacbes comerciais € a falta de recursos naturais para o
desenvolvimento e cultivo de graos nos outros paises (WILKINSON et al., 2016), e a produgéo
de biocombustivel (CREMONEZ et al., 2015).



Contudo, com o aumento da producdo agricola, surgiram inimeros problemas, entre
eles, a infestacdo dos gréos armazenados por insetos-pragas, o tempo de prateleira do produto
para o consumidor, entre outros. Devido aos novos desafios na producdo, foi necessario utilizar
a tecnologia para otimizar os processos de producdo, com a utilizacdo de drones, fertilizantes,
automacdo na colheita (RESENDE et al. 2014), sementes transgénicas e a utilizagdo de
inseticidas (EDGERTON, 2009; ZUNJARE et al., 2015).

Além disso, a producdo de grdos e a expansao das lavouras no Brasil ultrapassa a
capacidade de armazenagem, impactando no tempo, nas condi¢cbes de armazenamento,
consequentemente, na qualidade do produto (BARONI et. al., 2017). Portanto, é necessario o
investimento em tecnologias que assegurem qualidade e viabilidade durante o armazenamento

de gréos.

3.2.Impacto econdmico das pragas de gréos no Brasil e no Mundo

A viabilidade dos grdos armazenados pode estar em risco devido ao ataque de insetos-
pragas, que provocam perdas e prejuizos da ordem de 25 milhdes de toneladas de alimentos e
biocombustiveis, que representa para o Brasil 7,7% da producéo e 17,7 bilhdes de dolares
anuais (OLIVEIRA, C. M. et al., 2014). Garantir a viabilidade dos gréos na pés-colheita e
armazenagem € estratégico, uma vez que 0 agronegocio é um setor de grande importancia
econdmica para o Brasil e o mundo (FARONI & SILVA, 2008). Estima-se que mundialmente
as perdas variam de um terco a um quarto de toda a producdo de graos devido ao ataque de
insetos durante o armazenamento (SARWAR, 2015) e alguns autores afirmam que esse cenario
pode ser agravado pelos efeitos climaticos, como o0 aumento da temperatura global (DEUTSCH
et al., 2018).

Aproximadamente 1.025 espécies de insetos-pragas causam algum dano as culturas
(SALLAM, 2013), e muitas das perdas econdmicas na producdo de graos no Brasil é devido a
espécies exdticas de insetos-pragas introduzidas desde o século XI1X que se adaptaram as
condicBes ambientais (OLIVEIRA, C. M. et al., 2013). Com a globalizacdo das relacGes
comerciais envolvendo comodities agricolas, tem sido comum a migracdo de insetos pragas
entre paises, por exemplo, a Africa que sofreu inimeras perdas de producdo de milho e soja

devido a introducéo de Chilo partellus, uma mariposa proveniente da Asia (SALLAM, 2013).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) as

pragas agricolas consideradas mais importantes no Brasil pertencem as ordens: Coleoptera,



Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Thysanoptera dentre elas sdo encontradas 24
espécies de insetos introduzidas (MAPA, 2008). De modo geral, os insetos-pragas perfuram os
grdos, se alimentam dos cotilédones diminuindo a viabilidade, peso, valor nutricional e
possibilitam a proliferacdo de fungos oportunistas, reduzindo a qualidade sanitaria e valor do
produto a ser comercializado, além disso, promovem danos econémicos indiretos devido a
aplicacdo de agrotdxicos, prejudicando a satde dos aplicadores e ocasionando danos ambientais
(LORINI et al., 2015).

Existem inameros relatos na literatura sobre 0s danos causados por insetos-pragas de
culturas como milho (ZUNJARE et al., 2015), feijdo (BRITO, Sara Samanta Silva et al., 2015),
soja (SARWAR, 2015), arroz (BIANCOLILLO et al., 2019) e trigo (KUMAR, Ritesh et al.,
2017). Por isso, a reducédo do dano econémico na producado de graos, principalmente nos paises
em desenvolvimento, se faz necessario ndo apenas para conter prejuizos na economia, nas
exportagOes, assim como, para melhorar a disponibilidade e 0 acesso aos alimentos nesses
paises (KUMAR & KALITA, 2017).

3.3.Feijao-caupi

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) do Brasil reconhece
apenas duas espécies de feijao: Phaseolus vulgaris L. (feijao comum) e Vigna unguiculata (L.)
Walp. (feijdo-caupi ou feijdo fradinho) (ambas Fabaceae) e aponta que o consumo deles no
Brasil é de 19 kg/pessoa/ano (MAPA, 2008b; MAPA, 2018). O feijdo ¢ uma leguminosa
cultivada em todas as regides quentes do globo (Menezes Junior, 1960) e possui resisténcia a
acidez do solo, seca, altas temperaturas e, por isso, pode ser cultivado durante todo o ano no
Brasil (IQBAL et al., 2006).

O feijdo é um alimento de grande importancia no Brasil por ser a base da dieta dos
brasileiros, principalmente nas regides Norte e Nordeste, sendo rico em aminoacidos essenciais
como lisina e arginina (IQBAL et al., 2006; IBGE, 2009). Devido alto potencial nutritivo dos
feijoes, a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) elegeu em

2016 o ano das leguminosas com o intuito de erradicar a fome (FAO, 2016).

De acordo com SMARTT, 1985, o género Vigna inclui duas espécies africanas e duas
asiaticas, entretanto alguns autores consideram todo o género Vigna, inclusive V. unguiculata,
de origem africana (FREIRE FILHO, 1988) (Figura 1). A producdo de feijao-caupi esta

associado a Africa, Asia, Sul da Italia Sudeste e Sudoeste da América do Norte e na América



do Sul (EHLERS & HALL, 1997). Muitos autores acreditam que a chegada do feij&do-caupi no
Brasil foi a partir da Africa através do trafego de escravos no século XVI/XVII e da Europa
com os colonizadores (FREIRE FILHO, 1988; PASQUET, 1999).

Figura 1. Feijdo-fradinho, Vigna unguiculata (A). Distribuicdo de espécies do género Vigna
em 10 regides (B). Numero superior igual ao total de espécies de cada regido e entre parénteses
igual ao total de espécies endémicas (FREIRE FILHO, 1988). (A) Retirado de:
http://www.reciclabag.com.br/site/noticia/44/seminario-sobre-feijao-caupi-em-mt-esta-com-
inscricoes-abertas, em 30.07.2020.



Perdas pos-colheita podem ocorrer devido a variagcBes climaticas, condi¢Ges de
armazenamento e infestacdo de insetos-pragas (Oliveira et al., 2014b) e o feijdo-caupi possui
inlmeras pragas como a mosca-branca (Bemisia tabaci), a cigarrinha (Empoasca sp.), acaros
(Tetranychus spp.), pulgdes (Aphis craccivora) e besouros (Callosobruchus maculatus) que
causam baixa qualidade do gréo ou perda total de producdo (OYEWALE & BAMAIYI, 2013).

Os insetos-pragas possuem enzimas especificas para digerir os constituintes dos grdos
no geral, estabelecendo especificidades a determinadas espécies (DE SA et al., 2014b).
Também, existem relatos na literatura indicando que a infestag&o do feijdo-caupi pelo caruncho
diminui o potencial germinativo, 0 vigor das sementes e o crescimento das plantulas,
prejudicando a comercializacdo (CRUZ, L. P. et al, 2016), tornando relevante o

desenvolvimento de tecnologias no processo de armazenamento, a fim de diminuir as perdas.

3.4. Caruncho do feijdo-caupi
3.4.1. Biologia do inseto

O principal inseto praga que infesta o gréo de feijdo-caupi durante o armazenamento é
o caruncho do feijdo-caupi Callosobruchus maculatus Fab. (Coleoptera Chrysomelidae),
também popularmente conhecido como gorgulho-do-feijdo-de-corda, apesar de sua infestacédo
poder ocorrer no campo (FREIRE FILHO, R. F., 2011). Os principais danos ocorrem no
armazenamento, podendo levar a 90% de perdas do produto (ONYIDO et al., 2011). A
infestacdo do feijao-caupi pelo caruncho ao longo do tempo proporciona a desvalorizacdo do
gréo e reducéo do peso de 60 a 70% (GALLO et al., 2002, SCHOONHOVEN & CARDONA,
1980; TANZUBIL 1991; SILVA & XAVIER-FILHO 1991), provocado pela postura de ovos,
disseminacdo de fungos e perda de massa, devido o desenvolvimento dos estagios larvais no
interior do grdo (OLUWAFEMI, 2012) (Figura 2).



Figura 2 . Impacto negativo da infestacdo de Callosobruchus maculatus em feijdo-caupi (Vigna
unguiculata): perfuragcdes nos grdos, contaminagdo com fungos oportunistas, diminuicdo do
valor nutritivo, sanitario e germinativo. Retirado de BECK & BLUMER (2011).

O caruncho C. maculatus apresenta dimorfismo sexual, sendo a fémea maior que o
macho, possui coloracdo escura com abdémen, torax e cabeca pretos (Figura 3) (GALLO et al.,
2002). E o adulto pode voar de acordo com as condi¢Ges ambientais. No campo o adulto voa
e € menos fertil em relacdo ao adulto da condicdo de armazenamento (menos ativo). Esse
dimorfismo sazonal possibilita aumento de sua capacidade de infestacdo (KEDIA et al., 2015).
As fémeas ovipositam de 80 a 90 ovos sobre o tegumento do grdo e apds aproximadamente
em 6 dias, as larvas penetram nos gréos, alimentando-se do mesmo e formando camaras. Depois
de 25 a 30 dias, o inseto adulto emerge do gréo, dando continuidade ao ciclo (CREDLAND,
Peter F., 1987). Os adultos medem cerca de 3 mm, sdo totalmente maduros no periodo de 24-
36 horas e apds a emergéncia, ndo se alimentam, portanto, ndo requerem agua nem alimento,
e o periodo da fase adulta é curto, de 10 a 14 dias, durante o qual os adultos se acasalam e as
fémeas ovipositam (BECK &BLUMER, 2011).

. R Y Cabega
. y“‘f‘ — Antena

— ’)a’o" Mandibula
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Figura 3 . Morfologia do caruncho fémea de Callosobruchus maculatus. Vista dorsal (A) e
vista lateral (B) (Desenho: Amy Springer. Adaptado de REGO et al., 2019.

As larvas sdo brancas e possuem mandibulas capazes de romper os gréos; as pupas sdo
esbranquicadas (figura 4) medindo entre 2,5 e 3,5mm; as fémeas expelem um liquido claro e
pegajoso para efetuar a postura, sendo o ovo colocado nesse meio, que endurece rapidamente;
0s ovos sdo arredondados, medindo de 0,46 a 0,60 mm de comprimento, de 0,44 a 0,50 mm de
largura e os férteis sdo brancos (devido a presenca da larva) enquanto os inférteis mais claros
(GALLO et al., 2002; DE SA et al., 2014). Além disso, a fémea escolhe o local para ovipositar
no grao para diminuir a competicdo entre larvas, a fim de garantir o desenvolvimento da prole
(MESSINA & KARREN, 2003).

Figura 4. Fases do ciclo de vida de Callosobruchus maculatus. As fémeas ovipositam sobre a
superficie do grdo. Em destaque a seta branca indicando o ovo (A). Formagdo de camaras no
grdo indicam o desenvolvimento no interior do grdo (B — grdo com larvas e C - pupa). Detalhe
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de pupa em estagio avancado (C). Pupa (a esquerda) e larva (a direta) (D). Formacdo da janela
para saida do inseto adulto e detalhe da cavidade no grdo apds emergéncia do novo adulto (E).
Fémea de C. maculatus (visdo ventral e dorsal) (F). Fémea e macho de C. maculatus;-(visdo
ventral). (Fonte: Acervo pessoal).

As fémeas armazenam 0s espermatozoides em um compartimento chamado
espermateca (Figura 5) que se comunicam com dois ovarios, constituidos por ovariolos onde
sdo formados os odcitos (MOHAMED, M. I. et al., 2015). O esperma do macho transfere
nutrientes para a fémea, aumentando a sua longevidade (FOX, C. W., 1993). CondicGes
ambientais podem alterar a fisiologia, fertilidade e desenvolvimento de C. maculatus (Sgro et
al., 2016; Garcia-roa et al., 2020) e de outras espécies do género Callosobruchus (APPLEBY
&CREDLAND, 2007; OMAR & MAHMOUD, 2020).

Figura 5. Fotografia do aparelho reprodutor da fémea de Callosobruchus maculatus. ROV=
ovario direito; LOV= ovaério esquerdo; OVA= ovariolo; SPE= espermateca; COV= oviduto;
GO= gonoforo. Retirado de: (MOHAMED et al., 2015).

As fémeas na condicdo de armazenamento ndo voam, porém no campo a fémea pode
voar e suportar temperaturas mais baixas. Fémeas que voam possuem maior longevidade e
ovipositam maior nimero de ovos em relacdo as que ndo voam (UTIDA, 1972; MASON &
MCDONOUGH, 2011). Baixa temperatura e alta umidade nas sementes também alteram a

proporcao de adultos que voam e ndo voam (OUEDRAOGO et al., 1991).

Durante a fase larval o dimorfismo sexual sofre variacGes por fatores abidticos. Em
temperaturas mais elevadas, a propor¢cdo de machos é menor em relacdo a fémeas adultas
(STILLWELL & FOX, 2007; OKPEZE, 2018). Quanto a fertilidade, a exposicdo excessiva a
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radiagdo UV pode impedir o desenvolvimento de estruturas reprodutoras em fémeas (Mohamed
et al., 2015) e em temperaturas mais baixas a fertilidade dos machos é menor (MARTINOSSI-
ALLIBERT et al., 2017 ; VASUDEVA et al., 2018). O caruncho do feijdo-caupi possui
capacidade de adaptacdo a diversas condi¢cdes ambientais (CREDLAND, 1987; HALLSSON
& BJORKLUND, 2012), que garante o surgimento de novas geragGes e a continuidade do seu
ciclo reprodutivo (DEVI & DEVI, 2014b).

3.4.2. Aspectos bioquimicos e fisioldgicos

Os insetos demandam energia para desempenhar suas funcdes metabdlicas e fisioldgicas
relacionadas ao voo, reproducdo, desenvolvimento e interagdo com o meio. Em insetos
holometabdlicos, que se alimentam apenas no estagio larval, o tipo de alimentacdo determina
quais substancias serdo demandadas para manter o metabolismo durante a fase adulta,
principalmente no processo de reproducdo (ARRESE & SOULAGES, 2010).

Os carboidratos, proteinas e lipidios envolvidos em processos de sintese e degradacéo
em diferentes vias metabdlicas, desempenham funcdes fisioldgicas nos insetos que demandam
poder redutor e energia, sendo que grande parte da energia obtida € proveniente do metabolismo
aerobio (YANG, Yunxia et al., 2014). Os carboidratos sdo importantes para o desempenho de
inimeras funcBes bioquimicas e fisiolégicas como a metamorfose; constituem o exoesqueleto
dos insetos; sdo precursores de substancias de reserva como glicogénio e lipidios; e séo fonte
para geracdo de energia (SAHAYARAJ, 2014; MATTILA & HIETAKANGAS, 2017).

Insetos fitéfagos como o caruncho do feijdo-caupi se alimentam dos cotilédones de
sementes e ndo ingerem diretamente glicose. As larvas desses insetos convertem o agucar
trealose (LUNN ET AL., 2014; QUEIROZ & CAZETTA, 2016), e o utilizam para a formacao
de glicogénio e glicose, e de acordo com a necessidade energética utilizam trealose e glicogénio
para a sintese de glicose (TANG, B. et al., 2010).

A trealose é um dissacarideo de glicose encontrado na hemolinfa dos insetos, sendo
fonte de energia para manter o0 voo e maturacao dos oécitos (DOWNER, 1981; SHUKLA ET
AL., 2015) e esta envolvido em processos de sinalizacdo celular, de protecdo de membranas
contra estresse oxidativo (ELBEIN et al., 2003) e baixas temperaturas (STEWART & HE,
2019). E necessario o equilibrio dos niveis de glicose e trealose na hemolinfa dos insetos

(TANG et al, 2010), pois concentragdes baixas de trealose ocasionam danos no
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desenvolvimento corporal, como observado por Matsuda et al.(2015) em larvas de Drosophila

submetidas a uma dieta pobre em trealose.

A concentragdo de trealose na hemolinfa é modulada pela atividade dos horménios
juvenil, ecdisona (SHUKLA et al., 2015) e o horménio adipocinético (AKH) (LU, K. et al.,
2019). Sendo altamente consumida durante a fase de pupa, larva e armazenada no periodo
embrionario (MATSUDA et al., 2015b). No entanto, outros fatores como a exposi¢do a
inseticidas (TOSI et al., 2017; MATASSINI et al., 2020), antibioticos (TANG et al., 2017) e
fatores ambientais como temperaturas baixas, podem modular os niveis de trealose
(STEWART& HE, 2019). De acordo com Shukla et al., 2015 a exposi¢éo a inseticidas altera a
concentracdo de trealose na hemolinfa de insetos. O mesmo foi observado em outros insetos,
em que Zhao et. al., 2011 verificaram que gafanhotos adultos expostos a imidacloprida,

triazofos e deltametrina, apresentaram reducéo de trealose e trealase.

O glicogénio é um polissacarideo formado por unidades de glicose que se acumula
durante o desenvolvimento no corpo gorduroso e muasculo dos insetos, e € utilizado como
reserva energeética importante para a metamorfose e fase reprodutiva. Pela inducédo do horménio
adipocinético (AKH) ou glucagon, o glicogénio é convertido em trealose e transferido para a
hemolinfa (Figura 6) (STEELE, 1982). O estoque de glicogénio é imprescindivel para a
manutencdo dos acucares trealose e glicose circulantes na hemolinfa (YAMADA et al., 2018;
TANG et al., 2018), principalmente em condicGes de estresse (REN, X. et al., 2015).

Além de combustivel energético, a glicose € necessaria para a sintese de quitina,
carboidrato presente na cuticula dos insetos (MUTHUKRISHNAN et al., 2012; PAN et al.,
2019), para a sintese de alcoois importantes para a regulacdo térmica (LUBAWY et al., 2020)
e desenvolvimento dos oocitos (SANTOS et al., 2008; AL BAKI et al., 2019), além de ser o
principal acucar disponivel na hemolinfa quando os niveis de trealose declinam (ZHOU, L. et
al., 2015). Foram observados que niveis insuficientes de glicose causaram danos na oogénese

e embriogénese em Tribolium castaneum (FRAGA et al., 2013).
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Figura 6. Sintese de trealose a partir de glicose no corpo gorduroso, a partir da inducdo do
hormdnio adipocinético (AKH) e mobilizacdo do monossacarideo gerado pela sua hidrolise nos
ovarios. TPS (trealose 6-fosfatase); TPP (trealose-6-P-sintetase); Treh (trealose hidrolase).
(Modificado de: MATSUDA et al., 2015 e ARRESE & SOULAGES, 2010).

Alem de carboidratos, sdo encontrados na hemolinfa dos insetos amino&cidos,
principalmente prolina e glutamato, que sdo precursores energéticos importantes para o
metabolismo aerdbico envolvendo o Ciclo de Krebs (Figura 7) (DOWNER, 1981; GIULIVI et
al., 2008; STEC, 2018a).
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Glicélise
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Figura 7. Sintese de glutamato e abastecimento de intermediarios do Ciclo de Krebs (CK) em
células musculares de insetos. ProDH, prolina desidrogenase; AAT, alanina aminotransferase;
ME, enzima malica. Modificado de: TEULIER et al. (2016a).

