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RESUMO

TORRE, Rafael. Estudo e avaliacdo da toxicidade dos Oleos essenciais de Schinus
terebinthifolius Raddi e Lippia alba [Mill] N.E.Br ex Britton & P. Wilson para a protecao
de sementes contra Callosobruchus maculatus Fabricius, 1775. 2022. 73p. Dissertagdo
(Mestrado em Quimica, Agrobioquimica). Instituto de Quimica, Departamento de Bioquimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A continua utilizacdo de agrotdxicos sintéticos trouxe o surgimento de preocupagdes a respeito
de seus efeitos residuais tanto no meio ambiente, quanto a saide humana, além de aumento de
populaces resistentes de pragas agricolas. Métodos alternativos sdo estudados como forma de
mitigar essas consequéncias, e entre eles esta a utilizacdo de 6leos essenciais como forma de
controle de pragas. Esse estudo buscou verificar os efeitos por fumigacao de 12 6leos essenciais
de diferentes composi¢6es quimicas advindos de genotipos de duas espécies de plantas: Lippia
alba (UFRRJ ECB021/022 QT citral/limoneno, UFRRJ ECB037/029/016 QT citral, UFRRJ
ECB003/008 QT carvona/limoneno e UFRRJ ECB028 QT linalol) e Schinus terebinthifolius
(UFRRJ AROO11 QT a-pineno, UFRRJ AROO050 QT sabineno, UFRRJ ARO079 QT oa-
felandreno/a-pineno, UFRRJ AROO025 QT B-pineno/a-pineno, UFRRJ ARO032 QT 6-
careno/a-pineno, UFRRJ ARO094 QT limoneno, UFRRJ ARO078 QT a-felandreno/sabineno
e UFRRJ ARO022 QT mirceno) contra o caruncho do feijao-caupi, Callosobruchus maculatus.
Foram utilizadas concentragdes na faixa entre 0,10 mg/mL de ar e 1,00 mg/mL de ar para
avaliacdo de aspectos do ciclo de vida do inseto, como: mortalidade, postura de ovos,
emergéncia de novos adultos e taxa de emergéncia. Além disso, eclosdo larval e protecdo da
massa dos grdos de feijdo foram avaliados em testes com os 6leos dos genotipos de S.
terebinthifolius: UFRRJ ARO032 QT d-careno/a-pineno e UFRRJ ARO094 QT limoneno e
com todos os 6leos de L. alba. Os resultados indicaram tendéncias de inibicdo do ciclo de vida
em todos os 6leos testados, sendo o dleo do genétipo UFRRJ ECB028 QT linalol o que obteve
menor CLso (0,1017 mg/mL de ar). Os oleos de L. alba obtiveram melhor controle da
reproducédo de C. maculatus e melhora na protecdo das sementes.

Palavras-chave: defensivo botanico, inseto-praga de grdos armazenados, feijao-caupi.
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ABSTRACT

TORRE, Rafael. Study and evaluation of the toxicity of essential oils from Schinus
terebinthifolius Raddi and Lippia alba [Mill] N.E.Br ex Britton & P. Wilson and bushy
matgrass for seed protection against Callosobruchus maculatus Fabricius, 1775. 2022. 73p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Agrobioquimica). Instituto de Quimica, Departamento de
Bioquimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