Nos insetos, a oxidacao de prolina esta associada principalmente a musculatura do voo
(figura 8) e como fonte energética para reproducédo e desenvolvimento corpéreo (TEULIER et
al., 2016b; PENNINGTON et al., 2003; MARTINS et al., 2018). Durante periodos de baixa
demanda energética como a diapausa, 0s insetos estocam aminoacidos no corpo gorduroso e na

hemolinfa (ZHANG et al., 2013). Foram observados aumento nos niveis de prolina na
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hemolinfa de pupas de Helicoverpa armigera condicionadas ao estado de diapausa e 0 seu
declinio ap6s o periodo de diapausa (LU et al., 2014).

Acidos graxos
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Figura 8. Mobilizacédo de prolina do corpo gorduroso para o musculo de voo em insetos. CK,
Ciclo de Krebs. Modificado de: (MORAES et al., 2012).

O acumulo de prolina na hemolinfa esta relacionado a sintese de piruvato e
consequentemente aos processos de obtencdo de energia, sendo recurso para a fase de diapausa
e para a fase pds diapausa, de intensa atividade metabolica (XU et al., 2012). Importante para
a obtencéo de energia, a prolina esta relacionada a mecanismos de sobrevivéncia e reproducao.
Na mosca tsé-tsé a reducédo de prolina na hemolinfa esta relacionada a diminuicao da taxa de
fecundidade (MICHALKOVA et al., 2014). Na mosca Drosophila immigrans foi observado
que em condi¢cdes ambientais a alteracdo dos niveis de prolina é uma alternativa para manter a
homeostase e a sobrevivéncia (TAMANG et al., 2017). O mesmo foi observado em
abelhasApis mellifera, submetidas a uma dieta suplementada com prolina, que apresentaram
toleréncia a baixas temperaturas (MOLLAEI et al., 2013).

Outras condicBes de estresse como a exposicdo a inseticidas, alteram os niveis de
prolina. Foi observado o aumento da expressdo de prolina na praga-do-algoddo Apolygus
lucorum exposto a imidacloprida, beta-cipermetrina e phoxim (An et al., 2020). Além disso, a
taxa de prolina mede a resisténcia a farmacos e a outras substancias em organismos como o

protozoario Tripanossoma cruzi (SAYE et al., 2014).

Os lipidios séo outra fonte priméria para obtencéo de energia durante a reproducao, voo,
diapausa, periodo sem alimentacdo, processo de maturacdo dos ovos, sintese de feroménios e
de lipidios de membrana (MIURA, 2013). Os lipidios de grande importancia para o
metabolismo energético dos insetos sdo o triacilglicerol (TAG) (Heier & Kiihnlein, 2018) e os

seus derivados da degradacdo, como o diacilglicerol (DAG) e &cidos graxos (AG) (Van der
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horst, 2003), assim como, os esteroides provenientes de dieta contendo colesterol e ergosterol,
comuns em insetos fitdfagos como o caruncho do feijao-caupi (OFFOR, 2011).

Nos insetos, os lipidios sdo armazenados no corpo gorduroso na forma de triacilglicerol,
6rgédo analogo ao tecido adiposo e figado em vertebrados (TOPRAK, 2020). O diacilglicerol é
0 precursor para a sintese de triacilglicerol e é formado a partir do &cido fosfatidico produzido
pela via do glicerofosfato, do monoacilglicerol, e pela degradacdo de fosfolipidios ou
desacilacdo de triglicerideos catalisada por lipases. Além disso, outro precursor para a
lipogénese nos insetos sdo os carboidratos (INAGAKI & YAMASHITA, 1986; KUHNLEIN,
2012).

De acordo com a necessidade energética o triacilglicerol sera degradado pela inducéao
do horménio adipocinético e por acdo de uma enzima lipase (Athenstaedt & Daum, 2006), ou
sera sintetizado pela esterificacdo de glicerol com acidos graxos livres (VAN DER HORST et
al., 1983; HIDALGO & ZAMORA, 2015). O horménio adipocinético (figura 9) modula as
concentragdes de AMPc e Ca?*, desencadeando a ativacdo das lipases e a degradacéo parcial
dos triacilglicerdis em acidos graxos livres e glicerol e/ou diacilglicerdis (GILBERT &
CHINO 1974; ARRESE et al. 2001).

O diacilglicerol é o lipidio mais abundante na hemolinfa (Palm et al., 2012), e €
transportado por lipoproteinas de baixa densidade para maturagcdo de odcitos nos ovarios junto
com o AG (figura 9) (MIURA, 2013). Esse processo € importante para o acumulo de lipidios
nos ovos dos insetos, compondo aproximadamente 40% de seu peso (ZIEGLER &
VANANTWERPEN, 2006).
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Figura 9. Mobilizacdo de lipidios do corpo gorduroso para a ovogénese. AG= acido graxo,
DAG = diacilglicerol, Lp = lipoforinas. Modificado de Atella et al. 2012; Arrese et al. 2001.
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Os &cidos graxos, por sua vez, constituem os lipidios da membrana, feromdnios (Miura,
2013), cera cuticular e de secrecdes de defesa dos insetos (Klowden, 2013), além de serem
utilizados para a sintese de energia na B-oxidacdo (TOPRAK et al., 2020). A B-oxidacdo é uma
via metabdlica que produz poder redutor, que é convertido em energia (ATP) na cadeia
transportadora de elétrons, importante para o metabolismo, inclusive de precursores hormonais
(GREVENGOED et al., 2014), uma vez que os insetos ndo fazem sintese de novo para 0s
precursores esteroides (TOPRAK et al., 2020). Assim, os insetos fitéfagos convertem o
ergoesterol e outros fitoesterdis da alimentacdo em colesterol, para a sintese de horménios
esteroides (LEVINSON, 1962; JING & BEHMER, 2020).

Os hormdnios, que sdo moléculas sintetizadas a partir de lipidios, sdo responsaveis pela
muda, pelo desenvolvimento do inseto e processo de vitelogénese, como a ecdisona e 0 20-
hidroxiecdisona (20-E) (CANAVOSO te al., 2001). Esses horménios podem ser sintetizados
nos ovarios, testiculos e epiderme. A sintese de 20-E, a partir de colesterol nos ovarios dos
insetos, é regulada por enzimas do citocromo P450, localizada no reticulo endoplasmatico e nas
mitocéndrias (Roy et al., 2016), como foi verificado em ovério da mosca-da-fruta oriental
(Bactrocera dorsalis) (Wei et al., 2017) e no corpo gorduroso de Spodoptera littoralis (IGA &
SMAGGHE, 2010).

Algumas moléculas derivadas do fésforo, como o fosfato, também desempenham
importantes fungdes no metabolismo de insetos, pois o fésforo é componente de moléculas
como o DNA, RNA, fosfolipidios, nucleosideos de adenina AMP, ADP, participa da
transducdo de energia atraves do ATP (Wiesenborn, 2013), esta presente em vias metabdlicas
que possuem intermediarios de fosfato como o gliceraldeido-3-fosfato e glicose-6-fosfato (Tian
et al., 2019) e de outros processos como a oogénese (Carvalho et al., 2015) e por isso, a
hemolinfa dos insetos possui grande quantidade de substéancias fosforiladas (WYATT et al.,
1963). O acido fosforico regula a atividade metabolica dos insetos entre o periodo pupa-adulto
no periodo apds a diapausa. Autores observaram alteracdes nos niveis de acido fosférico no
cérebro da lagarta Helicoverpa armigera no periodo de diapausa. O seu acumulo na hemolinfa

e reducdo no cérebro no periodo de pupa indicam baixa atividade metabdlica (LU et al., 2014).

Quando expostos frequentemente a insumos quimicos, ou a outras substancias, 0s
insetos podem sofrer desequilibrio no metabolismo energético, adquirir resisténcia metabdlica,
ou sofrer danos fisioldégicos, como a interrupcéo da postura de ovos. Em estudos recentes, Alves

et al (2019) verificaram reducdo expressiva na postura de ovos do caruncho C. maculatus
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expostos ao Oleo essencial de capim-lim&o, além disso, os autores verificaram que as fémeas

sdo mais susceptiveis aos efeitos do 6leo essencial que os machos.

Os danos fisioldgicos causados por xenobidticos podem ser ocasionados pela alteracdo
nos niveis de moléculas essenciais para 0 metabolismo energético como os aminoacidos,
carboidratos, lipidios, horménios. A resisténcia metabdlica aos xenobioticos esta associada ao
aumento da expresséo de genes, seguido de ampliacdo na sintese de enzimas de resisténcia, que
sdo capazes de metabolizar os xenobidticos, por hidrdlise e adicdo de grupamentos polares, que
facilitam sua eliminagdo (CASARETT, 2008; REDDY et al.,, 2012). Os mecanismos de
resisténcia envolvem a reducdo na penetracao do inseticida, aumento na atividade de enzimas
de resisténcia a xenobidticos e alteracdes genéticas que promovem modificagdes estruturais em
proteinas e enzimas relacionadas ao sistema nervoso, como a acetilcolinesterase
(HEMINGWAY & RANSON, 2000; MONTELLA et al., 2012).

De acordo com Rand et al. (2015), o mecanismo de detoxificac@o de nicotina em abelhas
(Apis mellifera) promoveram o aumento do metabolismo energético e de respostas
antioxidantes mediadas por enzimas do citocromo P450, enzimas do grupo da GST e de
vitelogenina para compensar a formacdo de espécies reativas, devido ao estresse provocado
pela nicotina. As enzimas do citocromo P450 regulam a atividade de horménios (Roy et al.,
2016; Wei et al., 2017) e de carboidratos essenciais, como a quitina (SZTAL et al., 2012; DING
et al., 2020).

3.5. Desafios para o Controle de Pragas de Graos Armazenados
3.5.1. Controle quimico com agrotoxicos organicos e inorganicos sintéticos

Em decorréncia da Revolucdo Verde, cujo o objetivo era aumentar a producdo vegetal
aliando tecnologia e variedades genéticas de alto valor agronémico, de fato, promoveu o
aumento da produtividade agricola, entretanto também aumentou consideravelmente a
utilizacdo de agrotoxicos (PINGALI, 2012). Tempos depois, ocorreram outras revolucdes
buscando aperfeicoar a tecnologia na agricultura, para o aumento da produtividade com menor
impacto ao meio ambiente (PATEL, 2013; ARMANDA et al. 2019; KARUNARATHNE et al.,
2020).

O Brasil é um dos maiores produtores de grdos no mundo, ao lado dos Estados Unidos,
Unido Europeia e China, e consequentemente o aumento da producgdo ocasionou na elevagéo

no consumo de insumos agricolas (DONLEY, 2019). No entanto, no periodo de 2000 a 2012 o
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consumo de agrotdxicos aumentou trés vezes em relagdo a produtividade apenas para a cultura
de soja (ALMEIDA, V. E. S. DE et al., 2017). O Brasil permanece ha uma década no posto de
maior consumidor de agrotoxicos do mundo, gerando inimeras consequéncias na saude
publica, especialmente em trabalhadores do campo, moradores do entorno de areas agricolas,
além de toda populagdo que consome os alimentos contaminados (CARNEIRO, 2015).Entre os
10 compostos ativos mais comercializados figuram as formulagdes contendo glifosato, 2,4-D,
mancozebe, acefato, atrazina, paraquate e imidacloprido (IBAMA, 2017). De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o residuo de agrotdxicos nos alimentos,
pode estar relacionado ao manuseio de insumo ignorando as consideragdes para uma boa pratica
agricola (ANVISA, 2016). De acordo com a ANVISA existe um limite de residuo de
agrotoxicos encontrados nos alimentos (LMR), e estando dentro desse parametro o alimento

pode ser considerado seguro para a saude do consumidor.

Analises para verificar o residuo de agrotoxicos em amostras de abacaxi, abobrinha,
alface, arroz, banana, batata, beterraba, cebola, cenoura, couve, feijao, goiaba, laranja, macé,
mamao, mandioca (farinha), manga, milho (fuba), morango, pepino, pimentao, repolho, tomate,
trigo (farinha) e uva, destes 38,3% apresentaram residuos de agrotoxicos dentro do LMR
permitido (ANVISA, 2016). Apesar dos 6rgaos competentes ndo sinalizarem os riscos, sabe-se
gue os principios ativos dos agrotoxicos acumulam-se nos tecidos corporais e podem trazer
danos a longo prazo e, de acordo com a literatura, esses principios ativos em um sistema agua-
solo, apresentam adsorcdo na matéria organica, argila e alto poder de contaminacdo das aguas
superficiais e subterraneas (CARMO, D. A. DO et al., 2013).

Outro problema diz respeito ao descarte sem a devida lavagem da embalagem, que
proporciona a contaminacdo do solo, com dindmica de adsorcéo pelas particulas do solo e
dessorcdo para a solucdo do solo (Steffen et al., 2011). Além disso, existe a possibilidade de 0s
ativos dos agrotoxicos serem biotransformados, surgindo novas moléculas com outras
propriedades bioldgicas contaminando o solo, a agua, o ar e 0s seres vivos como um todo (figura
10).
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Figura 10. Diferentes formas de transformacdo dos agrotéxicos no ambiente. Retirado de
STEFFEN et al., 2011.

A contaminacdo das aguas pode ocasionar desequilibrios ecoldgicos irreversiveis nas
cadeias alimentares, partindo de animais aquaticos que sdo fonte de alimento para outros
animais e os humanos (DE SOUZA et al., 2020). Além disso, s@o toxicos para insetos benéficos
como as abelhas, plantas ndo-alvos e passaros (AKTAR et al., 2009; KAUR et al., 2019). Os
passaros e abelhas sdo contaminados pela dispersdo de particulas volateis de agrotoxico no ar.
Um estudo no estado do Cearéa (Brasil), avaliou os efeitos ambientais decorrentes da utilizagédo
de agrotoxicos entre 2010 e 2017, e constatou a contaminacdo do solo, agua ar por residuos de
glifosato (CABRAL et al., 2019). A exposicao aos agrotoxicos é uma ameaca para a extin¢ao
das abelhas (BARON et al., 2017), com consequéncia na diminui¢cdo da polinizacdo, na

diversidade floristica e segmentos produtivos como a meliponicultora e a propria agricultura .

Além dos impactos ocasionados ao meio ambiente, as cadeias alimentares e
consequentemente a produtividade agricola, a exposicdo a esses principios ativos tem como
consequéncia, danos a saude humana como transtornos mentais, depressdo (CAMPOS et al.,
2016), transtornos do humor, suicidio (MEYER et al., 2007; MEYER et al., 2010) impoténcia
sexual, infertilidade (KAUR et al., 2015), cancer (ROCHA & GRISOLIA, 2019). De acordo
com dados do Ministério da Satde no periodo de 2007 a 2015 a maior causa de notificacdo da
exposicdo por agrotdxicos foi por tentativa de suicidio (BRASIL, 2018). InformacGes do
periodo de 1999 a 2014 na regido Sul do Brasil indicam que a maioria dos casos registrados de

intoxicacdo por agrotoxicos sdo homens entre 15-59 anos (HENDGES et al., 2019).

Campos et al. (2016) verificaram que individuos com depressdo foram expostos a

piretroides em uma regido produtora de tabaco em Dom Feliciano-RS, e de acordo com a OMS
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(Organizagdo Mundial de Saude) quadros depressivos antecedem ao suicidio (SILVA &
COLUCCI NETO, 2020), como foi verificado na Regido Serrana do estado do Rio de Janeiro,
em que a mortalidade por suicidio entre homens jovens que desempenhavam atividades no

campo era duas vezes maior do que a taxa local de mortalidade (MEYER et al., 2010).

Outra consequéncia a exposi¢do a insumos quimicos como os organoclorados é a
contaminacdo de criancas através do aleitamento ou do corddo umbilical, ocasionando
problemas no desenvolvimento das coordenacGes motoras e nervosas. Residuos do agrotdxico
clordecona, utilizado contra pragas de grdos armazenados, no corddo umbilical de recém-
nascidos ocasionou danos a fungdo motora em meninos de até 1 ano e 6 meses, no qual as maes

haviam sido expostas ao composto no periodo pré-natal (BOUCHER et al., 2013).

Para o controle de pragas como o caruncho do feijdo-caupi, as pastilnas fumigantes
tradicionais & base de brometo de metila e fosfina sdo eficientes (figura 11) (JUNIOR et al.,
2012). Como a perda do principio ativo é rapida e por ser de baixo custo, o uso prolongado sem
0 devido manejo desencadeia mecanismos de resisténcia em insetos e, consequentemente,
perdas de grdos armazenados MANGOBA & DE GUZMAN ALVINDIA, 2020;
ZAKLADNOQY, 2020).

H e P ~H

H

Figura 11. Estrutura da fosfina (PHs) Criado com Biorender.com (TEM A FONTE DE ONDE
OBTEVE?)

De fato, a resisténcia de pragas a fosfina ja tem sido registrada para pragas de gréos
armazenados (ZAKLADNOY, 2020). Esses principios ativos sdo também recomendados e
utilizados internacionalmente (NAYAK et al., 2020). Ocorre que esses produtos fumegantes
representam perigo a salde humana pela exposi¢do durante a aplicacdo do produto e pelo
residuo deixado nos grdos (STREET, 2010; THABIT & ELGEDDAWY, 2018; PLUMIER et
al., 2020) ocasionando danos ao metabolismo energético (EBERT et al., 2011), a 6rgaos vitais
como o cérebro, figado (SHUKLA, 2020) ou levar ao 6bito por inalacdo (YAN, H. etal., 2018).
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No Brasil, o Unico inseticida registrado pelo MAPA para o controle do caruncho do
feijdo-caupi é a base de fosfeto de magnésio, na formulacdo fumigante, do grupo quimico
inorganico precursor de fosfina, formulado em tabletes e sdo classificados como extremamente
toxico a saude humana e perigoso ao meio ambiente (AGROFIT-MAPA, 2021), mas
(MARSARO et al., 2013; BRASIL, 2020) citam como controle alternativo para protecdo de
grdos armazenados de cultivo organico, a utilizacdo de terra de Diatomacea um po inerte de
silica amorfa formado pelo acimulo de carapacas fossilizadas de algas Diatomaceas, mas que
possui desvantagens por ser prejudicial ao sistema respiratdrio dos aplicadores, devido a
exposicdo ao pd de silica (INCA, 2022) e além de inibir a germinagdo de grdos (RABELO,
2020).

Considerando todos os impactos causados pelo uso desses agrotoxicos, parte do
segmento agricola tem optado pelo controle quimico com produtos naturais. Neste sentido, a
academia tem contribuido com o desenvolvimento de tecnologias agroecologicas, utilizando
substancias bioativas para formulacéo de defensivos agricolas naturais com menos impactos ao
meio ambiente e a saide humana (FERNANDES et al., 2005; ISMAN, 2020a), iniciando com
racionalizagdo no uso dos agrotoxicos organicos sintéticos por meio do desenvolvimento do
MIP (Manejo Integrado de Pragas) (BARZMAN et al., 2015; DARA, 2019), ou mesmo sua
exclusdo do processo de producdo de alimentos, incluindo seu beneficiamento e
armazenamento, como aqueles produzidos por sistemas agroecoldgicos e/ou organicos de
producdo vegetal e animal (FERNANDES et al., 2005).