The continuous use of synthetic pesticides has raised concerns about their residual effects on
both the environment and human health, as well as an increase in agricultural pests resistance.
Alternative methods are studied as a way of mitigating these consequences, and among them is
the use of essential oils as a manner of controlling pests. This work aimed to assess the
fumigation effects of 12 essential oils of different chemical compositions from genotypes of
two plant species: Lippia alba (UFRRJ ECB021/022 QT citral/limonene, UFRRJ
ECB037/029/016 QT citral, UFRRJ ECB003/008 QT carvone/limonene e UFRRJ ECB028 QT
linalool) e Schinus terebinthifolius (UFRRJ AROO11 QT a-pinene, UFRRJ AROO050 QT
sabinene, UFRRJ ARO079 QT a-phellandrene/a-pinene, UFRRJ ARO025 QT B-pinene/a-
pinene, UFRRJ ARO032 QT &-carene/a-pinene, UFRRJ ARO094 QT limonene, UFRRJ
AROO078 QT a-phellandrene/sabinene e UFRRJ ARO022 QT mircene) against the cowpea
weevil, Callosobruchus maculatus. Concentrations in the range between 0.10 mg/mL of air and
1.00 mg/mL of air were used to evaluate aspects from insect reproductive cycle, such as:
mortality, egg laying, emergence of new adults and emergence rate. Furthermore, larval
hatching and bean grain mass preservation were assessed in assays with the oils of the S.
terebinthifolius genotypes: UFRRJ ARO032 QT d-carene/a-pinene e UFRRJ ARO094 QT
limonene and with all L. alba oils. The results indicated reproductive cycle inhibition occurs in
all oils tested, with the UFRRJ ECB028 QT linalool oil having the lowest LCsg (0.1017 mg/mL
of air). L. alba oils achieved better control of C. maculatus reproduction and improved seed
protection.

Keywords: botanical pesticide, stored seed pest, cowpea.
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1 INTRODUCAO

A revolucéo verde, no pos-guerra, possibilitou um significativo aumento na producao
agricola mundial. Sustentado, principalmente, por utilizagdo intensa de fertilizantes, cultivares
adaptadas a diferentes situacdes, mecanizacdo do campo e agrotoxicos. E desde entdo, esses
sdo 0s meios largamente utilizados na prética agricola (NICOLOPOULOU-STAMATI et al.,
2016).

Ao longo desse periodo, substancias como diclorodifeniltricloroetano (DDT), dicrétofos
e Paraquat, importantes representantes de diferentes classes de agrotéxicos, no caso:
organoclorados, organofosforados e compostos quaternarios de aménio, respectivamente, sdo
apenas alguns dos defensivos proibidos ou em processo de retirada em paises de grande
importancia agricola, tais como Brasil, EUA, Estados-membros da Uni&o Europeia e india. Isso
se deve a preocupacdes crescentes a respeito de danos ambientais e a saide humana em longo
prazo, ja que potencial cancerigeno e efeitos neurodegenerativos (DONLEY, 2019).

Atualmente, fosfetos metélicos, geradores de gas fosfina em contato com a umidade do
ar, sdo as moléculas mais utilizadas na protecdo de producdo armazenada, tal como sementes.
Fosfina (PH3) € um gas toxico nao so as pragas de armazenamento, mas também aos mamiferos.
A inalacdo desse gas produz efeitos imediatos como nauseas, problemas respiratérios e dores
de cabeca. Assim como traz o risco ocupacional de disturbios gastrointestinais e pulmonares.
O valor médio méaximo de exposicao a fosfina para adultos em jornada de trabalho de 40 h
semanais € de 0,42 mg/m? na maioria dos paises desenvolvidos (CABALLERO, 2003).

Métodos, como por exemplo, 0 uso de extratos botanicos e 6leos essenciais de plantas
aromaticas tém ganhado for¢a como alternativas amigavelmente ecoldgicas e de baixo risco
ocupacional. Além dessas vantagens, sua natureza complexa permite a diminui¢do da chance
de rapido surgimento de populacdes resistentes dos insetos alvo.

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), também conhecido como feijao-fradinho,
é uma importante comoditie brasileira, principalmente no semiérido nordestino, onde ocorre a
maior parte de sua producdo. No ano de 2014, a estimativa de producéo ficou proxima das 500
mil toneladas (BASTOS, 2016). Porém, sua armazenagem para posterior venda requer
cuidados.

Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775) (Coledptera: Bruchidae) é a principal
ameaca as sementes armazenadas de feijdo-caupi. Sua alta taxa de sucesso reprodutivo e rapido
desenvolvimento fazem com que uma infestacdo de seus insetos possa causar a perda de até
80% da producdo em poucos meses, ja que sua fase larval se alimenta do interior das sementes,
diminuindo assim sua massa e sua qualidade nutricional, bem como aumentando as chances de
colonizagdes do grdo por fungos oportunistas.