3.5.2. Manejo Integrado de Pragas-MIP

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) surgiu visando um manejo mais sustentavel,
menor impacto no ambiente, diminuicdo no surgimento de espécies resistentes pelo uso
descontrolado de agrotoxicos e as suas consequéncias, através de conhecimentos tradicionais,
biologicos, quimicos, fisicos e culturais (BARZMAN et al., 2015; DARA, 2019). O MIP
combina varios métodos, entre eles o controle quimico tradicional e/ou com produtos naturais,
biologico, uso de armadilhas de feromdnio e/ou horménios, introducdo de plantas resistentes,
controle fisico do ambiente entre outros (PICANCO, 2010; NARANJO et al., 2015) (figura 12).
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Figura 12. Esquema expondo a integracdo de diferentes taticas de controle de pragas utilizada
no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Modificado de: (PARRA, 2014).

Durante a década de 70, foi estabelecido no Brasil um programa de manejo integrado
de pragas para a cultura de soja, um dos programas de MIP de maior sucesso do mundo, pois
reduziu em 50% o uso de inseticidas tradicionais (PANIZZI, 2013). Infelizmente, de acordo
com Bortolotto et al., 2015 o programa de soja-MIP foi abandonado no Brasil, 0 que aumentou
0 consumo de pesticidas tradicionais e os problemas decorrentes dessa pratica. No entanto, com
a necessidade de controlar as pragas e amenizar os danos a diversidade bioldgica,
principalmente na regido centro-oeste houve a retomada do MIP com estratégias para a sua

implementacao e consequentemente sustentacdo (GODOY et al., 2015).

Para a implementacdo do MIP sdo necessarios trés niveis de organizacdo: um banco de
conhecimentos basicos, como por exemplo, conhecer 0 movimento da praga de interesse e de
seus predadores naturais, por busca de alimento; defesas para suprimir populacdes de pragas;
retardar o progresso da praga ou reduzir a sua incidéncia e a capacidade de utilizar os pilares
do MIP para controlar as pragas (Irwin, 1999; Dhaliwal & Arora, 2020). Portanto, a longo
prazo o MIP diminui o uso de pesticidas tradicionais, confere seguranca a salide humana,
minimiza os danos ao meio ambiente, aumenta a relacdo custo-beneficio e proporciona maior
economia ao agricultor (PAUDEL et al., 2020).

Diversos produtores aderiram ao MIP para a producdo de grdos como o feijdo-caupi
(Haddabi, 2020), arroz (Chatterjee et al., 2020), milho (Furlan et al., 2017) entre outros, pois 0
principal objetivo do Manejo Integrado de Pragas ndo ¢ a erradicacdo do inseto-praga, mas
manté-lo em um nivel baixo de dano econdmico mantendo o equilibrio entre as cadeias

alimentares, além de minimizar os efeitos deletérios ao meio ambiente e a salde humana,
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utilizando metodologias as quais incluem os pesticidas de origem vegetal como os 6leos
essenciais (DEPING et al.,2019).

3.5.3. Controle alternativo com biopesticidas botéanicos

Biopesticidas sdo produtos naturais derivados de plantas, microrganismos, animais
utilizados para o controle de insetos-pragas com a finalidade de desenvolver uma agricultura
sustentavel autorizados e registrados pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA/AGROFIT) (FENIBO et al., 2020), sdo classificados em diferentes categorias como:
boténicos, microbianos e bioquimicos (KUMAR, 2012) e podem ser de diversas origens como
plantas, microrganismos e p0 de carapacas de algas diatomaceas fossilizadas (terra de
diatoméacea), utilizada na protecdo de grdos armazenados contra insetos-pragas. O uso de
biopesticidas, desde que nao sejam oriundos do organismo geneticamente modificados ou
processos radioativos, sdo permitidos como produtos fitossanitarios, sejam para o controle de

insetos, acaros, fitopatdgenos ou ervas-daninhas (MAPA, 2021b).

Os biopesticidas botanicos s@o extratos vegetais, possuem acao inseticida, acaricida,
fungicida, herbicida (BARDIN et al., 2015) e, de modo geral, atuam nos sistemas biolégicos
sobre enzimas especificas e/ou na membrana plasmatica da célula (SALUNKHE, 2020).
Dentre as vantagens da aplicacdo de biopesticidas pode-se citar a decomposicdo mais rapida,
menor toxicidade a biota e reducdo do impacto ambiental (MANZOOR & SHARMA, 2019).

As industrias de pesticidas tradicionais que dominam o mercado atual sdo: Syngenta,
Bayer, DuPont, Dow, BASF e Monsanto (PELAEZ & MIZUKAWA, 2017). No entanto,
algumas destas empresas se somam a outras para explorar o mercado de biopesticidas voltados
para a agricultura organica, como a Bayer Crop Science AG, BASF SE, Certis LLC, Agraquest,
Koppert Biological systems, Marrone Bioinovac@es e Valent Biosciences (ABBEY, Lord et al.,
2019). Na tabela 1 seguem alguns dos produtos encontrados no mercado e seus respectivos
fabricantes, incluindo no Brasil. Todavia, 0 mercado brasileiro ainda ndo tem produto a base de
6leo essencial registrado pelo MAPA, mas eles constam da lista de produtos fitossanitarios
autorizados para uso na agricultura organica, havendo, porém, a necessidade de elaboracdo de
especificacdes de referéncia para Oleos essenciais para impulsionar o mercado desses
biopesticidas (MAPA, 2021b).
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Tabela 1.Biopesticidas para comercializacdo atualmente no mercado agroindustrial.

Produto natural Aplicacdo/ Uso  Marca/ Empresa Fonte
Laminaria digitata Fungicida Goemar (Lagogianni & Tsitsigiannis, 2019)
a terpineno (59.7%)
p- cimeno (22.4%) Inseticida Requiem/ Bayer (Isman, 2020)
d-limoneno (17.9%)
Capsicum oleoresin  Inseticida Captiva/ Gowman (Marrone, 2019)

Align/ Sipcam

Fortune aza/ Sipcam_spa (Solutions, 2020)

Azadiracti Inseticida/
zadiractina Acaricida Agroneem/ Azact CE/
Azamax/ Bioexos/ (MAPA, 20213)
DalNeem EC/ Fitoneem
Inseticida/ o .
Sophora Flavescens o Jieliang (Zanardi et al., 2015)
Acaricida
Timorex Gold/ STK
Melaleuca o . ] https://stk-ag.com/stk-and-basf-
o Fungicida Bio-ag technologies e . .
alternifolia agree-timorex-gold-deal-for-brazil/
BASF
Piretrinas (1,4%) o .
o Inseticida Azera/ MGK (Iglesias et al., 2020)
azadiractina (1,2%)
Mentha piperita, o
] ] Acaricida/
Geraniol, Salvia o Ecotrol / Keyplex (Mossa, 2016)
] Inseticida
rosmarinus
Flavonas saponinicas o
] . Inseticida
do tipo rotendides, o (MAPA, 2021a)
(formicida)

Tephosia candida

Muitos trabalhos tem apontado a eficacia de extratos vegetais e 6leos essenciais para a
protecdo das culturas e seus produtos (LORINI et al., 2015). Na Tabela 2 pode-se observar um

levantamento de substancias quimicas naturais derivados de plantas para o controle de pragas.

Os 6leos essenciais contém substancias volateis e podem perder as suas propriedades e
seus componentes comprometendo a sua eficacia, devido exposicdo a luz, agua e ar
(ASBAHANI et al., 2015). Neste contexto, foram desenvolvidos associa¢cdes dos biopesticidas
com biopolimeros, encapsulamento em microcapsulas de poliureia, maltodextrina e ceras com
a finalidade de prolongar a vida atil e liberacdo destes (SCARFATO et al., 2007; JO et al.,
2013; THUONG NHAN et al., 2020; TRAN et al., 2020).
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Tabela 2. Substéancias derivadas de plantas para o controle de pragas

Produto Controle/Praga Referéncia
Oleo essencial Ocimum basilicum Sitophilus zeamais (Moura et al., 2020)
Extrato acetonico Amorphophallus Sitophilus oryzae e Tribolium (Vijayakumar &
paeoniifolious castaneum Mohankumar, 2020)
Oleo essencial Cymbopongon citratus Callosobruchus maculatus (Alves et al., 2015b 2019)

) o (Ikechi — Nwogu & Omeke,

Extrato aquoso Ocimum gratissimum Callosobruchus maculatus 2020)
Extrato aquoso Nicotiana Tabacum Spodoptera Frugiperda (Sakadzo et al., 2020)
Extrato hex&nico Allium sativum Tribolium castaneum (Mangang et al., 2020)
Extrato etandlico Solanum lycocarpum Zabrotes subfasciatus (Luiz et al., 2020)
Oleo essencial Thymus vulgaris Acanthoscelides obtectus (Lazarevi¢ et al., 2020)
Extrato etandlico Brugmansia suaveolens Zabrotes subfasciatus (Goncalves et al., 2019)

Extrato aquoso Azadirachta indica, ] ] .
o . Helicoverpa armigera (Fite et al., 2020)
Milletia ferruginea

No entanto, o mercado de biopesticidas encontra inimeras barreiras devido a processos
burocréaticos de regulacdo. De acordo com CHANDLER et al., 2011 os biopesticidas séo
regulados pelo mesmo sistema projetado para o uso de pesticidas quimicos 0 que ocasiona em
impactos na sua implementacdo. No Brasil, no ano de 2011, os biopesticidas representaram de
1 a 2% do total de produtos utilizados no combate a pragas e doencas nas lavouras (BETTIOL,
2011). Em 2018 esse indice chegou a 17% (MEYER et al., 2019), destes 70% para o controle
biologico (MAPA, 2020), representando apenas 5% do mercado de protecdo de graos
(DAMALAS & KOUTROUBAS, 2018).

Entre os motivos que dificultam a producdo e comercializacao de biopesticidas, pode-
se apontar o distanciamento entre a pesquisa e 0 desenvolvimento de produtos ao nivel
industrial. Desta forma, os investimentos em ciéncia, tecnologia e desenvolvimento de
produtos agroecoldgicos, envolvendo biopesticidas, sdo importantes para 0 segmento agricola,
meio ambiente e a salde publica (THOMAS & READ, 2007; DUARTE et al., 2011).

3.6. Oleos Essenciais (OE)

De acordo com a ISO (Organizacdo Internacional de Normatizagdes), 6leo essencial
(OE) é um produto natural obtido da matéria-prima vegetal, extraido por destilacdo a vapor

d’agua, por destilagdo a seco apds a separacdo da fase aquosa, ou por expressdo de pericarpo
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de frutos citricos (ISO 9235, 2013). Os 0leos essenciais sdo constituidos principalmente de
monoterpenos, sesquiterpenos e de derivados de fenilpropanos (figura 13), metabolitos que
conferem caracteristicas como cor, odor, densidade, viscosidade aos 6leos essenciais (ADAMS,
2007).

Dentre os métodos relacionados a extracao de éleos essenciais, citamos a expressdo de
frutos citricos, a hidrodestilagdo ou arraste com vapor de &gua, a hidrodestilacdo assistida por
micro-ondas, ultrassom, por gravidade, agitacdo entre outros (BAPTISTA-SILVA et al., 2020).
Os 06leos essenciais podem ser obtidos de todos os 6rgdos vegetais frescos ou secos, como
folhas, flores, frutos e raizes (BOUTEBOUHART et al., 2019). O perfil quimico e o rendimento
de 6leo essencial extraido das plantas podem ser influenciados por diferentes fatores (MORAIS,
2009), como os edafoclimaticos, época, horario de colheita, manejo e pds colheita da planta,
assim como o fator genético (BORGES et al., 2019).

As principais substancias que constituem os 0leos essenciais séo sintetizadas na via do
acido chiquimico (plastidio) que leva a formacgéo de derivados de fenilpropanoides, e as vias
mevalonica ou MEV (citosol) e metileritritol-fosfato ou MEP (plastidial), que tém como
produto final unidades isoprénicas (cinco carbonos), blocos de sintese de monoterpenos e
sesquiterpenos (ABBAS et al., 2017).
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Figura 13. Alguns compostos volateis de plantas aromaticas. a-pineno (1), B-pineno (2), 8-3-
careno (3), p-cimeno (4), (—)-sabineno (5), mirceno (6), (-)-limoneno (7), linalol (8), eucaliptol
(9), citronelal (10), mentol (11), citronelol (12), nerol (13), neral (14), geraniol (15), geranial
(16) Acetato de citronelol (17), Acetato de mentol (18), a-santaleno (19), B-cariofileno (20),
germacreno D (21), (Z)-a-trans-bergamotol (22), B-sinensal (23), eugenol (24) e metil eugenol
(25).

Ny

A via de sintese do acido chiquimico tem como substratos de partida eritrose-4-fosfato
e fosfoenolpiruvato, como intermediarios os aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina e
seus produtos sdo cinamato ou cumarato (KOCHHAR & GUJRAL, 2020). A via MEV tem
como substratos trés moléculas de acetil-CoA e a via MEP tem como ponto de partida a
condensacdo de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. Tanto a via MEV quanto a MEP produzem
os isoprenos dimetilalil-pirofosfato e isopentenil-pirofosfato. As diferentes combinacdes de
isoprenos e suas transformagdes ddo origem, por exemplo, aos monoterpenos com 10 carbonos

e sesquiterpenos com 15 carbonos (Figura 14).
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Figura 14. Biossintese de 6leo essencial (OE) no citoplasma e plastidio da célula vegetal.
Compostos precursores derivados do metabolismo de aclcares. PEP: fosfoenolpiruvato; D-
ETP: D-eritrose-4- fosfato; IPP: isopentenil-difosfato; GPP: geranil-difosfato; FPP: farnesil
difosfato; MEP: metileritritol;, DMAPP: dimetialil difosfato. Modificado de PAVELA &
BENELLI, (2016) ; AVALOS & PEREZ, (2009); CAVALCANTI et al., (2015). Criado com
BioRender.com

Os metabolitos secundarios desempenham inimeros papéis ecologicos como a protecao
contra herbivoria, atracdo de insetos polinizadores e dispersores de sementes, além de possuir
acdo protetora contra estresses abioticos (AVALOS & PEREZ, 2009) (figura 15).

Defesa

Biossintese
de
metabolitos
especiais

Interacao

Reproducdo

Figura 15. A biossintese de metabolitos especiais do metabolismo secundario das plantas e
suas funcGes: de defesa contra raios UV, patdgenos e herbivoria; de interacdo: com organismos
benéficos ou simbiontes; de reproducéo: atracdo de polinizadores e dispersores de sementes; de
nutrigdo: captagé@o de nutrientes para reservas.
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A secrecdo de substancias que constituem os 0leos essenciais pode ocorrer nos tecidos
vegetais, em diferentes estruturas especializadas, como tricomas, cavidades ou bolsas, canais
ou dutos e em células parenquimaticas diferenciadas como idioblastos. A liberacdo das
substancias que constituem os 6leos essenciais para a atmosfera depende do rompimento fisico
dessas estruturas. Nas plantas do género Cymbopongon, as células parenquimaticas localizadas
no mesodfilo foliar (figura 16) € o local onde ocorre a secrecdo de substancias lipofilicas e
volateis comuns ao dleo essencial (LEWINSOHN, 1998).

200 pym

Figura 16.Células parenquimaticas de Cymbopongon citratus. As manchas vermelhas
representam o acumulo de citral (geranial e neral), monoterpenos. Microscopia eletrénica de
fluorescéncia. Retirado de: LEWINSOHN, 1998.

3.6.1. Atividade bioldgica de OE vs. Callosobruchus maculatus Fab. (Coleoptera

Chrysomelidae)

Os Oleos essenciais sdo altamente explorados pela inddstria cosmética
(LAOTHAWEERUNGSAWAT et al., 2020) e farmacéutica (BAPTISTA-SILVA et al., 2020).
Pesquisas recentes demonstram a sua aplicacdo na agricultura, no qual os éleos essenciais e
seus compostos volateis isoladamente possuem efeito herbicida (IBANEZ & BLAZQUEZ,
2018), fungicida (SOUZA et al., 2018), inseticida (HASHEM et al., 2018) e acaricida (LEE et
al., 2018) e aplicacdo biotecnoldgica para a protecdo de grdos armazenados contra insetos-
pragas e fungos oportunistas da condicdo de armazenamento. Trabalhos tem demonstrado o

efeito de 6leos essenciais sobre o ciclo de vida de insetos do género Callosobruchus (tabela 3).

Artigos cientificos relatam o efeito inseticida e repelente de diversos 6leos essenciais
sobre o ciclo reprodutivo de C. maculatus apresentando toxicidade, afetando taxas de postura

de ovos e consequentemente a emergéncia de insetos adultos (PARANAGAMA &
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GUNASEKERA, 2011; BALACHANDRA et al, 2012;. DUTRA et al, 2016;
NATTUDURAI et al., 2017). Esses resultados sdo promissores comparados a fosfina,
fumigante tradicional utilizado no controle de pragas de armazenamento (MASSANGO et al.,
2017).

Tabela 3.Efeito fumigante de 6leos essenciais sobre espécies do género Callosobruchus.

Espécie Oleo essencial Conc. letal/tempo Fonte
C. maculatus Ocimum tenuiflorum 250 pL/L/24h (Bhavya et al.,2020)
Ocimum basilicum 25 pL/L/12h (Ke & Thor, 2001)
Cymbopogon
2,7 uL/L/24h (Ketoh et al., 2006)
schoenanthus
Chenopodium
o 10 pL/L/24h (Pandey et al., 2014)
ambrosioides
Ocimum basilicum 200 pL/L/48h (Alves et al., 2015)
Citrus latifolia 10 pL/L/48h (Dutra et al., 2016)
Foeniculum vulgare 40mg/L/72h (Kaya et al., 2018)
C. chinensis Nigella sativa 8,9 uL/L/24h (Chaubey, 2008)

Cinnamomam verum 1 mL/Kg/2 meses  (Ratnasekera & Nayanathara, 2013)

Syzygium aromaticum 0,334 mg/L/24h (Trivedi et al., 2017)
Lantana camera 20,81 pL/L/24h (Kathirvelu et al., 2019)
C. subinnotatus Cymbopogon giganteus 100 pL/L/24h (Nyamador et al., 2010)
C. phaseoli Acorus calamus 10 pL/L/48h (Rahman & Schmidt, 1999)

Além das alteracdes fisiologicas, o dleo essencial e seus constituintes podem afetar o
metabolismo do caruncho do feijdo-caupi diminuindo a eficiéncia do metabolismo de
xenobidticos (BERENBAUM & JOHNSON, 2015), por exemplo, diminuindo a atividade das
enzimas esterase, glutationa-S-transferase e acetilcolinesterase (NATTUDURAI et al., 2017).
Existem relatos cientificos de que os constituintes volateis do Oleo essencial, como 0s
monoterpenos, atuam em sinergia provocando perturbacGes no metabolismo energético dos
insetos (GRABARCZYK et al., 2020), como na mobilizacdo de lipidios para processos que

demandam de grande quantidade de energia, como a ovogénese (ALVES et al., 2019).
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O metabolismo € constituido por reagdes quimicas catalisadas por enzimas, que sdo
controladas por diferentes fatores enddgenos e exdgenos nas células (ROBINSON et al., 2020).
Essas reacOes, sdo responsaveis por fornecer condi¢cBes para a sobrevivéncia do ser vivo,
incluindo a disponibilidade de energia para a manutencdo de atividades, como 0 Voo,
metamorfose, reproducdo (TOPRAK, 2020), e eliminacdo de substancias toxicas. O processo
de eliminacdo de substancias toxicas é denominado de metabolismo de xenobidticos, que
envolvem reacgdes de biotransformacdo mediadas por enzimas das familias das esterases, do
citocromo P450 e Glutationa S-transferases (SCOTT & BUCHON, 2019; LU et al., 2021).
Neste contexto, para compreender o modo de acdo das substancias naturais, como o 6leo
essencial de capim-liméo (Cymbopongon citratus) sobre o metabolismo do inseto C. maculatus
€ necessaria uma investigacdo sobre os provaveis alvos bioquimicos, estudar o perfil
metabolico, ou seja, a composi¢ao quimica que pode indicar alvos moleculares para as enzimas

de biotransformagéo, o metabolismo de lipidios e analisar sua expressao génica.

3.6.2. Oleo essencial de capim-limdo vs. Callosobruchus maculatus Fab. (Coleoptera
Chrysomelidae)

O capim-liméo ,Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, pertence a familia Poaceae e é uma
planta herbacea (Figura 17), de origem indiana e aclimatada em nosso pais no periodo colonial,
sendo também conhecida como erva-cidreira, capim-santo, capim-cidro e citronela-de-java
(CASTRO & ; RAMOS, 2003). Suas folhas séo estreitas, longas, asperas, aromaticas
apresentando nervura central, e possuem odor de limdao (DUARTE & ZANETI, 2004).

Figura 17. Planta de Cymbopogon citratus (capim-limao). A esquerda em destaque folhas
(acima) e talos (abaixo). Retirado de: https://gardenseedsmarket.com/cymbopogon-citratus-
400-sementes.html; https://www.floresefolhagens.com.br/capim-limao-cymbopogon-citratus/;
https://engenhariadasessencias.com.br/loja/ativos-cosmeticos/22-oleo-essencial-de-capim-
limao-importado-lemongrass-capim-cidreira.html . Em: 20.03.2020.
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O capim-limdo possui inimeras propriedades farmacol6égicas como antibacteriana,
hipoglicémica, antifungica, anti-inflamatéria (Rojek et al., 2021) e séo utilizadas popularmente
como cha para inumeras finalidades como calmante, desequilibrios gastrointestinais (Carlini et
al., 1986) e tratamento de anemia (EKPENYONG & ANTAI, 2015).

Devido a riqueza de compostos, 0 6leo essencial vem sendo muito explorado pela
industria farmacéutica e cosmética. Os principais constituintes do 6leo essencial sdo 0s
monoterpenos oxigenados neral e geranial, que constituem uma mistura de isdmeros chamado
de citral (figura 18) (AVOSEH et al., 2015). Além das industrias farmacéuticas e de cosméticos,
devido a suas propriedades terapéuticas, o 6leo essencial de capim-liméo possui aplicabilidade
na agroindustria (MERCHAOQUI et al., 2018), no setor alimenticio (CELINA et al., 2019) e na
saude publica (TEIXEIRA et al., 2015; LIMA et al., 2016).
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Figura 18. Cromatograma dos compostos volateis de Cymbopongon citratus (neral e geranial),
que formam o citral (composto majoritario), obtidos por CG-EM. Adaptado de: ALVES et al.,
2019.

O 0Oleo essencial de capim-limdo € promissor no controle de células cancerigenas
(GHOSH, 2013), no controle de candidiase, em processos inflamatorios em diabéticos
(KANDIMALLA et al., 2016) e no tratamento de malaria (TCHOUMBOUGNANG et al.,
2005). No campo da agroinddstria, apresenta propriedades antifingica, antibacteriana,
inseticida e de repeléncia de insetos (GANJEWALA, 2009), e por isso, € de grande interesse
para o controle de insetos- pragas (HERNANDEZ-LAMBRANO et al., 2015).

Devido a diversas propriedades e formas de aplicacdo o 6leo essencial de capim-liméo
apresenta potencial para o controle do caruncho do feijdo-caupi como uma alternativa ao
controle quimico tradicional. Alguns trabalhos apresentados na tabela 4, relatam o efeito do

6leo essencial de capim-limdo como téxico ou repelente. Ou também como capaz de inibir o
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ciclo reprodutivo, alterar o comportamento sexual, a atividade de enzimas de biotransformacéo
e de sinapses nervosas (ALVES et al., 2019;0LIVEIRA et al., 2017; MADI et al., 2020).

Tabela 4. Dados da literatura mostrando o efeito de 6leo essencial extraido de folhas de
Cymbopogon citratus sobre Callosobruchus maculatus.

Efeito do 06leo essencial Fonte
Inseticida (Ketoh et al., 2000)
Inseticida e repelente (Paranagama et al., 2002)
Repeléncia (Boeke et al., 2004b)
Inseticida (Rubasinghege et al.,2006)
Inseticida (Aziz & Abbass 2010)
Inseticida (Ojebode et al., 2016)
Inseticida (Oliveira et al., 2017)
Repelente (Guerra et al., 2019)
Inseticida (Alves et al., 2019)
Inseticida e repelente (Omotoso et al.2020)

3.7.Analise do perfil metabdlico

Analise do perfil metabolico € uma estratégia para o estudo da composicéo e alteracao
dos metabolitos de um organismo (Ding et al., 2009), através de técnicas analiticas como a
cromatografia acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), cromatografia liquida acoplada
a massas (LC-MS) e a ressonancia magnética nuclear (RMN) (EMWAS et al., 2019). Estas
técnicas sdo empregadas em inimeras areas do conhecimento, como ambiental (Lankadurai et
al., 2013), satde humana (Mitsuwan et al., 2017; Han et al., 2017), melhoramento esportivo
(Al-Khelaifi et al., 2018), investigacdo criminal (Joseph et al., 2011; Presley et al., 2019) e
agricola (BARRAJON-CATALAN et al., 2020). Além de inGmeras aplicaces, existem dois
tipos de perfil metabdlico: uma andlise alvo, que é a quantificacdo de metabdlitos pertencentes
a uma determinada classe de moléculas, com participacdo em determinada rota metabdlica e,

uma analise metabolémica global, que se refere a quantidade de metabdlitos totais que um
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organismo possui (Canuto et al., 2018), sendo que a escolha do tipo de perfil metabdlico esta

alinhado com o objetivo da investigagéo realizada e da escolha da amostra de estudo.

Esta técnica permite realizar associacGes dos metabdlitos presentes em um organismo
com aspectos fenotipicos, fisiologicos e comportamentais (SNART et al., 2015). Vérios
trabalhos tem buscado uma abordagem metabolomica com o objetivo de encontrar alvos
bioquimicos em organismos vivos (KANG et al., 2019; LIU et al., 2016; PENG et al., 2016),

assim como em insetos-pragas de interesse agricola (Tabela 5).

Tabela 5. Estudos com abordagem metabolémica para o estudo de insetos-pragas de interesse
agricola.

Inseto-praga Cultura infestada Fonte
Helicoverpa armigera Soja, milho, algodéo (Zhang et al., 2012)
Trogoderma granarium Trigo (Hafiz et al., 2016)
Nilaparvata lugens Arroz (Peng et al., 2016)
Chilo suppressalis Arroz (Liu et al., 2016b)
Phorodon humuli Lapulo (Undas et al., 2018)
) _ (Abdelgaffar et al.,
Spodoptera frugiperda Milho
2019)
Callosobruchus . _
) ) Feijao (Cui et al., 2019)
chinensis
Alface, alfava, algoddo, beterraba,
Plutella xylostella ) (Wang et al., 2020)
amendoim
Aphis gossypii Algodao (Lvetal., 2021)

Inimeras técnicas cromatograficas hifenadas podem ser utilizadas para anélise de perfil
metabolico como a cromatografia em fase gasosa ou liquida acopladas a espectrometria de
massa (SHUMAN et al., 2011; TSUGAWA et al., 2015), eletroforese capilar acoplada a
espectrometria de massa (CE-MS) (SASAKI et al., 2019) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) (MONTUSCHI et al., 2018). A cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massa € altamente sensivel, precisa, reprodutivel e possibilita o
fornecimento de dados confiaveis para analises multivariadas (ZHANG et al., 2012), além da

possibilidade de identificacdo das substancias presentes nos extratos (LOPES et al., 2017).
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3.7.1. Analise do perfil metabdlico por CG-EM

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) é
altamente vantajosa para identificar metabdlitos de baixo peso molecular (GARCIA &
BARBAS, 2011). As etapas da analise do perfil metabdlico envolvem a preparacdo da amostra,
extracdo das substancias do tecido do organismo vivo, derivatizagdo das substancias extraidas,
injecdo no cromatografo, processamento e identificagdo das substancias, anélises estatisticas e
interpretacéo dos resultados (figura 19).

Figura 19. Esquema de analise global de metabolitos. 1. Coleta e preparo da amostra, 2. Analise
instrumental, 3. Processamento de dados e identificacdo de metabolitos, 4. Analise estatistica,
5. Interpretacdo bioldgica. Modificado de: CANUTO et al., 2018. Criado no BioRender.com

Para a realizacdo da analise metaboldmica, é preciso extrair os metabdlitos das amostras
biologicas e apos, é feita uma particdo com solvente, seguido de exclusdo da fracdo polar e
posteriormente € realizado o processo de derivatizacdo, para que a amostra seja preparada para
ser aplicada no injetor do cromatografo (KANANI & KLAPA, 2007). Na etapa de extracdo é
adicionado um padrao interno, o ribitol. Por ser um acUcar, o ribitol pode ser usado para corrigir

perdas da amostra em andlise, garantindo a precisdo do método (TREZZI et al., 2017).

A derivatizacdo com metoxiamina e MSTFA (n-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida)
garantem protecdo dos centros reativos dos metabdlitos e conferem estabilidade a estrutura
quimica (PASIKANTI et al., 2008; PAPADIMITROPOULOS et al., 2018). Na figura abaixo,

segue as etapas de perfil metabdlico tragado pela técnica de CG-EM. (figura 20).
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Figura 20. Esquema representativo da preparacdo das amostras antes da inje¢cdo no CG-EM. 1.
Amostra, 2. Extracdo de metabdlitos, 3. Particdo seguido de excluséo da fracdo polar, 4.
Derivatizagdo, 5. Analise por CG-EM. Criado com BioRender.com

O MSTFA substitui os hidrogénios trocaveis dos grupos, carboxila e amina dos

metabolitos. Os grupos carboxila e hidroxila sofrem sililagdo mais rapido do que 0s grupos

NH:. A metoxiamina reage com os grupos cetonicos (C=0), formando metoximas. (figura 21).

Assim, os derivados dessas reacdes sdo metoxilados (MeOx) e/ou trimetilsililados (TMS)
(KANANI & KLAPA, 2007; KANANI et al., 2008).
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Figura 21. Esquema das reacdes de derivatizacdo de uma amostra biolégica. Esquema das
reacOes de derivatizacdo de uma amostra bioldgica. Modificado de: KANANI et al., 2008.
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Segundo a literatura, a técnica de CG-EM é a mais utilizada para investigagdo do perfil
metabdlico em plantas (FIEHN, 2016). Para analises de insetos, é mais utilizada para a busca
de alvos celulares para combate de insetos-pragas, buscando a melhoria na producéo de seda
(LI et al., 2020), interagéo inseto-parasita (XU et al., 2015), investigacdo de transmisséo de
parasitas a plantas (KILLINY et al., 2018) e de vetores de doencas (CHAMPION et al., 2017).

Essa técnica analitica permite a construcéo de uma biblioteca de espectros, baseada nos
indices de retencdo e no padrdo de fragmentagdo dos ions, possibilitando a identificacdo dos
metabdlitos (HILL & ROESSNER, 2013). E por ser uma técnica de alta precisdo, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, possibilita a repeticdo de dados
quantitativos, e por isso, € uma técnica central no estudo de analises metabolémicas
(TSUGAWA & FUKUSAKI, 2013).

3.7.2. Analise da expressao génica

A expressdo génica € um processo de varias etapas que ocorre durante a etapa S da
intérfase do ciclo celular. Consiste na transcricdo (sintese de RNA), no nucleo celular das
células eucariotas e a traducdo (sintese de proteinas), no citoplasma da célula (figura 22).

Assim, as caracteristicas de um individuo s@o determinadas pelos genes expressos nele.

Transcriptase

/—\ reversa
W Transcrigao

RNA
DNA

Cromossomo Replicagao

Ribossomo

Proteina Tradugao

Figura 22.A expressdo de um gene ocorre atraves da sintese de proteinas, englobando os
processos de transcricdo (sintese do RNA) no nlcleo da célula e a tradugdo (sintese de
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proteinas) nos ribossomos no citoplasma. A perpetuacdo do material genético (DNA e RNA)
ocorre através da replicacdo no nucleo celular. Criado com BioRender.com

A anélise da expressdo génica € a determinacdo do padrdo de genes expressos, em
circunstancias especificas, direcionados para detectar e quantificar o RNA mensageiro (mRNA)
de um gene especifico (SEGUNDO-VAL & SANZ-LOZANO, 2016). A manipulacdo do DNA
iniciou-se na década de 70, permitindo o desenvolvimento de inimeras tecnologias (PORTIN,
1993) e marcando o inicio da engenharia genética, com a descoberta de técnicas como 0 DNA
recombinante, abrindo os caminhos para a terapia génica (Wolff & Lederberg, 1994; Glorioso
& Lemoine, 2017) e os transgénicos (YUAN & HU, 2017). No qual, um grande marco para o
avancgo nos estudos em genética, foi a concluséo do projeto genoma humano, contribuindo para
o conhecimento dos fatores genéticos, impactando na investigacdo das doengas humanas, com
1800 genes de doencas identificados (DURMAZ et al., 2015).

Além de possibilitar o tratamento de inumeras doencas, a biotecnologia trouxe
inovacbes ao setor agricola, pressionada pelo aumento da populacdo mundial e por
consequéncia da maior demanda de alimento e necessidade de minimizar perdas da producéo
(VARSHNEY et al., 2011). Com isso, a obtencdo de novas caracteristicas nutricionais ou de
defesa nas plantas, ocorreu através da identificacdo de genes com caracteristicas benéficas,
para uso como marcadores moleculares para selecéo assistida, expressao de um organismo em
outro por transgenia, como a soja Bt e criacdo de bancos de germoplasma (CARRER et al.,
2010). Os avancos em biotecnologia ndo sé possibilitaram a modificacdo genética em plantas,
mas em 2014 foi aprovado o primeiro inseto agricola geneticamente modificado nos Estados
Unidos (HARTLEY et al., 2016).

Com isso, as tecnologias voltadas para a manipulacdo do DNA e especificamente para
a expressdo génica possibilitam o desenvolvimento sustentavel da agricultura (FANG et al.,
2016), diminuindo os impactos ao meio ambiente e a salde humana decorrentes do uso

exacerbado de agrotdxicos.

De acordo com autores (Segundo-Val & Sanz-Lozano, 2016), as técnicas mais utilizadas
para expressdo génica sao o gPCR (reacdo em cadeia da polimerase em tempo real),
microarranjos de expressdo e RNAseq para a analise do transcriptoma. O gPCR ¢ altamente
utilizado para estudos em biologia molecular, pois demanda de pouca quantidade de amostra e
possui alta especificidade. Tem a capacidade de ampliar um ou mais fragmentos especificos de

DNA em milhdes de vezes, otimizando a capacidade da geracdo de dados (ROBERTSON et
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al., 2018). A elaboracdo da técnica exige algumas etapas como o isolamento do RNA e sua
caracterizacdo pela quantidade e integridade. Para reacdo de uma etapa, 0 RNA ¢ utilizado
como modelo, no entanto para reacdo com duas etapas, 0 cDNA é sintetizado e usado como
modelo (Bustin et al., 2009), e apesar de muitos protocolos utilizarem DNA, ha preferéncia
por RNA pois € menos estavel que o DNA. Para que a amplificacdo ocorra € necessario
iniciadores ou primers, pequenas sequéncias de genes conhecidas ou de organismos préximos,
retirados de banco de dados gendmicos (WONG & MEDRANO, 2005).

A amplificacdo ocorre sobre temperatura e tempo controlados no aparelho
termociclador. Neste aparelho a amplificacdo ocorre em trés etapas: desnaturagédo, anelamento
e extensdo (figura 23) (BUSTIN et al., 2009). E na etapa de desnaturacdo que os primers se
ligam ao DNA desnaturado a uma temperatura de até 95°C. Na fase de anelamento, a
temperatura é reduzida para que as sequéncias de primers possam Se encaixar nas regifes
respectivas complementares. A etapa de extensao consiste na acdo da enzima DNA-polimerase
(Tag- DNA polimerase) em temperatura de aproximadamente 72°C que junto com o co-fator
de Magnésio, ocorra a sintese de DNA (SANTOS, C. F. Dos et al., 2004). Apés o término de
um ciclo, o mesmo pode ser repetido por varias vezes, ocorrendo 0 aumento exponencial de
sequéncias. O processamento da amplificacéo é feito através de eletroforese por gel de agarose
(PRAY, 2008).
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Figura 23. Diagrama esquematico da PCR com as trés etapas de cada ciclo contém trés etapas
desnaturacdo, anelamento e extensdo. Modificado de: SANTOS et al, 2004 e
https://www.britannica.com/science/polymerase-chain-reaction

As mudancas no padrdo da expressao génica de um organismo, sdo acompanhadas de
suas alteracdes fisiologicas (HAL, VAN et al., 2000). Por isso, a analise da expressdo génica
de fémeas copuladas de C. maculatus expostas ao 6leo essencial de capim-limao pode trazer
respostas sobre o comportamento do inseto, a fim de elucidar os resultados obtidos atraves da
andlise do perfil metaboldémico com o objetivo de identificar um alvo celular ou via metabdlica

da acdo do 6leo essencial sobre as fémeas de C. maculatus.

Assim ¢ possivel obter informacdes para a elaboracdo de uma patente do 6leo essencial

de capim-limao para o controle de C. maculatus.

3.8. Patentes com Biopesticidas para o Controle de Pragas

Para serem comercializados como produto, os biopesticidas precisam ser registrados no
MAPA, ANVISA e IBAMA e também pode ser registrado como produto fitossanitario de uso
aprovado na agricultura organica (MAPA, 2021b), e para a produgdo em larga escala é
necessario o registro de patentes no INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual)

(TIMMERMANN, 2014). Patentes podem ser referentes a uma invenc¢do ou alguma utilidade
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para a sociedade. As de natureza inventiva, devem possuir capacidade reprodutiva, aplicacéo
industrial e ser inéditas (Duarte et al., 2011), enquanto que o modelo de utilidade esta
relacionado a um objeto de uso prético e seu aprimoramento (BRANCO et al., 2011). Na
literatura, encontram-se inUmeras patentes de invengdes registradas como biopesticidadas,

conforme demonstra a tabela 6.

Tabela 6. Registro de patentes relacionados com 6leos essenciais e substancias volateis.