Portanto, este trabalho buscou analisar efeitos no ciclo de vida de C. maculatus causados
pela fumigagédo de Oleos essenciais de folhas erva-cidreira (Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex
Britton & P.Wilson) e frutos de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) de diferentes
composigdes quimicas. Assim, diferentes concentragdes destes 6leos foram testadas com o
objetivo de conhecer suas variadas consequéncias sobre a mortalidade, postura, emergéncia dos
insetos e 0 grau de protecdo sobre a massa dos grdos infestados. Alem disso, um método de
medicdo de parametros de fases imaturas do inseto foi proposto para possiveis estudos
posteriores.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e Disperséo de Callosobruchus maculatus

Diversidade, essa é uma palavra que caracteriza muito bem um aspecto de toda classe
Insecta e sua maior ordem, Coleoptera, representante dos besouros e presente em praticamente
todos os ambientes, com mais de 380.000 espécies descritas e cerca de 500 familias e
subfamilia, compondo 30% de todo reino Animalia, percentual que a torna, a maior entre todos
0s organismos. O tamanho reduzido, assim como répida e prolifica reproducéo, elasticidade
genética, mudancas na sinalizacdo sexual de populagdes isoladas, e interacdo muitas vezes
especificas com outros organismos favorecem pressfes de diferenciacdo nos insetos
(GULLAN; CRANSTON, 2017).

A zona tropical € um hotspot! importante para os insetos, incluindo os besouros; grande
parte de sua diversidade se encontra nessa zona. O clima, o solo, a diversidade de outros seres
vivos e, consequentemente, novidades evolutivas em maior quantidade, auxiliaram na
variabilidade desses organismos. O Brasil, por possuir grande extensao territorial e se localizar,
em grande medida, entre os tropicos, por exemplo, possui 0 maior nimero de espécies
estimadas, com apenas trés ordens ndo representadas por nenhuma espécie em territério
nacional: Grylloblattariae, Raphidioptera e Mantophasmatodea, que sdo ordens compostas
por espécies que costumam ocorrer apenas em biomas restritos, como por exemplo a Gltima
citada que possui espécies conhecidas apenas em desertos na Africa subsaariana (RAFAEL et
al., 2012).

Callosobruchus maculatus, conhecido popularmente como caruncho do feijao-caupi, é
atualmente uma espécie cosmopolita frequentemente encontrada, em maior quantidade, em
regides de clima quente que utiliza sementes de plantas da familia Fabaceae, notadamente
Vigna unguiculata, o feijdo-caupi como local para desenvolvimento de seu ciclo de vida,
podendo, porém, utilizar grdos de outras espécies como o feijdo-azuki (Vigna angularis), o
feijdo mungu-verde (Vigna radiata) e gréo-de-bico (Cicer arietinum) (BECK; BLUMER, 2014;
SWAMY et al., 2019).

Apesar de ser encontrado em diversas areas subtropicais e tropicais do planeta, a origem
desse caruncho, provavelmente, remonta a Africa Ocidental, com um crescimento populacional
no continente por volta do inicio do Holoceno, a atual época geoldgica do periodo Quaternario.
Nesse periodo iniciou-se com um aquecimento global que finalizou o ultimo periodo glacial
(KEBE et al., 2017).

Estudos biogeograficos e filogeograficos apoiam a ideia de que a dispersao da espécie
ocorreu por mediacdo de processos humanos através da expansdo do comércio global e
introducdo de seu principal hospedeiro, também originario da Africa, V. unguiculata, em outras
localidades. Indicios demonstram uma correspondéncia na intensificacdo dessas rotas
econdmicas e o crescimento da populagio de C. maculatus (KEBE et al., 2017; TUDA et al.,
2014).

O segundo continente colonizado, logo ap6s o africano, provavelmente foi o asiatico,
sendo que neste continente 0 processo de colonizacéo e crescimento populacional ocorreu por
volta de 2000 a 3000 anos atras, uma estimativa que encontra apoio no surgimento das primeiras
grandes civilizacdes (sociedades mesopotamica e egipcia) e rotas comerciais de longa distancia

1 palavra em inglés que descreve regides com alto grau de espécies endémicas sob risco de perda deste habitat
(MYERS et al., 2000).



pelo Velho Mundo; assim como na introducdo da cultura de feijdo-caupi na atual india que
ocorreu, aproximadamente, no mesmo periodo. O surgimento mais recente de populagdes nas
Américas é apoiado pela similaridade de alguns trechos do DNA mitocondrial de individuos de
C. maculatus desses diferentes continentes e, se este fato pode se relacionar com o inicio mais
recene de uma globalizacdo maior do comércio, se comparado aquela que ocorria no Velho
Mundo. Na Figura 1 é possivel observar essa sequéncia proposta de dispersdo da espécie C.
maculatus pelo planeta (KEBE et al., 2017).