Oleo essencial/ substancia. Alvo de controle Fonte
o o Fungos fitopatogénicos e (Coloma, et al.,
Artemisia absinthium .
nematoides 2012)
Aedes aegypti,
. . o ) (Marques et al.,
Linalol, cinamato de metila sintéticos Colletotrichum 2013)
gloeosporioides
Eucalipto, citronela e pinheiros. Carrapato (Howard, 2014)

(Pinto & Carita

Citronela Aedes aegypti
wp Junior, 2017)

Citrus spp., Eugenia caryophyllus, Eucalyptus globulus, E. .
(Cémara et al.,

citriodora, Melaleuca leucadendra, M. alternifolia e Plutella xylostella 2018)
Azadirachta indica
Cravo da India Candidatus liberibacte (Pinto., 2019)

Os 0leos essenciais podem apresentar diferencas em sua composicdo quimica devido a
diferentes fatores, como tempo de coleta da planta, estacdo do ano, tipo de solo gerando
quimiotipos diferentes de uma mesma espécie. Por isso, COLOMA et al., 2012 propde 0
quimiotipo Candial de Artemisia absinthium para o controle de fungos fitopatogénicos e

nematoéides.

E além da importancia da definicdo do quimiotipo da espécie para a obtencdo do 6leo
essencial, algumas patentes propdem formulacées com efeito sinérgico com associacdo de
inseticidas tradicionais, de compostos volateis isolados e de diferentes tipos de 6leos essenciais.
Camara et al, 2018 sugere a combinacdo de deltametrina a diversos 6leos essenciais aplicado
em folhas de Brassica spp., para o controle de Plutella xylostella. Para 0 combate ao Aedes
aegypti foram registrados por Pinto & Carita Janior, 2017 o Gleo essencial de citronela
combinado a permetrina e cipermetrina, e por Marques et al., 2013 os compostos linalol e

cinamato de metila para efeito repelente.
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A combinacao de diferentes 6leos essenciais € promissora, pois somatiza o efeito toxico
dos 6leos essenciais sobre o0s insetos-pragas. Howard, 2014 registrou a utilizacdo dos 6leos
essenciais de eucalipto, citronela e pinheiro para a elaboragdo de sabonetes e spray repelente

contra carrapatos.

Como foi verificado, os 0leos essenciais podem ser utilizados como biopesticidas de
diferentes maneiras: sabonete, spray, tintas repelentes e também podem ser incorporados a
solucdes fertilizantes, como o 6leo essencial de cravo com a finalidade de proteger a cultura

de Citros contra fungos e bactérias fitopatogénicos (PINTO, 2019).

O registro de patentes de biopesticidas € importante, pois para a inddstria a patente
remete a confiabilidade, protecdo e de acordo com Glare et al., 2012 biopesticidas patenteados

atrai investidores.

No Brasil, patentes para biopesticidas sdo limitadas (VAN LENTEREN, 2012), apesar
de haver o aumento de biopesticidas de origem microbiano patenteados a partir dos anos 2000
(KABALUK et al., 2010). Contudo, biopesticidas direcionados para o controle de pragas de

gréos armazenados ainda séo escassos no mercado (HOLZMANN, 2010).

Por isso, um dos objetivos do presente trabalho € o depdsito de propriedade intelectual
(patente) da utilizacdo do 0leo essencial de capim-limdo como alternativa ao uso de agrotoxicos
tradicionais no controle de C. maculatus, através de dispositivo fumegante, possibilitando que

agricultores protejam a producéo de feijao-caupi de maneira segura e sustentavel.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo

Os experimentos e analises foram realizados nos Laboratorios de Plantas Aromaéticas e
Medicinais, de Bioquimica e Biologia Molecular de Artropodes e de Estresse Oxidativo em
Microrganismos situados no Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, campus de Seropédica, Rio de Janeiro.

4.2 Material

O capim-liméo (Cymbopogon citratus) foi coletado na area experimental do Setor de
Grandes Culturas, Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia/UFRRJ,
(22°45'39.65"S; 43°41'55.92"0) em junho de 2017. Padrdes analiticos, solventes e reagentes
foram adquiridos na Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP) e Vetec (Duque de Caxias, RJ).

Sementes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) da variedade Guariba, de cultivo
organico, foram doadas pela PESAGRO (Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do RJ)-
Seropedica, RJ. Os insetos adultos da espécie Callosobruchus maculatus (Fab.) foram cedidos
pelo Dr. J.H.R. Santos Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza,
Brasil. Desde entdo a colénia vem sendo mantida no Laboratério de Plantas Aromaticas e
Medicinais (Instituto de Quimica/UFRRJ) com substrato feijdo-caupi, em ambiente controlado:
fotoperiodo natural, temperatura de 29°C (+ 1°C) e umidade relativa de 65% (+ 5%). Os fungos
Fusarium oxysporum. (registro: C.110) e Colletrochium gloeosporioides (registro: C.103)
foram disponibilizados pela micoteca do setor de microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude /JUFRRJ e Aspergillus spp. e Penicilium spp. foram isolados de grédos de
milho seco adquiridos no comércio local e identificadas pelos manuais de identificacdo
(KLICH, 2002)

A levedura Saccharomyces cerevisiae (isolado BY4741) foi doada pelo Laboratério de
Extresse Oxidativo em microrganismos (Instituto de Quimica/UFRRJ) obtida da Euroscarf
(Frankfurt, Alemanha).
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4.3 Extracdo e caracterizagdo quimica do 6leo essencial de capim-liméo

O 0leo essencial foi obtido das folhas secas de capim limdo ap6s uma hora de
hidrodestilacdo (Figura 24), separado por diferenca de fase, seco com sulfato de sédio anidro e

armazenado no freezer -20 °C.

Figura 24. Extracdo do 6leo essencial de Cymbopogon citratus por hidrodestilacdo (Fonte:
Arquivo pessoal).

Um cromatdgrafo gasoso Hewlett-Packard 5890 Series Il equipado com um detector de
ionizacdo de chama (CG-DIC) com um injetor no modo “split” (1:20) foi utilizado para separar
e detectar os constituintes de 1 puL do Oleo essencial. A separacdo e analise das substancias
presentes no d6leo essencial foi feita com o uso de um cromatografo gasoso — espectrometro de

massa Shimadzu QP-2010 Plus (CG-EM) também com um injetor no modo “split”.

Em ambos os equipamentos as substancias foram separadas em uma coluna capilar de
silica fundida similar a DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um DI). As condigdes de anélise e
programacdo foram as mesmas utilizadas por (Cavalcanti et al. 2015). As temperaturas do
injetor e de interface foram de 220 e 250 °C, respectivamente. O espectro de massa foi obtido
em um detector quadrupolo operando a 70V, com intervalo de massa entre 40 e 400 m/z e a
razdo de 0,5 scan s*. A identificacéo das substancias foi realizada com base na analise CG-EM,
na comparacao dos tempos de retencdo e espectros de massa das amostras contra os dos padrdes
auténticos injetados nas mesmas condi¢fes, comparacdo dos espectros de massa das amostras

contra os do banco de dados e o célculo dos indices de retencdo para auxiliar na busca (VAN
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DEN DOOL & KRATZ, 1963; ADAMS, 2007). A quantificagdo das substancias foi realizada

com base na normalizagdo das areas relativas das substancias (CG-DIC).

4.4 Avaliacdo do efeito fumigante do 6leo essencial de capim-limao e citral contra o
caruncho

Tubos de 50 mL contendo 30 gréos de feijdo-caupi e 10 insetos saudaveis com dois dias
de idade (1:1 fémea/macho) foram utilizados como unidade experimental, com oito repeticdes
para cada tratamento. O primeiro ensaio foi realizado com éleo essencial de capim-liméo, que
foi transferido para discos de papel filtro, previamente fixados em tampas tubulares, nas
concentragdes de 0,09; 0,18; 0,37; 0,55; 0,74 e 0,92 mg/cm?. O segundo ensaio foi realizado
com citral, mistura de isdmeros adquirido na Sigma-Aldrich Brasil (id: C83007), nas
concentragdes de 0,04, 0,09; 0,18; 0,27; 0,45 e 0,89 mg/cm?®. (figura 25). O mesmo
procedimento foi realizado para os controles, que ndo receberam o 6leo essencial de capim-

limao ou citral.

Figura 25. Tubos com sementes de feijdo-caupi e aplicacdo do 6leo essencial de capim-liméo
e do composto citral por fumigacédo em papel de filtro. Acervo pessoal.

Os tubos foram entdo fechados e armazenados em uma camara a 27° C (x 1° C) e
umidade relativa de 65% (£ 5%). A mortalidade e a postura de ovos foram registradas 48h ap6s
a aplicacdo do Oleo essencial e do citral. A porcentagem de oviposi¢do foi calculada pelo
namero total de ovos no grupo controle. Em seguida, as tampas foram removidas e substituidas
por uma tela fina e a emergéncia de novos adultos foi avaliada ap6s 27 dias, e contabilizou-se

0 namero de individuos emergidos. A percentagem de emergéncia foi calculada pelo nimero
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de individuos emergentes no grupo controle. Os testes com Oleo essencial e citral foram

realizadas duas vezes sob as mesmas condigdes.

A anélise estatistica dos dados de mortalidade foi corrigido com o grupo controle de
acordo com ABBOTT (1925). A porcentagem de oviposicdo e emergéncia de insetos adultos,
foram avaliadas pelas seguintes formulas: P =T x 100/C, onde P, T e C sdo a porcentagem,
média registrada nos grupos de tratamento e média registrada no grupo controle,
respectivamente. Os dados foram expressos como médias aritméticas =+ SE e submetidos a
ANOVA, e as diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey em P = 0,05,

usando o software GraphPad Prism 6.0.

4.5 Revestimento das sementes de feijdo-caupi com éleo essencial de capim-liméao

Foram preparadas solucbes (20 mL) com diferentes concentracdes de 6leo essencial
diluidos em diclorometano (foram preparados também com etanol 95% e alcool de cereais),
proporcionando solu¢des com 0,1; 0,01 e 0,001% de 6leo essencial. A propor¢do de 2mL de
solucdo para 3 g de sementes foi mantida para o procedimento de revestimento. Aquelas
solugdes foram utilizadas para revestir 30 g de sementes de feijao-caupi (aproximadamente 150
sementes). O modo operacional para o revestimento foi de batelada (dentro de um baldo de
fundo redondo acoplado a um evaporador rotativo (figura 26), programado para operar com
vacuo de 350 mbar, a 70 rpm e banho maria a 30 °C ate o esgotamento dos solventes organicos).
O mesmo procedimento foi realizado para o controle (diclorometano), que ndo recebeu o 6leo
essencial de capim-limdo. As sementes revestidas foram armazenadas em frascos de plastico

com tampa em camara a 7° C (x 1° C) protegido da luz e umidade por até 180 dias.

Figura 26. Aparelho evaporador rotativo (Laboratorio de Plantas Medicinais e Aromaéticas,
Instituto de Agronomia-UFRRJ) Arquivo pessoal.
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4.6 Lavagem e caracterizacao quimica dos residuos presentes na superficie das sementes
de feijdo-caupi

Foram utilizadas 30 sementes de feijdo-caupi, aproximadamente 6 g em média,
revestidas previamente com dleo essencial de capim-limdo nas concentra¢des de 0,001; 0,01;
0,1% e armazenadas por 30, 90 e 180 dias (Item 3.5). As amostras de sementes foram lavadas
com 5,0 mL de diclorometano, em duplicata, para avaliar que substancias do 6leo essencial
ainda estavam presente na superficie das sementes, ou seja, 0 residuo. Em seguida, a solucao
foi reduzida a 1 mL sob fluxo constante de N2 gasoso. Por fim, uma aliquota de 1,0 puL da
solucéo foi injetada em um CG-DIC e CG-EM operando nas mesmas condig¢Oes da analise de
0Oleos essenciais (Item 3.3). O mesmo procedimento foi adotado para a injecdo de aliquotas de
1,0 pL de solucdes de citral (C83007- Sigma Aldrich) nas concentracdes de 89,3; 0,893 e 0,089
mg/mL, como padrdo externo, para afericdo da concentracdo de neral e geranial na solucao

residuo.

4.7 Avaliacéo da protecéo conferida as sementes revestidas com 0leo essencial de capim-
lim&o contra o caruncho

O efeito protetor do revestimento com 6leo essencial de capim-limdo nas sementes de
feijdo-caupi foi observado em quatro tempos diferentes, apds 7, 30, 90 e 180 dias de
armazenamento. Tubos de 50 mL contendo 30 graos de feijao-caupi e 10 insetos saudaveis com
dois dias de idade (1:1 fémea/macho) foram utilizados como unidade experimental, com cinco
repeticdes para cada tratamento. Os tubos foram entéo fechados e armazenados em uma camara
a 27° C (x 1° C) e umidade relativa de 65% (£ 5%).

A mortalidade e a postura de ovos foram registradas 48h apds a aplicacdo do 6leo
essencial, em seguida, as tampas foram removidas e substituidas por uma tela fina e a
emergéncia de novos adultos foi avaliada apos 27 dias. Oleo essencial e ensaios de citral foram

realizadas duas vezes sob as mesmas condic¢des (figura 27).
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Figura 27. Sementes revestidas com 6éleo essencial de Cymbopongon citratrus sobre C.
maculatus. Emergéncia de Adultos. Acervo pessoal.

A andlise estatistica dos dados de mortalidade foi corrigido com o grupo controle de
acordo com ABBOTT (1925). A porcentagem de oviposicdo e emergéncia de insetos adultos,
foram avaliadas pelas seguintes formulas: P =T x 100/C, onde P, T e C sdo a porcentagem,
média registrada nos grupos de tratamento e média registrada no grupo controle,
respectivamente. Os dados foram expressos como médias aritméticas + SE e submetidos a
ANOVA, e as diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey de multiplas
comparacgdes em P = 0,05, usando o software GraphPad Prism 6.0.

4.8 Avaliacéo da toxicidade do 6leo essencial de capim-liméo contra fungos

Foi utilizado o método da diluicdo. O 0Oleo essencial de capim-limédo foi diluido em
Dimetilsulféxido (DMSO) e misturado ao meio de cultura Batata-dextrose-dgar (BDA),
produzindo as concentracdes de 6leo essencial em meio de cultura de 0,25; 0,50; 1,00, 2,00 e
4,00 pL/mL. Utilizou-se o fungicida Folicur 200 EC (tebuconazol) (0,08 pL/ml) como controle
positivo (+), dimetilsulféxido (DMSO, 12 uL/ml) como controle negativo (-) e somente BDA
como testemunha. Em seguida, os meios de culturas foram vertidos para as placas de Petri, no
centro delas inoculados discos de agar contendo estruturas propagativas dos fungos Fusarium
oxysporum, Colletrochium gloeosporioides, Aspergillus spp. e Penicilium spp., por fim,
incubados por 48 horas a 26° C. Apds 48 horas, as placas foram digitalizadas (Scanner HP
ScanJet G2410), as imagens foram convertidas para 8-bit, processadas, analisadas e
transformado em area com auxilio do Software ImageJ 1.49v (RUEDEN et al., 2016) (figura
28).
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Figura 28. Elaboracdo de ensaios de avaliacdo do potencial fungicida do 6leo essencial (OE)
de Cymbopongon citratus sobre fungos fitopatogénicos. Preparacdo de meio de cultura + OE
(método de diluigcdo); insercdo de fragmento de fungo em meio de cultura; compilacdo de dados
de inibicdo de crescimento micelial.

A Analise estatistica foi calculada com a média de crescimento micelial do controle em
comparagdo com o tratamento elaborada no programa Graph Pad Prism, com a analise Anova

One-Way e Tukey multiplas comparagdes com o= 0,05.

4.9 Avaliacdo do efeito alelopatico toxicidade do 0leo essencial de capim-limdo na
germinacao de sementes de feijdo-caupi

Foram utilizadas sementes organicas de feijao-caupi (variedade Guariba PESAGRO)
previamente revestidas com 0Oleo essencial de capim-limao nas concentracGes de 0,1; 0,01 e
0,001% (item 3.5). Para avaliar a germinacdo das sementes foram transferidas para substrato
areia 12 sementes por potes de germinacdo (unidade experimental). Realizou-se o teste de
drenagem de agua utilizando-se 10 ml de &gua para a irrigacdo, os potes foram incubados em
ambiente controlado * 25 °C, durante sete dias para realizacdo da primeira contagem e a
germinacdo avaliada conforme descrito na Regra de Andlise de Sementes (MAPA 2009) (figura
29).

A andlise estatistica foi realizada com base nas médias do grupo controle, analise de
variancia ( Anova One-Way) e teste Tukey de multiplas comparagdes com o= 0,05, utilizando

o programa Graph Pad Prism 6.0.
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Figura 29.Teste de germinacdo, sementes revestidas com éleo essencial de capim-limao nas
concentragdes de 0,1; 0,01; 0,001%, substrato areia. Acervo pessoal.

4.10 Avaliacdo da toxicidade do 6leo essencial de capim-liméo sobre leveduras

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CIM) do 6leo essencial foi realizada
através da técnica da micro diluicdo em placa de 96 pocos de fundo chato e com tampa, método
adaptada de CASTRO & LIMA (2010). Inicialmente, foram vertidos nos pocos 50 pL de caldo
YPD, constituido de peptona 2%, glicose 2% e extrato de levedura 1%. Em seguida, verteu-se
em um dos poc¢os 50 pL de mistura de 6leo essencial e meio YPD, obtendo concentracgéo inicial
de 10 pL.mL?. A partir de metade do volume da concentragdo inicial foram constituidas as
demais dilui¢bes, pelo método da diluicao seriada, como pode ser observado na figura 30. Em
seguida, foram adicionados 10 pL de indculo da levedura Saccharomyces cerevisiae (isolado
BY4741) em meio YPD, de forma a obter Densidade Optica de 600 nm com leitura de espectro
da suspencdo de células que foi colocada em cada poco de 0,3. O controle negativo foi
preparado com meio de cultura sem o éleo essencial de capim-liméo e o controle positivo com
0 meio de cultura ndo inoculado. Apos 1, 3 e 24h de contado com as leveduras, a citotoxicidade
do dleo essencial nas diferentes concentracGes foi avaliada pelo método da capacidade
metabolica das células vivas de converter resazurina em resorufina. Desta forma, 10 pL de
solucéo de resarzurina 0,01% (m/v) foi adicionado aos pocos e, apos 30 min, observado a
coloracdo dos pogos, que quando rosa indicaram a presenca de atividade metabdlica, portanto

que as células estavam vivas, enquanto a violeta indicou a auséncia de células vivas.

O teste de exposicdo do 6leo essencial a leveduras é um teste qualitativo, colorimétrico
e por isso ndo houve aplicacdo de teste estatistico.
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Figura 30. Delineamento qualitativo de exposicéo de leveduras ao 6leo essencial de C. citratus
em meio de cultura BDA. Linhas horizontais A a H (concentragdo de dleo essencial/ meio
YPD), linhas verticais 1a 11: tempo de exposicdo e controles (CM = apenas meio de cultura
BDA; CC= células+ meio de cultura BDA).

4.11 Perfil metabolico de fémeas do caruncho sob efeito fumigante do o6leo essencial de
capim-limao

a) Extracdo:

Em tubos Falcon de 50 mL contendo 30 sementes de feijdo-caupi foram adicionadas 21
fémeas copuladas do caruncho e expostas ao efeito fumigante do 6leo essencial (procedimento
do item 3.4), na concentracédo de 0,37 mg/cm3 (condicédo de subletalidade) por 12 horas. Foram
produzidas 4 repetices para o tratamento com dleo essencial e sem 6leo essencial (controle).
As amostras contendo 100 mg dos insetos (21 fémeas) dos tratamentos foram transferidas para
microtubos e armazenadas a -80°C. Os insetos foram homogeneizados por 5 min a 20 Hz em
etanol absoluto gelado com 60 ul de padrdo interno ribitol (0,2 pg/ pul) como padréo interno.
Depois, agitado em vortex por 15 min a 70 °C em termomix a 950 rpm e centrifugado por 10
min a 11.000 g. O sobrenadante foi transferido para um frasco de vidro e a ele adicionado 750
pl de cloroformio (pré-resfriado a -20°C) e 1500 ul de agua (pré-resfriada a 4°C). A solucéo foi
novamente agitada em voértex por 30 s e centrifugada a 11.000 g por 5 minutos. A fase polar
(superior) foi retirada (150 pL, transferidas para microtubos de 1,5 ml e seca em um

concentrador de vacuo sem aquecimento, onde foi armazenada a -80°C.
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b) Derivatizacao das substancias no extrato:

As amostras nos microtubos foram colocados por 30 min no concentrador a Vacuo e
apos foi adicionado 40 pL de cloridrato de metoxiamina. Os tubos foram agitados por 2 horas
a 37°C no Thermomixer e posteriormente, adicionou-se 70puL de MSTFA (n-metil-n-
trimetilsilil trifluoracetamida). Em seguida, os tubos foram agitados por 30 min a 37°C, no
Thermomixer. As amostras foram transferidas para “vials” apropriados para CG-EM.

c) Andlise quimica, quantificacdo e caracterizacdo dos metabolitos:

Apos a derivatizacdo, aliquotas de 1 pL foram injetadas no CG/MS para a analise do
perfil metabdlico. A identificacdo dos picos e construcdo da biblioteca foi estabelecida
considerando o indice de retencao calculado com base nos tempos de retencéo dos metabdlitos
detectados nas amostras e nas misturas de esteres metilicos de acidos graxos, também por
comparagdo com os padrdes analiticos injetados nas mesmas condic¢des e por comparagdo com
a biblioteca NIST 2008. A biblioteca de aminoacidos, acidos organicos, agucares e outros
compostos foram feitas com base em padrbes analiticos adquiridos na Sigma-Aldrich
(realizadas pelo professor Marco André Alves de Souza IQ/UFRRJ em outro projeto) a partir
de dois parametros, o indice de retencdo e fragmentos de massa especificos para cada

metabdlito.

A andlise de variancia, o erro padrdo, os testes de significancia (o =0,05) e os graficos
a partir dos dados obtidos foram realizados atraves do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, USA).

4.12 Andlise da Expressao génica por gqPCR em tempo real

Foi realizada analise da expressao génica de fémeas copuladas de C. maculatus expostas
ao Gleo essencial de capim-limao de acordo com o item 3.4 (PFAFFL et al.,, 2002; ALMEIDA-
OLIVEIRA et al., 2017) Os Kits reagentes utilizados foram da Sigma-Aldrich , Thermo Fisher
Scientific e Firepol. A escolha das enzimas para verificacdo da expressdo foi baseada nos dados
obtidos do perfil metabolico de fémeas copuladas expostas e ndo expostas ao 6leo essencial de
capim-limao.

a) Tratamento das fémeas
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As fémeas de C. maculatus foram expostas ao 6leo essencial de capim-liméo de acordo
como item 3.4. A exposicao das fémeas copuladas de C. maculatus ao 6leo essencial ocorreu
da seguinte maneira: em tubos Falcon (50 mL) contendo 30 grdos do feijdo e 5 fémeas em
quintuplicata, foram submetidas ao tratamento com o 0leo essencial na concentracdo de 0,37
mg/cm? de C. citratus, durante 12 hrs. A metodologia modificada de exposi¢do ao 6leo
essencial foi de acordo com ALVES et al. (2015a).

b) Extracdo do RNA total

Cinco fémeas copuladas de C. maculatus expostas e ndo expostas ao 6leo essencial de
C. citratus foram maceradas com pistilo em 600 pL de trizol (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) (o trizol rompe as membranas) e o RNA foi extraido conforme as
instrucdes do fabricante. A amostra foi mantida em temperatura ambiente por 5 minutos e
centrifugada por 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C. em seguida 500 microlitros do sobrenadante
foi transferido para um outro tubo. Em seguida adicionou-se 200 pL de cloroférmio e agitado
em vortex e posteriormente mantido por 2 minutos em temperatura ambiente. Em seguida a
amostra foi centrifugada por 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C. a fase superior aquosa (polar) 200
pL foi transferida para um outro tubo. Foi adicionado 500 pL de isopropanol, misturado por
inversdo 4 vezes para isolar o RNA, mantido por 10 min em temperatura ambiente e
centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet
formado foi adicionado 500 pL de etanol absoluto, centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm
a 4°C. Apos, o etanol foi descartado, adicionou-se de entre 20-30 pL de &gua RNAse e agitado

em vortex para diluir o pellet.

¢) Quantificacdo do RNA total extraido

A pureza das amostras foi quantificada em Nanodrop spectrophotometer ND-1000
(Thermo Fischer Scientific), utilizando 1 pL de agua nucleasse free para calibrar o aparelho.
Todas as amostras tiveram taxas de A260/A280 entre 1,8 e 2,0. Apos a quantificacdo do RNA
extraido a integridade e qualidade do RNA foi analisada com uma eletroforese em gel de
agarose 1,5% e um micrograma de RNA foi tratado com DNasel livre de RNase , usado para

sintetizar amostras de cDNA usando o kit de transcri¢do reversa de cDNA de alta capacidade.
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d) Tratamento do RNA total com DNAse

O protocolo utilizado foi do fabricante (Sigma-Aldrich), aplicou-se 2 pL do mix (1 pL
de DNAse e 1 pL de tampéo de DNAse) por 30 minutos a 37°C em um volume final de 10uL
nas amostras. Depois disso, a reacdo foi interrompida com a incubagdo em 70°C e adigcdo de 50
mmol de EDTA.

e) Sintese de cDNA fita simples (SSCDNA)

O RNA tratado foi utilizado para sintetizar o cDNA com o High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) em um volume final de 20uL. Para 1 ug
de RNA. Adicionando-se a amostra 2 pL do tampéo transcriptase (RT buffer), 1 pyL de
transcriptase reverse, 0,8 puL de dNTP mix e 2 pL de Randon primer. Em seguida, foi realizada
uma diluicéo de 5 vezes, adicionando 80 pL de agua milig. Utilizamos o termociclador com a
seguinte programacéo: Step 1 (25 C°, 10 min); Step 2 (37 C°, 120 min); Step 3 (80 C° 5 min) e
Step 4 (4 C°, ).

f) Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)

As reacdes de polimerase em cadeia utilizaram o kit Tag PCR Master Mix (Qiagem) em
duas condic@es: um ciclo por 2 minutos a 96°C, seguido por 40 ciclos de 45 segundos a 96°C,
30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C e no final, 72°C por 5 minutos. O primer ribossomal
(18S) foi utilizado para verificar a viabilidade e foi adotado como controle : Sense
ATTCGTATTGCGACGTTAGAG e Anti-sense CTGGCATCGTTTATGGTTAGA,
desenhado no programa Transeq. O outro ciclo por 2 minutos a 96°C, seguido por 40 ciclos de
45 segundos a 96°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C e no final, 72°C por 5 minutos.
Os primers (MSA35) Glicogénio fosforilase, (MSA38) Hexocinase, (MSA40) Lactato
desidrogenase, (MSA41) Malato desidrogenase, (MSA50) 18S proteina ribossomal sintetizados
utilizando o software Primer3, foram programados para anelarem a 59° e 61°C. Os produtos de

PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% e visualizado sobre luz UV.

g) Construcdo dos primers

As sequencias de interesse foram obtidas a partir do banco de dados do transciptoma
dos diferentes estagios de desenvolvimento (larva, pupa e adultos) (Sayadi A., et al 2016)
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(Dados da referéncia: Sayadi A, Immonen E, Bayram H, Arngvist G. The De Novo
Transcriptome and Its Functional Annotation in the Seed Beetle Callosobruchus maculatus.
PLoS One. 2016 Jul 21;11(7):e0158565. doi: 10.1371/journal.pone.0158565. PMID:
27442123; PMCID: PMC4956038.). As sequéncias dos contigs foram traduzidas em todos os
frames usando o programa Transeq (MADEIRA et al., 2019). As proteinas de interesse foram
identificadas utilizando perfis HMM (Hidden Markov Model) com o programa HMMsearch do
pacote HMMER v3.1b2 (Eddy, 2011) com o pipeline FAT (cedido pela professor Rafael Dias
Mesquita,I T, Departamento de Bioquimica - UFRJ)). Os perfis HMM foram obtidos no base de
dados (FINN et al., 2014; EL-GEBALI et al., 2019). Para a proteina ribossomal 18 S de
C.maculatus foi utilizado sequéncia de referéncia, nimero de acesso FJ000512. Para as enzimas
Hexocinase, glicogénio fosforilase, lactato desidrogenase e malato desidrogenase as
sequencias de referéncia de Drosophila melanogastes com seguintes nimeros de acesso no
NCBI: NP_524848.1, NP_001027219.1, np_001261474.1 e NP_650696.1, respectivamente.
Todas as proteinas selecionadas foram automaticamente anotadas pelo pipeline FAT, por
similaridade contra os bancos de dados Uniprot-Swissprot (Bateman et al., 2021) e uniref90
(Suzek et al., 2015) usando o programa blastp do pacote blast+ v2.2.31 (CAMACHO et al.,
2009). Finalmente o pipeline FAT identificou todos os dominios conservados de cada proteina
também usando perfis HMM do banco de dados PFAM-A (Mistry et al., 2021) com o programa
hmmscan do pacote HMMER . Os contigs obtidos para Hexocinase, glicogénio fosforilase,
lactato desidrogenase e malato desidrogenase foram GEUF01021993.1, GEUF01026757,
GEUDO01105108.1, GEUDO01162009.1. Todas as sequéncias foram entdo manualmente
conferidas para escolha do contig para uso em biologia molecular. .construcao dos primers foi
necessario a sequéncia de nucleotideos de um banco de dados do NCBI a partir do codigo de
acesso fornecido em artigos e Pubmed das proteinas de interesse. As proteinas foram escolhidas
com base nos resultados observados na andlise do perfil metabdlico de fémeas de

Callosobruchus maculatus.

h) Teste de eficiéncia dos primers sintetizados

As reacdes de polimerase em cadeia utilizaram o kit Tag PCR Master Mix (Firepol) em
duas condicGes: um ciclo por 2 minutos a 96°C, seguido por 40 ciclos de 45 segundos a 96°C,
30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C e no final, 72°C por 5 minutos. Os primers foram

sintetizados (tabela 7) de acordo com o item anterior (3.11.2.7). Os produtos do PCR foram
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definidos em tamanhos entre 120 e 200 pares de base e programados para anelarem a 59° e
61°C. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% e

visualizado sobre luz UV.

Tabela 7.Sequéncia e eficiéncia (%) de primers amplificados dos genes de interesse de C.
maculatus

Codigo  Tamanho Proteina Sentido Sequéncia Eficiéncia
MSA35f ) ) ) Sense GACAGAAACCTGGCCGAGAA
— 237bp Glicogénio fosforilase _ 96,748%
MSA35r Anti-sense  AATAGCCAGAGACGGATGCG
MSA38f ) Sense CAGGTACCACCCCCATTTCC
~__ 226bp Hexocinase i 98,854%
MSA38r Anti-sense  CAGATAACCGCGCAGTGTTG
MSA40f ] Sense AATCAATGTAGCCGGCGTGA
243 bp Lactato desidrogenase _ 90,965%
MSA40r Anti-sense  TCGATACCGTGAAGTCCCCT
MSA41f ] Sense GTCAAGGCGTAGAACCGGAA
221 bp  Malato desidrogenase _ 89,83%
MSA41r Anti-sense  AAACCGCGCAGTAGCAAAAG
MSAS50f Sense ATTCGTATTGCGACGTTAGAG
_____ 240bp 18S i 93,632%
MSAS50r Anti-sense CTGGCATCGTTTATGGTTAGA

i) PCR em tempo real

A gPCR foi realizada em um sistema StepOnePlus (Thermo Fischer Scientific) com
Power SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosytems). A reacdo continha 7,5uL do SYBR,
0,3uL dos primers forward e reverse e 0,75uL de cDNA avolumado com agua para obter um
volume final de 15uL. As reacbes foram realizadas em MicroAmp Fast Optical 96-Well
Reaction Plate with Barcode (Applied Biosytems), com a seguinte programacdo: 10 minutos a
95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, e uma curva de
dissociacdo. Controle negativo foi executado para determinar se as misturas de reacdo estavam
contaminadas com DNA exdgeno. O primer de referéncia utilizado foi a proteina ribossomal
18S (conforme tabela 7). Com os resultados do qPCR foi realizado o célculo de eficiéncias dos

primers (tabela 7).

j) Célculo da expressdo relativa dos genes

A eficiéncia dos primeres foi determinada pelos valores do ciclo de quantificacdo (Cq)
obtidos apds gPCR utilizando amostras de cDNA diluidas em série (MEUER et al., 2001) .Para

57



0 célculo da expressao relativa dos genes e quantificagdo da expressao baseada no primer de
referéncia da proteina ribossomal 18S, foi utilizado o software REST de acordo com PFAFFL
et al., 2002. As representacdes graficas foram construidas utilizado o Prism 8.0 software
(GraphPad Software, San Diego, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo Quimica do Oleo Essencial de Capim-Liméo

O ¢6leo essencial (OE) apresentou cor amarelo ouro, odor forte citrico, densidade entorno
de 0,89 g/cm?3 e rendimento de 1,2% (m/m). A andlise quimica do 6leo essencial (tabela 8)
revelou um perfil rico em citral (neral +geranial) (77,493%) Também se verificou a presenca
dos monoterpenos mirceno (12,57%), (Z)-isocitral (1,22%) e (E)-isocitral (1,76%).

Tabela 8. Composicéo quimica do dleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon citratus).

N Nome IRc IRLt A (%)
1 5,6 dimetil-hepten-2-ona 986 981 0.620
2 Mirceno 991 988 12.45
3 (Z) B-Ocimeno 1037 1032 0.38
4 (E) B-Ocimeno 1047 1044 0.24
5 6,7 Epoximirceno 1093 1090 0.22
6 Linalool 1101 1095 0.96
7 Isocitral 1144 1140 0.49
8 N.I. 1148 _ 0.26
9 Citronelal 1153 1148 0.17
10 (2)-1socitral 1164 1160 2.14
11 Epdxido de rosefurano 1175 1173 0.19
12 (E)-1socitral 1183 1177 2.98
13 Dihidrocarveol 1195 1193 0.30
14 Citronelol 1223 1223 0.12
15 N.I. 1234 _ 0.21
16 Neral 1244 1235 34.63
17 Geranial 1275 1264 42.80
18 Undecanona 1294 1293 0.44
19 Geranil acetato 1385 1379 0.24
20 Triidecanona 1496 1496 0.160
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Total 100

A composicdo quimica foi analisada por CG-EM e organizada na tabela por ordem de eluicdo na coluna
cromatografica. A(%) = concentracdo [Conc. (%)] foi calculada com base na area total do pico por CG-DIC. IRLC
e IRLL representam respectivamente os indices de retengdo linear calculados e da literatura (tabelado). Nao
identificado (n.i.).

5.2 Efeito fumigante do 6leo essencial contra o caruncho

Observa-se que o 6leo essencial de C. citratus ndo apresenta alta toxicidade sobre 0s
insetos adultos de C. maculatus, apresentando mortalidade de 61% na concentracdo de 0,92
mg/cmd. No entanto, foi possivel verificar de acordo com a tabela 9 que a concentragdo minima
de 0,37 mg/cm?®, foi suficiente em inibir a oviposicdo e reduzir a emergéncia dos adultos

provenientes das sementes de feijdo-caupi tratadas.

Tabela 9. Efeito letal' e subletal’> do 6leo essencial de Cymbopogon citratus e citral sobre
Callosobruchus maculatus em condi¢tes de laboratorio.

Concentracéo

Mortalidade (%)* Oviposicio (%)? Emergéncia (%)?

(mg/cm?®)

Oleo essencial de capim-limao

0,00 1,25 +0.85f 100,00a 100,00a
0,09 4,28 +1.37ef 32,87 £9.57b 48,95 +16.68b
0,18 10,00 £1.62de 4,00 £1.92¢ 10,32 £6.27c¢
0,37 18,56 +3.87cd 2,27 £1.17¢ 2,25 +1.17c
0,55 30,00 +3.62bc 0,93 £0.37c 0,97 +0.39c¢
0,74 38,11 +2.165b 1,07 £0.73c 1,05 £0.72c
0,92 61,43 +4.55a 0,93 £0.51c 0,95 +0.52¢
F (df) = 49.69 (6, 105) =98.23 (6, 98) = 31.53 (6, 98)
P <0.0001 <0.0001 <0.0001
Citral (neral + geranial)
0,00 0,00f 100,00a 100,00a
0,04 17,14 £1.25e 61,45 +9.60b 18,49 +9.03b
0,09 30,00 +1.48d 55,71 +6.52bc 1,51 £0.82c
0,18 31,43 +0.97d 29,51 +3.83d 0,86 +0.86¢



0,27 40,00c 26,38 +4.73d 0,00c

0,45 53,33 +2.84b 34,09 +4.22cd 0,00¢

0,89 85,00 +3.16a 28,95 +2.79d 1,96 +1.25¢

F (df) = 246,3 (6, 105) = 25,33 (6, 103) = 154,30 (6, 103)
P <0.0001 <0.0001 <0.0001

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes de
acordo com o teste Tukey (0=0.05). Os dados foram expressos como média aritmética + o erro

padréo de dois experimentos independentes.

Ao contrério do 0leo essencial de C. citratus, o composto isolado citral apresentou maior
indice de mortalidade, onde a concentragio de 0,89 mg cm?, foi suficiente para provocar a
mortalidade de 85% da populacéo de insetos (Tabela 9).

Em comparagdo com o 6leo essencial de C. citratus o composto citral ndo apresentou
efeito similar emrelacéo a postura de ovos e isto pode estar relacionado ao fato do 6leo essencial
ser a combinagdo de compostos volateis. No entanto, o citral apresentou similar efeito sobre a
emergéncia de novos adultos, indicando que o citral € o provavel bioativo do dleo essencial de

C. citratus responsavel pela toxicidade.

5.3 Analise do perfil metabolico por CG-EM

Apos a andlise foram identificadas mais de 50 substancias em fémeas copuladas
expostas e ndo expostas ao 0leo essencial de C. citratus, das quais foram selecionadas 36 de
interesse ao estudo, entre elas: acidos organicos, aminoacidos, acgucares e alcoois (tabela 10).
Observou-se reducdo significativa de acidos organicos, agucares e alcoois nas fémeas copuladas

de C. maculatus submetidas ao 6leo essencial de capim-liméo (Figura 31 e 32).