Figura 1 — Mapa-muandi com as rotas de dispersdo de C. maculatus em preto e 0s
nimeros indicando a sequéncia de colonizagdo. Perceba como a ordem coincide com a evolugao
do comércio mundial. As cores representam continentes diferentes. Adaptado de: KEBE et al.
(2017).

2.2 Importancia Econdémica de Callosobruchus maculatus

Como informado anteriormente, C. maculatus nao possui 0 nome popular de caruncho
do feijdo-caupi sem qualquer motivo, este inseto € um inseto-praga para as sementes de V.
unguiculata (Figura 2) atacando vagens danificadas no campo e, principalmente, o grao
armazenado no silo (KPOVIESSI et al., 2019).

Figura 2 — Sementes de feijdo-caupi de coloracdo bege claro. Fonte: imagem capturada pelo
autor.



O feijdo-caupi é uma excelente fonte de amino&cidos essenciais, carboidratos e
vitaminas, com baixa porcentagem de gordura vegetal em sua composic¢ao. Além disso, por ser
uma planta adaptada a uma ampla faixa de temperatura para um bom desenvolvimento (18-
34°C), faz dela uma cultura comercial de interesse alimenticio. O cultivo se encontra,
predominantemente, na Africa Ocidental, porém grandes produtores se encontram também na
Asia, América do Sul e Central, com algumas pequenas porcdes de area de plantio na Europa e
sudoeste dos EUA (BASTOS, 2016).

Na Tabela 1 pode-se observar a producéao e rendimento dos maiores paises produtores,
a maioria se encontra no provavel local de origem da planta na parte oeste da regido de Sahel,
na Africa. A producdo mundial de quase 6 milhdes de toneladas no ano de 2019 é
subdimensionada, muito por conta de importantes produtores, como Brasil e india, ndo
apresentarem os dados da producdo separado dos dados de feijdo comum (Phaseolus vulgaris)
(FAOSTAT, 2019).

Tabela 1 — Paises com maior producdo de feijdo-caupi no ano de 2019. Fonte: FAOSTAT
(2019)

Pais Producéo (t) Produtividade (kg/ha)
Nigéria 3.546.739 808,1
Niger 2.386.735 416,9
Burkina Faso 656.418 483,1
Quénia 222.394 917,9
Mali 215.436 474,2
Gana 202.662 1.357,4
Senegal 184.137 633,5
Camardes 176.924 788,0
Tanzénia 127.884 1.135,2
Mianmar 108.021 880,8

O Brasil ndo possui dados atualizados sobre sua produgéo, a estimativa mais atual data
de 2014 na qual foi estimada a producéo de 482.665 toneladas de feijdo-caupi, sendo a maior
parte da producdo colhida na regido do semidrido nordestino, tornando a espécie uma
fundamental fonte de renda e emprego para familias dessa regido (BASTQOS, 2016).

Como as fases imaturas de C. maculatus ocorrem dentro do grdo, elas se alimentam de
seu endosperma e embrido, causando perdas que podem chegar a mais de 80% do total da
colheita em trés meses, valor que pode superar facilmente US$ 300 milhGes anualmente, em
termos econdmicos. A entrada e o consumo pelo inseto, além de tornar o grdo inviavel para
consumo humano e germinacao, possibilita a abertura de uma janela para o ataque de fungos
oportunistas capazes de produzir e contaminar as sementes com micotoxinas (KPOVIESSI et
al., 2019).