Entre os metabolitos, verificou-se reducdo significativa de alanina, prolina, glicose,
trealose, acido fosforico e aumento de glicerol nos insetos tratados com 6leo essencial. A
reducdo dos teores dos agUcares trealose e glicose e de prolina apontam para o0 esgotamento das
reservas energéticas nas fémeas expostas ao OE, enquanto o aumento de glicerol pode estar

relacionado a degradacéo de lipidios para atender as necessidades energéticas.
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O 2-etanol-3,4-diidroxifenil € uma substancia que apresenta papel antioxidante e foi

encontrado em maior concentracdo nas fémeas copuladas ndo submetidas ao éleo essencial de

C. citratus, por outro lado, a reducéo de 2-etanol-3,4-diidroxifenil nas fémeas tratadas com 6leo

essencial pode estar associado ao estresse oxidativo ao qual os insetos sob efeito do 6leo

essencial foram submetidos.

A concentracdo de glicerol foi maior nos insetos sob efeito do dleo essencial. O glicerol

é um produto da degradacdo de lipidios e provavelmente as reservas energéticas estdo sendo

mobilizadas para manter o inseto vivo, uma vez que foi observado que o 6leo essencial de C.

citratus apresenta baixa toxicidade em C. maculatus.

Tabela 10. Concentracdes medias dos metabolitos presentes no extrato bruto de fémeas de
Callosobruchus maculatus, submetidos ou ndo ao tratamento com Oleo essencial de

Cymbopongon citratus

Metabolitos

Controle + EP Tratamento * EP
1-Monoestearilglicerol 80 £ 80 0,0 £ 00
1-Monooleoilglicerol 874 + 411 125 + 42
acido estearico 332 =+ 54 20,1 + 04
acido oleico 96,0 =+ 193 46,3 £ 24
acido palmitico 18,3 £ 10,9 7,7 £ 45
Total de lipidios 2430 =+ 82,7 86,6 + 8,2
2-etanol-3,4-diidroxifenil 10350 =+ 78,0 7117 =+ 148
acido 3,4-diidroxi fenilacetico 560,0 =+ 58,5 592,2 £ 20,0
Catequenina 2334 + 26,6 1557 = 7.2
Diidroxifenilglicol 750 + 3,3 61,2 £ 1,0
Total de aromaticos 1903,4 £ 99,8 15209 =+ 7,3
acido 3-fosfoglicérico 210,1 <+ 14,0 187,9 =+ 23,7
acido a-cetoglutarico 176,8 + 135 164,7 =+ 16,1
acido glicérico 364 = 09 302 + 1,2
4cido glucarico 67,3 + 47 38,7 + 48
acido lético 1279 =+ 16,0 765 =+ 69
acido mélico 69,7 £ 6,1 459 £ 50
acido olxalico 736 £ 6,2 79,7 £ 23
&cido propanoico 538 + 17 29,2 + 10,0
acido succinico 97,0 £ 59 86,3 =+ 8,7
B-lactato 1009 =+ 53 86,1 =+ 51
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Total de &cidos organicos 10134 + 36,2 8252 + 185
acido glutamico 4810 £ 419 4309 + 129
Alanina**** 14744 + 88,2 1069,4 + 33,8
Aspartato 357 £ 122 49,1 =+ 43
b-alanina 359 =+ 157 59,4 + 140
GABA 534 =+ 39 447 + 34
Glicina 2911 + 12,8 1796 = 2,1
Isoleucina 112,8 + 105 113,1 + 45
Lisina 1119 + 10,3 850 =+ 46
Metionina 830 <+ 117 959 + 34
Oxoprolina 1829 <+ 88 1380 =+ 5,7
Prolina*** 17706 = 74,0 1507,1 + 27,1
Serina 166,3 =+ 23,3 1356 + 58
Continuacao da Tabela 11.

Treonina 1141 = 74 1042 + 3,2
Valina 1956 + 159 1779 £ 58
Total de aminoacidos 5108,6 =+ 2701 41899 =+ 46,1
Frutose 286 + 15 225 = 08
Galactose 126,4 =+ 24,3 106,6 * 195
Glicose*** 1232,3 + 48,3 9738 + 23,9
glicose-6-fosfato 0,0 £ 0,0 8,0 £ 47
Sacarose 385 + 63 213 + 14
Trealose**** 1193,7 £ 74,2 8638 £ 22,5
Total de aglcares 2619,5 + 140,2 1996,1 <+ 36,0
Glicerol* 00 =+ 0,0 1872 + 37,7
glicerol-3-fosfato 3051 <+ 13,2 2774 + 18,8
Manitol 380,7 =+ 13,7 3074 =+ 154
Mioinositol 634 £ 50 52,3 £ 37
Xilitol 193 £ 6,6 19,7 £ 11
Total de polialcoois 768,5 + 18,3 844,0 + 40,1
acido fosforico**** 1186,3 =+ 57,5 759,7 £ 391
NI-3 2291 + 2573 80 =+ 47
NI-4 715 + 156 2423 + 139
NI-5 134 £ 134 77,7 £ 35

Concentracdo relativa a area dos picos dos cromatogramas (CG-EM) normalizados com referéncia no padrao

interno de ribitol. Média de n=4 + o erro padrdo (EP). NI representa picos ndo identificados.
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Figura 31. Analise subtrativa das concentracdes dos metabdlitos (controle — tratamento) encontrados no extrato bruto de fémeas de Callosobruchus
maculatus submetidos ou ndo ao tratamento com éleo essencial de Cymbopongon citratus . Os dados foram submetidos a analise de variancia (two-
way ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Sidak (5%). ****, *** ** g * gjgnificativo com valores de p <0,0001; <0,001; < 0,01 e <0,05,
respectivamente.
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Figura 32. Analise subtrativa das concentracdes das principais classes de substancias (controle
— tratamento) encontrados no extrato bruto de fémeas de Callosobruchus maculatus submetidos
ou ndo ao tratamento com Oleo essencial de Cymbopongon citratus . Os dados foram
submetidos a analise de variancia (two-way ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Sidak
(5%). **** **x ** o * gignificativo com valores de p <0,0001; <0,001; < 0,01 e <0,05,
respectivamente.

5.4  Andlise da expressao génica

De acordo com a figura 33, ocorreu a diminuicao significativa da expressao relativa dos
genes da hexoquinase (96,3%), lactato desidrogenase (88,7%) e malato desidrogenase (82,4%),
enzimas relacionadas ao metabolismo de aclcares em fémeas copuladas expostas ao OE de

capim-limao.
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Figura 33. Niveis de expressao relativa (Cp) dos genes glicogénio fosforilase, hexoquinase,
lactato desidrogenase e malato desidrogenase de fémeas copuladas de C. maculatus, expostas
ao OE de capim-lim&o. Os niveis de expressdo foram normalizados com o gene de referéncia
18S. Barra branca (fémea copulada controle), barra cinza (fémea copulada exposta ao 0leo

essencial de C. citratus). As diferencas estatisticas foram determinadas através de One-way
ANOVA (P>0.0001). Em asterisco, amostras significativamente diferentes (P>0.05).

5.5 Protecdo de sementes de feijdo com OE de capim-liméao

As sementes de feijao-caupi revestidas com o éleo essencial de C. citratus apresentaram
efeito toxico sobre C. maculatus proporcionando protecdo a semente. Na concentracéo de 0,1%
observou-se 79,5% de mortalidade apds 7 dias de armazenamento das sementes. Entretanto,
observou-se da mortalidade para 5,3% aos 180 dias de armazenamento. Este mesmo

comportamento foi observado nos tratamentos com 0,01% e 0,001% (Figura 34).

67



125+ 125+ 125+
e o 0 16,_/:'
~ 1001 = 001% o J00veeseennainni s .
S 3 s
=] p
$ T $
2 1 s
: g =1 :
S 3 g
= 6 % w
0+
7 30 9% 180 7 30 9% 180 7 30 9% 180
Armazenamento (dias) Armazenamento (dias) Armazenamento (dias)

Figura 34. Valores percentuais de (A) mortalidade, (B) oviposicéo e (C) emergéncia de novos
adultos de Callosobruchus maculatus expostos as sementes de feijdo-caupi (variedade guariba),
previamente tratadas com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Cymbopongon citratus
(0,1%, 0,001% e 0,0001%) e armazenadas durante 7, 30, 90 e 180 dias, calculados e corrigidos
com base nos valores absolutos dos respectivos controles. As diferencas estatisticas foram
determinadas através de One-way ANOVA (P>0.0001).

Em consequéncia ao declinio na mortalidade observou-se aumento progressivo na
oviposicao que passaram de 16%, 8% e 3% aos 7 dias de armazenamento para 65%, 81% e 79%
aos 180 dias, respectivamente nos tratamentos com 0,1%; 0,01% e 0,001% de 0Oleo essencial.
Consequentemente, 0 mesmo comportamento foi observado para o surgimento de novos adultos
(Figura 34). De modo geral, foi possivel observar um efeito protetor até 90 dias de

armazenamento, considerando a diminui¢do no surgimento de novos adultos, reducéo de 89%.

Muito provavelmente, o efeito protetor estd associado a presenca de substancias
protetoras na superficie do feijdo de modo duradouro, como efeito residual. Deste modo, foi
realizada a lavagem dos grdos e posterior a analise quimica, que revelou a presenca de neral e
geranial (citral) na superficie dos grdos até 90 dias de armazenamento (Figura 35), com excec¢éo
das sementes revestidas com solucdo contendo 0,001% de Oleo essencial, condi¢do que

apresentou citral na superficie somente até os até 30 dias de armazenamento.
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Figura 35. Quantificacdo dos isbmeros neral e geranial (citral) presentes na superficie das
sementes apos lavagem com diclorometano. Sementes de Vigna unguiculata (feijdo-caupi)
revestidas com diferentes solugdes contendo 6leo essencial de Cymbopongon citratus (capim-
limdo) (0,1; 0,01; 0,001%) e armazenadas por 30, 90 e 180 dias.

A concentracdo de neral aos 30 dias de armazenamento foi de 0,024 e 0,008 mg/g
semente lavada e reduziu para 0,002 e 0,001 mg/g, apés 60 dias de armazenamento,
respectivamente nos tratamentos com 0,1 e 0,01%. Este mesmo comportamento foi observado
para o isdmero geranial, que teve as concentragdes reduzidas de 0,021 e 0,013 mg/g de sementes
para 0,004 e 0,003 mg/g de sementes lavadas, respectivamente nos tratamentos com 0,1 e 0,01%
(Figura 35).

5.6 Atividade do OE de capim-limao sobre fungos de armazenamento

O oleo essencial de C. citratus foi eficiente em inibir o crescimento dos halos de todos
os fungos avaliados (Aspergillus spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp. e Penicillium spp.).
Para todos os fungos testados o veiculo (DMSQO) utilizado para emulsificar o 6leo essencial ndo
inibiu o crescimento dos fungos (Figura 36). A maior concentracdo de 6leo essencial aplicada
(4pL/mL) foi suficiente para inibir totalmente o crescimento dos fungos equiparando-se com o

controle negativo Folicur (fungicida comercial).
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Figura 36. Efeito do dleo essencial (OE) de Cymbopongon citratus (capim-limao) sobre o
crescimento dos fungos Aspergillus spp. (A), Fusarium spp. (B), Colletotrichum spp. (C) e
Penicillium spp. (D). Analise estatistica elaborada no programa Graph Pad Prism, Anova One-
Way, Tukey multiplas comparagdes, o= 0,05; (A), (B) (C), (D) p<0,0001,

5.7 Atividade do OE de capim-limao sobre a germinacao de sementes de feijéao

Foi observado que o 6leo essencial ndo interfere na germinacdo da semente de feijao-
caupi (variedade Guariba). N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos controles e as
concentraces de Oleo essencial (0%, 0,1%; 0,01%) diluidas em solventes organicos
diclorometano (a), alcool 95% (b) e alcool de cereais (c) (Figura 37). Esse resultado demonstra
que o 6leo essencial de C. citratus além de ser promissor no controle da praga do feijao-caupi,

C. maculatus, ndo interfere na germinacdo das sementes.
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Figura 37. Germinagdo de sementes de Vigna unguiculata (feijao-caupi), variedade Guariba,
submetidas ao 6leo essencial de Cympobogon citratus (capim-limao) diluidas nos solventes
organicos diclorometano (a), alcool 95% (b) e alcool de cereais (c). Anova One-Way, Tukey

multiplas comparacgdes, o= 0,05; (a) p=0,041; (b) p= 0,6588; (c) p=0,9647,

5.8 Toxicidade do OE de capim-limao as células de levedura

No teste qualitativo para a verificacdo de toxicidade do 6leo essencial de capim-liméo

sobre levedura (Saccharomyces cerevisiae BY4741), observou-se que o 6leo essencial ndo

apresentou toxicidade no periodo de 1 a 3 horas de exposi¢éo nas concentracdes de 2,5 a 0,068

puL/ml de 6leo essencial aplicado (Tabela 11, Figura 38).

Tabela 11. Teste qualitativo
cultura BDA.
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Figura 38. Delineamento qualitativo de exposicdo de Saccharomyces cerevisiae (leveduras) ao
Oleo essencial de Cymbopongon citratus em meio de cultura BDA. Linhas horizontais A a H
(concentracdo de 0Oleo essencial/ meio BDA), linhas verticais 1a 11: tempo de exposicdo e
controles (CC = apenas meio de cultura BDA; CM= células+ meio de cultura BDA). A
resarzurina ¢ um indicador de metabolismo (rosa= presenga de metabolismo; roxo= auséncia
de metabolismo).
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5 DISCUSSAO

O 0leo essencial de capim-limdo (C. citratus) apresentou toxicidade de 61,43% na
concentragdo de 92 mg/cm?® para C. maculatus, e inibiu seu ciclo reprodutivo (Tabela 9). Na
literatura encontra-se resultados semelhantes que apresentam baixa mortalidade de C.
maculatus sob efeito do 6leo essencial de capim-limdo (OWOLABI et al. 2009; OLIVEIRA et
al. 2017) e para outras pragas agricolas (TAK & ISMAN, 2016). No entanto, apesar do baixo
percentual de mortalidade, o éleo essencial de C. citratus, mostrou-se eficiente na reducéo da
postura de ovos pelas fémeas de C. maculatus, também observado anteriormente por (KUMAR
et al., 2017). Por outro lado, ha relatos na literatura de elevada mortalidade de C. maculatus
sob efeito do 6leo essencial de C. citratus nas concentragdes de 0,15 g/L (PARANAGAMA et
al. 2002), 0,3 g (OJEBODE et al., 2016).

O citral, mistura dos isdmeros neral e geranial, compde mais de 76% do 0leo essencial
de capim-limé&o (Tabela 8), semelhante a outros trabalhos que também avaliaram a composicao
quimica do 6leo essencial de capim-limdo (ANTONIA et al. 2016; AJAYI et al. 2016;
VAZQUEZ-BRIONES et al. 2015). Tanto o 6leo essencial de capim-limao quanto o citral puro,
foram eficazes em inibir o ciclo reprodutivo do inseto por fumigacdo (Tabela 9). De acordo
com relatos da literatura, o citral isolado ou associado a outros monoterpenos apresenta efeito
no controle de insetos-pragas (DU et al., 2016; LIMA et al., 2016; TAK & ISMAN, 2016).

As diferencas nos resultados observados na literatura, podem estar relacionados com a
variabilidade na composi¢do quimica dos 6leos essenciais. Essas diferencas no perfil quimico
dos bleos essenciais podem ser explicadas por fatores ambientais, disponibilidade de nutrientes
no solo, interacdes ecoldgicas, idade da planta, variagdes genotipicas e metodologias de
extracdo que modulam a sua qualidade (MAHMOUD & CROTEAU, 2001; FIGUEIREDO et
al. 2008). No entanto, até o0 momento ndo foi encontrado na literatura resultados semelhantes
aos nossos, de baixa mortalidade associada a alta inibicdo da postura de ovos e emergéncia de
insetos adultos de C. maculatus. Mesmo gue a exposi¢ao ao 6leo de capim-limao nao seja 100%
letal para o caruncho verificou-se excelente resultado para postura dos ovos e emergéncia de
novos adultos. Nossos resultados mostraram que o citral € o principio ativo no 6leo essencial

que apresenta a propriedade tdxica para o ciclo reprodutivo.
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Resultados anteriores de Alves et al. (2019) apontaram para redugdo na atividade da
acetilcolinesterase e consequente reducao nos teores de lipidios em fémeas de C. maculatus sob
efeito do dleo essencial de capim-liméo, como provavel motivo para o aumento da mortalidade,
diminuicdo na postura de ovos e surgimento de novos adultos. Os autores sugerem que o fluxo
de energia necessario para a copula, oogénese e a propria subsisténcia do adulto foram afetadas

pelo estresse provocado pelo éleo essencial com acdo na acetilcolinesterase.

No presente trabalho observamos nos insetos sob efeito do 6leo essencial de capim-
limdo reducdo nas concentracOes de glicose e trealose, que sdo fonte imediata de energia
disponivel aos insetos. Também observamos diminuicdo nos teores de alanina e prolina, que
sdo aminoacidos comumente utilizados como fonte de energia pelos insetos e aumento na
concentracdo de glicerol, um polialcool envolvido na sintese e degradacéo de lipidios (Tabela
10).

O aminoacido prolina € fonte de energia proveniente da degradacdo de aminoéacidos,
com a alanina e glicose a partir de acetil-CoA e a-cetoglutarato no corpo gorduroso, no musculo
de voo utilizada para a sintese de ATP (MOLLAEI et al., 2013). Por isso, ap0s a oxidacao de
seus precursores, a prolina passa a ser encontrada em predominancia na hemolinfa, sendo
substrato para o ciclo de Krebs (metabolismo aerdbico) (STEC, 2018b). Resultados
semelhantes de reducdo da concentracdo de prolina, foram observados por TEULIER et al.
(2016b) em abelhas, os quais concluiram que a prolina é amplamente utilizada como fonte

energética no metabolismo aerdbio para a sintese de ATP nos musculos de voo.

Segundo Downer (1981), a oxidacéo da prolina para sintese de ATP é desenvolvida em
insetos fitfagos e alteracbes nos niveis de prolina e trealose em condicdes de estresse, seria um
dos mecanismos de sobrevivéncia em insetos, uma maneira de manter o metabolismo ativo
(TAMANG et al., 2017), e no perfil metabolico foi observado a reducdo da concentracdo de
prolina em fémeas copuladas de C. maculatus expostas ao 6leo essencial de Cymbopongon
citratus (capim-limdo). Portanto, a exposicdo ao Oleo essencial de C. citratus, provoca a
alteracdo do equilibrio de moléculas importantes para 0 metabolismo de C. maculatus. Por isso,
sugere-se que o aumento de glicerol pode estar relacionado ao processo de hidrolise de lipidios,
ou de mobilizacdo de outros precursores da via glicolitica ou ciclo de Krebs, para a sintese de
prolina a partir de acetil-CoA e alanina. Relatos da literatura mencionam que para manter a
homeostase em zangdes de Bombus impatiens Cresson (Hymenoptera: Apidae), durante o voo,

€ necessario manter a concentracdo de trealose, ocorrendo o declinio dos niveis de prolina,
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indicando preferéncia no estoque de carboidrato como reserva energética (STEC, 2018b). Por
isso, supde-se que a reducdo de glicose e trealose em fémeas copuladas expostas ao Gleo
essencial de capim-limé&o (Figura 31), pode ser a resposta para a observacéo da redugéo de ovos
postos por fémeas de C. maculatus em trabalho anterior pelos presentes autores (ALVES et al.,
2019). Uma vez que a oxidacgdo da glicose, proporciona a sintese de horménio juvenil (JH) e
consequentemente vitelogenina, moléculas disparadoras do processo de maturagdo de odcitos
nas fémeas (MATSUDA et al., 2015a). Além disso, a concentracdo de trealose é regulada pelo
hormdnio adipocinético (AKH) que também controla a concentracdo de JH, vitelogenina (LU
et al.,, 2019) e a incorporacdo de lipidios nos ovérios, que também sdo importantes para o
desenvolvimento dos odcitos (LILIAN et al., 2001; ATELLA et al., 2012). E no presente
trabalho, ocorreu o aumento nos niveis de glicerol (Tabela 10) em fémeas copuladas do
caruncho expostas ao 0leo essencial de capim-limao. Esse resultado, esta em conformidade com
0 que foi observado por (ALVES et al., 2019) em trabalho anterior onde houve redugédo nos
niveis de acidos graxos e triacilglicerol em fémeas copuladas expostas ao 6leo essencial de
capim-limao.