O crescimento exponencial de C. maculatus rapidamente sai do controle do produtor,
caso este ndo possua técnicas adequadas de manejo de pragas na sua cultura. Colocando em
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perspectiva das principais na¢des produtoras, notadamente paises de IDH baixo, essas perdas
econbmicas se tornam maiores e mais impactantes. Maiores, pois normalmente o nivel
tecnoldgico e 0 armazenamento utilizados sdo antiquados devido ao custo mais alto de métodos
modernos; e mais impactantes, pois essa perda econémica se reflete em populacbes ja
enfraquecidas socialmente. Para efeitos de comparacdo, no ano de 2019, Niger foi um dos
paises que mais produziu feijdo-caupi e sua produtividade ficou em torno de 416 kg/ha, ao passo
que paises desenvolvidos como os EUA chegaram a ter produtividade superior a 2.400 kg/ha
(FAOSTAT, 2019).

Visto a grande perda econémica e produtiva causada pela espécie C. maculatus durante
0 processo de armazenamento, cabe-se ressaltar a importancia da preservacdo, da qual a falta
decorre perdas, ndo somente de aspectos visuais e nutricionais dos graos, como também de
caracteristicas fisiologicas demonstrativas da capacidade germinativa das sementes. A
utilizacdo da semente com boa capacidade germinativa pelo agricultor constitui a base de
posteriores operagdes que levam a produtividade esperada (PEREIRA; BIANCHETTI, 1977).

Outras sementes relevantes também séo alvo de C. maculatus, como por exemplo gréos-
de-bico (C. arietinum), uma importante cultura com quase 15 milhdes de toneladas produzidas
anualmente, sendo a India o maior produtor mundial; a inviabilizacio das sementes tanto para
consumo, quanto para plantio, pode chegar a 100% em 4 meses (FAOSTAT, 2019; SWAMY
et al., 2019). Em outras sementes do género Vigna spp, a reducdo da producdo pode chegar a
50% em poucos meses (PUROHIT et al., 2013).

2.3 Morfologia e Anatomia de Callosobruchus maculatus

O dano causado pelo inseto pode ser ocasionado, como dito anteriormente, tanto no
campo, quanto no armazenamento. Porém, o ataque a lavoura ou ao depdsito sdo feitos,
geralmente, por morfotipos diferentes, isso porque C. maculatus possui duas formas: uma
denominada ativa e a outra sedentaria, sendo a diferenca comportamental proeminente entre as
duas o0 voo, o que faz com que a forma ativa seja mais encontrada em vagens ainda no campo,
e a sedentaria em silo (BECK; BLUMER, 2014; UTIDA, 1972).

Os dois morfotipos podem ser diferenciados por uma série de caracteristicas, como por
exemplo o contorno e coloracdo de seus corpos: a forma sedentaria possui uma forma mais
elipséide ao emergir, com a cuticula escurecida visivel e estende o final do abddmen (pigidio)
além do contorno do élitro possuindo uma faixa branca dividindo ao meio as partes escurecidas,
ao passo que a forma ativa exibe pubescéncia em mais partes do corpo, sendo sua cor definida
pelas cores de seus pelos, e seu abdémen nado se estende além da margem posterior do élitro,
dificultando, inclusive, sua sexagem (BECK; BLUMER, 2014; UTIDA, 1972).

A diferenca anatdmica entre os sexos em C. maculatus possui detalhes que podem ser
distinguidos visualmente sem a necessidade de lupa, como por exemplo, no morfotipo
sedentario, o tamanho e coloracédo do pigidio, o qual € maior e mais escurecido com uma faixa
branca central em fémeas (Figura 3 e 4) (BECK; BLUMER, 2014).



Figura 3 - Adultos fémea e macho de C. maculatus em perspectiva ventral (A). Adulto fémea
em perspectiva dorsal (B). Adultos macho e fémea em perspectiva lateral (C). Adulto macho
em perspectiva dorsal (D). Fonte: imagens capturadas pelo autor.
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Figura 4 - Tamanho de individuos adultos de C. maculatus em comparacéo a escala de 1 cm.
Fonte: imagem capturada pelo autor.

2.4 Ciclo de Vida e Reproducéo de Callosobruchus maculatus

Ciclos sdo repeticdes de eventos que acontecem sempre em uma determinada ordem,
portanto podemos compreender o ciclo de vida de C. maculatus iniciando por qualquer evento
deste ciclo, como por exemplo a copula, ou seja, seu comportamento sexual.

Logo ap6s emergirem, tendo em vista seu curto periodo de vida adulta, os individuos
machos de C. maculatus ja possuem comportamento de perseguicdo para copula com a fémea,
apesar de seus espermatoforos estarem completamente desenvolvidos apenas 24 horas apés a
emergéncia. As fémeas, por sua vez, desde o primeiro até o quarto dia pds-emergéncia liberam
crescentes quantidades de feromonios sexuais (SHU et al., 1996).

Apds a copula, as fémeas costumam diminuir, durante algumas horas, a producdo desses
feromonios e, portanto, tornam-se menos disponiveis para um novo encontro em sequéncia,
possivelmente por conta do 6rgéo reprodutor masculino (edeago) possuir espinhos (Figura 5)
gue podem infringir danos ao trato reprodutivo feminino, até por isso € comum observar um
comportamento de tentativa de término da cépula partindo das fémeas através de “chutes” no
parceiro sexual (RONN et al., 2012; VAN LIESHOUT et al., 2014). Portanto é comum que



fémeas copulem mais de uma vez com diferentes machos e que machos copulem com mais de
uma fémea (SAVALLI et al., 1999).

Figura 5 - Micrografia do 6rgdo reprodutor masculino em C. maculatus. Fonte: RONN et al.
(2007).

A fémea fecundada é responsavel por escolher a semente onde ird depositar 0s ovos
sobre a sua superficie. Para essa tarefa, ela procura por sinais fisicos e quimicos que auxiliam
na melhor alocacdo dos ovos, como por exemplo compostos organicos volateis liberados pelo
grdo seco que podem atrair ou repelir os individuos, a textura da superficie do gréo, possuindo
uma preferéncia por superficies lisas, o tamanho do gréo e, possivelmente, feromonios deixados
anteriormente por fémeas da mesma espécie em locais onde ja ocorreu postura, auxiliando na
diminuicdo de super parasitismo nas sementes e na competicéo entre larvas (AHUCHAOGU et
al., 2021; COPE et al., 2003). As fémeas ovipositam, em média, de 60 a 80 ovos, sendo a maior
quantidade posta ja no primeiro dia apds a emergéncia (CREDLAND et al., 1989; LIMA et al.,
2004).

Os ovos sdo ovais ou fusiformes e, inicialmente, aparentam ser transltcidos, porém apos
a larva eclodir para dentro do grao a coloragdo se modifica para um branco palido (Figura 6)
devido aos dejetos da larva (BECK; BLUMER, 2014; SA et al., 2014).

A larva leva em torno de 6 dias para completar sua embriogénese e penetrar na semente,
sendo que a taxa de fertilidade, ou seja, larvas eclodidas por nimero de ovos postos, varia de
acordo com a cultivar do gréo de feijao caupi hospedeiro, porém sempre com ndmeros acima
80% de viabilidade (LIMA et al., 2002). A sua coloracédo é branca e ela passa por uma série de
instares até chegar a fase de pupa, 0 tempo para que isso ocorra é em media de 14 dias e seu
crescimento é exponencial, dado que em cerca de 4 dias apds sua entrada no grao, seu peso
médio ¢ de 1,8 mg e logo antes da formacao da pupa, cerca de 14 dias apds entrada na semente,
seu peso médio ultrapassa a marca de 10 mg (SA et al., 2014; GALLO, et al., 2002).
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Figura 6 — Oviposicdo em superficie de sementes de feijdo-caupi com destaque para o aspecto
dos ovos eclodidos de coloracdo branco leitosa (A). Ovos eclodidos e ndo eclodidos préximos.
Os ovos nédo eclodidos possuem uma maior transparéncia (B). Destaque para a aparéncia de
ovos ndo eclodidos em superficie de feijao-caupi (C). Fonte: imagem capturada pelo autor.