No entanto, outros autores verificaram que em ninfas de Acanthococcus lagerstroemiae
(Kuwana) (Hemiptera: Eriococcidae) ndo houve alteracdo das concentragdes de glicerol
submetidas a condigdes ambientais de estresse. Esses insetos estocaram triacilglicerol (TG)
para sobreviver durante o inverno (WANG et al., 2019). Por isso, pode-se sugerir que
provavelmente com o declinio das reservas energéticas de carboidratos e aminoacidos, as
fémeas de C. maculatus expostas ao 6leo essencial de C. citratus, utilizaram os lipidios como

fonte energética e, por isso, houve aumento dos niveis de glicerol.

Os resultados encontrados no perfil metabdlico de fémeas copuladas expostas ao 6leo
essencial de capim-limdo estdo em conformidade com a reducdo da expressdo génica de
enzimas envolvidas no metabolismo de acgUcares. Observou-se reducdo da expressdo génica
relativa da enzima hexoquinase (enzima chave da via glicolitica) (Figura 33) e no perfil
metabolico, observou-se declinio de glicose (Tabela 10). Isso pode estar relacionado, ao fato de
gue em insetos, 0s niveis de trealose esgotam-se rapidamente, e por isSo € necessaria a
mobilizacdo de glicogénio estocado no corpo gorduroso para a formacdo de trealose e glicose
(STEC, 2018a).

Estes resultados podem indicar que estd ocorrendo a mobilizacdo de reservas em fémeas

copuladas expostas ao OE, devido ao declinio nos niveis de glicose (Tabela 10), sugerindo que
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possivelmente a glicose estd sendo mobilizada para sobrevivéncia do inseto, pois de acordo
com Zhou et al. (2015), a glicose é rapidamente mobilizada quando os niveis de trealose
declinam. Além disso, de acordo com autores mesmo que o glicogénio seja convertido em
trealose, os seus niveis podem ndo permanecer elevados pois a glicose-6-fosfato pode estar
sendo utilizada para a via glicolitica (CANDY et al., 1997). Autores encontraram resultados
semelhantes de declinio dos niveis de trealose e glicose em larvas de Pyrearinus
termitilluminans Costa (Coleoptera: Elateridae) submetidos a estresse hidrico (TORRES,
2007).

Parametro semelhante de reducdo significativa de expressao génica foi observado para
malato desidrogenase, enzima que converte o malato em oxaloacetato no Ciclo de Krebs. O
Ciclo de Krebs, via metabolica do metabolismo energético, produz precursores para a sintese
de ATP em outra etapa da respiracao aerobica, a Cadeia Transportadora de Elétrons e participa
da biossintese de aminoacidos como o glutamato, a partir de a-cetoglutarato. O glutamato €
precursor de outros aminoacidos como a prolina e de intermediarios do Ciclo de Krebs (figura
7) (CANDY, 1975; TEULIER et al., 2016b).

A lactato desidrogenase, enzima responsavel pela formacdo de lactato a partir de
piruvato no metabolismo anaerobico, também apresentou reducdo na expressao relativa
indicando que pode ter ocorrido o declinio de processos fermentativos nas fémeas do caruncho
expostas ao 0leo essencial de capim-limao. Segundo autores, a enzima € importante para manter
o0 equilibrio redox nas celulas, por isso verificaram que a sua inibicdo promove o aumento de
glicerol-3-fosfato em larvas de Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae),
apresentando disfuncao no metabolismo glicolitico e inibindo o crescimento corpdreo (LI et al.,
2019).

Diante do exposto, observou-se que o Oleo essencial de capim-limdo altera a
concentracdo de moléculas essenciais para 0 metabolismo energético de fémeas de
Callosobruchus maculatus, provavelmente impedindo o recrutamento de moléculas essenciais
como a prolina, alanina, glicose, trealose, acido fosférico para o processo de maturacédo de ovos,
inibindo a postura de ovos e o aumento de glicerol indicando o esgotamento das reservas

energéticas em fémeas de C. maculatus copuladas expostas ao 6leo essencial de capim-limao.

Buscando formas alternativas de protecdo ao feijao-caupi contra Callosobruchus
maculatus e os fungos da condi¢do de armazenamento de grdos, o revestimento das sementes

com 0Oleo essencial de capim-limdo mostrou a existéncia de uma relagdo positiva entre a
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concentracdo da solucao de Oleo essencial utilizada para protecéo das sementes e a mortalidade
(%), até os noventa dias de armazenamento das sementes tratadas com o 6leo essencial de
capim-limdo. Por outro lado, observou-se a diminuicdo na mortalidade com o aumento do
tempo de armazenamento, sendo que aos 180 dias o revestimento ndo apresentou efeito protetor
as sementes (Figura 34). Os resultados do presente estudo mostraram que o tempo de protecao
das sementes com 6leo capim-limdo foi relativamente superior a outros 6leos estudados por
diferentes autores: Ilboudo et al. (2010) observaram efeito protetor de sementes revestidas de
feijdo-caupi com os 6leos essenciais de Hyptis suaveolens (alfazema-brava) e Lippia multiflora
(cha-de-gambia) de 12 e 14 dias de armazenamento, contra C. maculatus. Outros relatos na
literatura também apontam a reducdo de danos e o efeito protetor dos Oleos essenciais em
insetos-pragas, como Oleo essencial de C. citratus (KUMAR et al., 2017) e C. martinii
(KUMAR et al., 2007) sobre a infestagdo do C. chinenses em sementes de ervilha e o 0leo
essencial de Ocimum basilicum (manjericdo) e C. winterianus contra a infestacdo de
Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae, Bruchinae) em sementes de feijéo
preto (Phaseolus vulgaris) (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2019).

No presente trabalho, a perda do efeito protetor das sementes de feijdo-caupi revestidas
com o Oleo essencial de capim-limé&o, esta relacionado a perda do composto volatil citral (neral
+ geranial) no tempo de armazenamento das sementes de feijdo-caupi (Figura 35). A maior
concentracdo residual de neral e geranial ficou um pouco acima de 0,02 mg/g (6leo
essencial/sementes) tratadas com a solucéo de 0,1% (que equivale a 0,17 mg/g de semente) aos
30 dias de armazenamento. Até os 90 dias de armazenamento foi possivel observar diferenca
significativa entre o controle e o tratamento com sementes revestidas com solucdo contendo
0,1% de dleo essencial. Apesar de ter observado a diminuicdo da mortalidade em funcéo do
tempo, até os 90 dias verificou-se protecdo significativa das sementes com reducdo de
mortalidade, na postura de ovos e no surgimento de novos adultos. Resultados semelhantes da
relacdo armazenamento versus atividade biologica também foi relatado por outros autores em
que verificaram o declinio da concentracdo de citral e perda de seu efeito protetor nematicida
(SINGH, 2006) e inseticida (JOVANOVIC et al., 2020) em outras culturas como o trigo
(DUDAI et al., 2000; MATASYOH et al., 2011). De acordo com esses autores, a perda de
citral seria pela sua degradacéo a diéxido de carbono ou mesmo por sua volatilizacdo. 1sso se
deve ao fato de que os monoterpenos em geral sdo compostos volateis, no qual alguns fatores
influenciam na sua integridade e funcionalidade como: luz, temperatura e disponibilidade de

oxigénio (GUIMARAES et al., 2008; TUREK & STINTZING, 2013), conforme observado
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pelos autores em outro trabalho, a perda da concentracdo do monoterpeno a-terpineno,
armazenado no periodo de 21 dias a 38°C em luz natural (TUREK & STINTZING, 2012), e
(GUIMARAES et al., 2008) relataram que a perda de citral foi de 31,79% no periodo de 120
dias em temperatura média de 18°C.

Por isso, a indUstria alimenticia utiliza algumas estratégias para reduzir as taxas de
reducdo de compostos volateis como o citral, que € a utilizacdo combinada de antioxidantes,
surfactantes e encapsulacdo (YANG et al., 2011), aumentando o tempo de efeito protetor do
6leo essencial como foi verificado por JOVANOVIC et al., 2020), em que observaram o efeito

inseticida do dleo essencial de capim-limao encapsulado prolongado por 48 horas.

De acordo com os dados apresentados, verificou-se que o 6leo essencial de capim-limao
foi eficiente na protecdo e em manter a viabilidade das sementes de feijdo caupi. Observou-se
que as sementes de feijdo caupi da variedade guariba revestidas com o 6leo essencial de capim-
limdo ndo sofreram inibicdo da germinacéo (Figura 37). Relatos semelhantes encontrados na
literatura apontam que o 6leo essencial de capim-liméo ndo é prejudicial a germinacao de gréos
(ndo apresenta efeito alelopatico), como o feijdo (Phaseolus vulgaris) (DEGAGA, 2015) e
ervilha (KUMAR et al. 2017). No entanto, resultados contrarios foram encontrados em
sementes de feijao-preto (Phaseolus vulgaris) revestidas com 0leo essencial de capim-liméo e
armazenadas em saco kraft por 120 dias (LEITE et al., 2018),em sementes de sorgo tratadas
com o extrato aquoso de capim-limdo (SCHEMAEZA et al., 2012), 6leo essencial de
Cymbopongon winterianus comercial revestindo sementes de caupi (XAVIER et al. 2012), e
em sementes de milho e sorgo tratadas com o dleo essencial de Lippia multiflora (MOHAMED
et al., 2020). Entretanto, outros autores observaram que 0s 0Oleos essenciais de Hyptis
marrubioides (horteld do campo), Aloysia gratissima (alfazema-do-Brasil) e Cordia
verbenacea (erva baleeira) ndo influenciam a germinacédo de sementes de soja (SILVA, A. C.
Daetal., 2012).

Oleos essenciais extraidos de outras plantas, também podem apresentar resultados
promissores no revestimento do feijao-caupi. Barreto et al. (2017) verificaram que a qualidade
fisiologica de sementes de feijdo-caupi revestidas com os Oleos essenciais de copaiba e
andiroba, foi mantida ndo interferindo no vigor e no poder germinativo das sementes, além de
inibir a incidéncia de fungos oportunistas decorrentes da condi¢do de armazenamento. Leite et
al., (2018) também observou o efeito protetor em sementes de Phaseolus vulgaris (feijao-preto)

armazenadas por 60 dias em garrafa pet, pelos 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
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(canela), Citrus sinensis (laranja doce), Melissa officinalis (erva-cidreira) contra o fungo
Aspergillus sp.

De acordo com a literatura e os resultados do presente trabalho, o 6leo essencial de
capim-limao é promissor para protecdo de sementes contra a infestacdo de insetos pragas, sem
comprometer o vigor das sementes e seu potencial germinativo, além de ser eficaz contra fungos
oportunistas da condicdo do armazenamento (Figura 36). Na literatura hd relatos em
conformidade com os apresentados no trabalho, no qual o 6leo essencial de capim-limao é
eficiente no controle de fungos da condicdo de armazenamento de grdos, dos géneros
Aspergillus spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp. e Penicilium spp. Matasyoh et al. 2011,
verificaram que o 6leo essencial de capim-liméo inibiu o crescimento micelial de cinco espécies
de Aspergillus isolado do milho (A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A. niger e A. famigatus)
e segundo Helal et al., 2007 o efeito do dleo essencial de capim-liméo inibindo o crescimento
micelial e consequentemente reduzindo o diametro hifal de Aspergillus é devido ao rompimento

da membrana plasmatica e desorganizacdo de mitocondrias do fungo.

Outros autores analisaram a toxicidade do Oleo essencial de capim-limdo no
desenvolvimento micelial de sete espécies de Fusarium spp e concluiram que as espécies F.
moniliforme e F. roseum apresentam maior sensibilidade ao 6leo essencial (Gawal, 2015) e os
Oleos essenciais de geranio, rosa, liméo e hortela também mostraram-se eficazes no controle de
Fusarium, em sementes de feijdo preto revestidas (EL-MOUGY et al., 2007). De acordo com
Sharmaet al., 2017 o mecanismo de acdo do 0leo essencial nos fungos € provocar a plasmolise
(rompimento das células), pois ocasiona 0 aumento da rugosidade e alteracdo da morfologia de

hifas e esporos de Fusarium spp.

Foi verificado no presente trabalho a inibicdo do crescimento micelial de Penicillium
spp. (figura 36D), e autores relataram que a inibi¢do dos fungos Penicillium verruscosum e
Penicillium expansum é devido a presenca de monoterpenos oxigenados como o citral no 6leo
essencial de C. citratus (APARECIDA et al., 2008). Outros resultados promissores também
foram observados na protecdo de sementes contra o fungo Penicillium spp. Como as sementes
de feijdo preto, tratadas com o 6leo essencial de C. citratus. (Gomes et al., 2016) e os 0leos
essenciais de louro, cravo e canela que apresentaram eficiéncia na protecdo de trigo (ALDRED
et al., 2008).

No entanto, resultados diversos ao presente trabalho referentes ao fungo Colletotrichum

spp. (Figura 36 C) foram relatados na literatura, onde o 6leo essencial de C. citratus apresentou
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baixa inibi¢cdo do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides (Rabari et al.,2018) e de alta

inibicdo em exposi¢do ao composto majoritario isolado, o citral (HONG et al., 2015).

Os resultados encontrados no presente trabalho, corroboram com as perspectivas
futuras encontradas na literatura. De acordo com autores (EKPENYONG & AKPAN 2017), o
6leo essencial de capim-limdo é promissor na conservacdo de grdos contra fungos
fitopatogénicos oportunistas da condi¢do de armazenamento e insetos-pragas, pois a sua a¢ao é
devido a interagdo com a membrana plasmatica dos fungos fitopatogénicos, desestabilizando-a
e ocasionando no extravasamento de eletrolitos do citoplasma, inibindo a producdo de
micotoxinas, o crescimento micelial e a germinacao de esporos levando a morte celular (HONG
et al., 2015).

Foi possivel verificar que o 6leo essencial de capim-limdo demonstrou ser eficaz no
controle de C. maculatus, de fungos oportunistas de armazenamento, além de ndo apresentar
prejuizos na germinacgdo de sementes de feijdo-caupi, porém para a sua aplicacdo é necessario
que ndo ocorra danos aos aplicadores ou no consumo de graos. Por isso, foi realizado o teste
qualitativo de toxicidade sobre a levedura (Saccharomyces cerevisiae BY4741). Leveduras sao
modelos eucariotos unicelulares similares as células humanas (CAZZANELLI et al., 2018), e
por isso sdo muito utilizados para possiveis indices de toxicidades aos humanos (YU &
NIELSEN, 2020) e observou-se que o 6leo essencial ndo apresenta toxicidade no periodo de 1
a 3 horas de exposicao nas concentracfes de 2,5 a 0,068 pL/ml de dleo essencial de C. citratus
aplicado (Tabela 11).

Resultados semelhantes foram encontrados por IRKIN & KORUKLUOGLU, 2009 em
gue observaram uma concentracdo minima inibitéria de S. cerevisiae de 5 pL/ml de Gleo
essencial de capim-limdo. No entanto, autores observaram que as concentracdes de 1 e 3,0
pL/ml do éleo essencial de C. citratus inibiram o crescimento de S. cerevisiae ocasionando
alteracdes estruturais como o rompimento da membrana plasmatica e reducdo da espessura da
parede celular (HELAL et al., 2006). Outros 6leos essenciais também podem apresentar
resultados similares, SIMIONATTO et al., 2005 observaram que o dleo essencial de alfazema

(Aloysia sellowii) revelou variacdo de 2 a 4 mg. mL na concentracdo minima inibitdria.

No entanto, verificou-se que o 6leo essencial de C. citratus apresentou toxicidade a S.
cerevisiae com 24 horas de exposicdo em todas as concentracfes aplicadas (Tabela 11), e 0
mesmo foi observado por (SACCHETTI et al., 2005). Entretanto, resultado contrario foi

verificado por outros autores (SUMIGA et al., 2019), em que n&o houve morte celular de S.
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cerevisiae durante 24 horas de exposi¢cdo ao 6leo essencial de capim-limdo. Provavelmente, a
desconformidade em resultados encontrados na literatura e no presente trabalho, se deve a
diferenca na composicdo do 6leo essencial de capim-limdo. De acordo com autores, outros
fatores como o solvente utilizado para emulsificacdo do 6leo essencial, meio de cultura e
condicBes de incubacdo podem influenciar na concentragdo minima inibitéria de 6leos

essenciais sobre microrganismos (VAN DE VEL et al., 2019).

Portanto, o 6leo essencial de capim-limdo, na concentracdo de 0,1%, € promissor como
protetor de sementes de feijao-caupi contra C. maculatus em condi¢fes de armazenamento por
até 90 dias, por inibir o ciclo reprodutivo desse inseto, ndo afetar a germinagdo das sementes,
inibir crescimento de fungos oportunistas e com baixos indices de causar toxicidade a modelo
celular eucarioto. Por isso, 0 0leo essencial de capim-limao possui potencial biotecnoldgico na

protecdo de sementes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata).

81



6 CONCLUSOES

Foi possivel verificar (i) o efeito letal (toxico) e efeito subletal sobre aspectos bioldgicos
de Callosobruchus maculatus administrado via tratamento de sementes de feijdo-caupi com o
6leo essencial de Cymbopongon citratus (capim-limdo) armazenadas em diferentes
concentracdes no laboratério por um periodo de até 90 dias, sem que seja afetado o poder
germinativo das sementes, o efeito fumigante do éleo essencial de capim-liméo e citral sobre
o ciclo de vida do inseto (ii) o efeito residual do 6leo essencial de capim-limao nas sementes
tratadas e sua relacdo do efeito protetor do Oleo essencial de capim-limao contra o inseto, a
toxicidade contra fungos da condi¢do de armazenamento de gréos, a viabilidade de celulas
eucariotas sobre o efeito do 6leo essencial de capim-limé&o. (iii) a anélise do perfil metabolico
e expressdo génica de proteinas de importancia para o metabolismo de fémeas copuladas
expostas ao 6leo essencial, mostrou que ha inibicdo da expressédo relativa de enzimas atuantes
no metabolismo glicidico, reducdo de metabdlitos como aminoacidos, glicidios e aumento na
concentracdo de glicerol indicando desequilibrio energético em fémeas copuladas de C.

macullatus expostas ao 6leo essencial de C. citratus.
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