Na fase de pupa, que dura em torno de 6 dias, ocorre a metamorfose entre as fases
imaturas e a fase adulta. Possui comprimento, em média, de 3,87 mm e largura de 1,76 mm e
coloracdo branca e se posiciona em um local estratégico, ja proximo ao tegumento do grao que
fica mais fino nessa parte, permitindo ao fim do periodo de pupa, ao inseto adulto emergir para
fora do gréo. O ciclo completo (da oviposicdo a emergéncia do inseto adulto) dura em torno de
25 a 30 dias dependendo da temperatura e umidade relativa do ambiente (BECK; BLUMER,
2014; SA et al., 2014).

Ha trabalhos e livros que informam que a proporc¢do entre sexos seria de 1:1, porém
existem outros estudos que mostram uma variagao da proporcao de acordo com a temperatura,
sendo que em temperaturas maiores (cerca de 30°C) a propor¢do aumenta para machos,
tornando a proxima de 1:1 e em temperaturas mais baixas (cerca de 20°C) a proporc¢do de
fémeas se torna maior (STILLWELL et al., 2007). Os adultos ndo necessitam de alimentacao,
no entanto podem alimentar-se se com agua agucarada. Seu tempo médio de vida varia de uma
aduas semanas (MALEK etal., 2021). Caso tenha acesso a alimentacdo quando adulto, o tempo
de vida aumenta consideravelmente para cerca de 30 dias (URSPRUNG et al., 2009). Na
Figura 7 é possivel observar um resumo desse ciclo, com destaque para as principais
caracteristicas de cada etapa.



Figura 7 - Copula entre adultos. O macho esta a esquerda (A). Oviposicéo feita na superficie
do gréo (B). Larvas dentro do grdo em destaque nos retangulos em vermelho (C). Larvas em
diferentes instares retiradas de dentro dos grdos (D). Pupas em diferentes estagios, desde a
formacao inicial da pupa até formacdo do adulto (E). Janelas de emergéncia formadas quando
se aproxima o momento de emergéncia do adulto (F). Adultos formados (G). Fonte: imagem
capturada pelo autor.

2.5 Métodos de Controle de Dano Econdmico de Callosobruchus maculatus

O elevado dano causado por C. maculatus aos graos armazenados, principalmente, faz
com que se busque diferentes solugdes para o problema. Esses diferentes métodos possuem
custos e beneficios associados, e com o passar do tempo, novas e melhores tecnologias sdo
adicionadas como opc¢des nesse vasto mercado.

Como método de controle quimico, dois produtos da mesma classe sdo encontrados
como registrados no sistema de consultas a defensivos agricolas do ministério da agricultura
brasileiro, o fosfeto de aluminio e o fosfeto de magnésio, ambos precursores da fosfina
(AGROFIT).

A fosfina é um agente fumigante utilizado para desinfestagdo em sementes armazenadas
desde os anos 1930, quando se tem os registros de suas primeiras aplicagdes na Alemanha.
Atua, provavelmente, como agente redutor capaz de irromper sistemas bioldgicos redox e gerar
espécies reativas de oxigénio em insetos, o que seria uma possivel explicacdo do mecanismo
de acdo inseticida. Pode gerar populacdes resistentes, como ja reportado na literatura, através
tanto da menor taxa de respiracdo desenvolvida por esses insetos, quanto por um sitio de ligagéo
menos sensivel e um mecanismo de efluxo na membrana mais eficiente no quesito de excluséo
desse gas (EPPO, 2012). Além disso, o gas é altamente prejudicial ao pulmdo humano, sendo
que como efeitos de curto-prazo podemos destacar: irritacao respiratoria, comprometimento das
funcgdes cardiacas e circulatorias e dores gastrointestinais (CDC, 2011).

Um tipo de controle muitas vezes mais barato que o controle quimico, é o controle fisico,
o qual requer um certo cuidado de limpeza no momento da armazenagem dos gréos e vagens
colhidas para que ndo ocorra uma infestagdo cruzada. Varios sdo os métodos que podem ser
utilizados nessa categoria, entre eles estdo sacos hermeticamente selados, 0s quais possuem
uma tripla camada de fibras plasticas e sacos de fibra de juta (Figura 8), o qual pode ser
reutilizado vérias vezes sem perder a qualidade. Esses métodos fisicos de barreira costumam
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ser baratos e eficientes contra pragas de grdos armazenados, porém qualquer injdria que haja
em sua extensdo, costuma ser suficiente para diminuicdo de sua eficiéncia (KALPNA et al.,
2022). Outra forma fisica com bom custo-beneficio € o uso de uma certa proporcao de 6leo
vegetal para recobrir as sementes com uma camada extra que inibe tanto a oviposicao, quanto
a fixacdo do ovo no tegumento e ainda dificulta o rompimento do tegumento por parte da larva
que esta eclodindo em direcdo ao interior da semente.

Saco de polietileno de
alta densidade

_ Saco de polipropileno
costurado

Figura 8 - Saco com tripla camada hermeticamente selado utilizado para armazenamento de
producdo agricola. Fonte: MANANDHAR et al. (2018).

Opcdes de variedades disponiveis criadas por programas de melhoramento genético que
envolvem selecdo e reproducao de individuos com caracteristicas adequadas, tais como: maior
espessura do grdo ou presenca de proteinas inibidoras do desenvolvimento larval podem se
tornar uma escolha viavel para o produtor. Infelizmente nem sempre é possivel, um estudo de
2013 investigou 31 variedades de feijdo-caupi e observou apenas diferentes tempos de
desenvolvimento de larva a adulto para C. maculatus (ILEKE et al., 2013).

Outra maneira de combate a infestacdo de C. maculatus é o controle bioldgico que pode
ser realizado através da escolha, criacdo e liberacdo no ambiente de armazenamento de predador
ou de microrganismo patogénico ao inseto, seja da sua fase adulta ou de fases imaturas. Um
exemplo de fungo com potencial de utilizag&o no controle em adultos de C. maculatus é o fungo
Trichoderma harzianum em combinagdo com terra diatomacea ou caulinita, com 0s quais 0s
autores observaram total mortalidade do inseto ap6s 7 dias (ABDELGALEIL et al., 2021). Um
exemplo de predador que pode ser utilizado na armazenagem é o himenoptero Uscana
lariophaga capaz de parasitar os ovos do caruncho, e que em ambiente controlado para estudo
foi capaz de diminuir o dano em massa aos graos de feijdo-caupi em cerca de 36% (VAN HUIS
et al., 2002).

E por fim, e ndo menos importante, existe a possibilidade de controle boténico a C.
maculatus. Controle este obtido através de 6leos essenciais, extratos vegetais, emulsdes e talcos
contendo metabdlitos secundarios vegetais diversos e que podem ocasionar desde efeitos
inibidores de fases imaturas até a mortalidade dos adultos. Exemplos de estudos néo faltam e
serdo abordados no proximo tépico. Sua complexidade estrutural faz com que estes compostos
possam atingir desde sitios em enzimas do sistema nervoso, passando por enzimas do
metabolismo de eliminacdo de xenobidticos, enzimas de defesa contra espécies reativas de
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oxigénio e proteinas que fazem parte da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria
(REGNAULT-ROGER et al., 2012).

2.6 Atividade de Oleos Essenciais Frente a Callosobruchus maculatus

Oleos essenciais sdo produtos obtidos a partir de matrizes de tecidos vegetais por
métodos fisicos preconizados pela norma técnica internacional 1SO 9235:2021. Sua
composicao advém do metabolismo secundario ou especializado das plantas através de vias de
sintese conhecidas (Figura 9): via do acido chiquimico (fenilpropandides), via do mevalonato
(terpenos formados no citosol) e via do metileritritol-4-fosfato (terpenos formados em
plastideos) (DEWICK, 2002; 1SO, 2021). Varias séo as substancias que formam esses grupos,
0s monoterpenoides relacionados a este trabalho estdo representados na Figura 10.
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Figura 9 - Vias de formacdo simplificadas das principais substancias presentes nos 6leos
essenciais. Fonte: imagem adaptada de DEWICK (2002).
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Figura 10 - Exemplos de monoterpendides produzidos pela via metileritritol-4-fosfato e pela
via do mevalonato relacionados as substancias majoritarias encontradas nos 6leos essenciais
utilizados neste trabalho: sabineno (1); a-pineno (2); B-pineno (3); a-felandreno (4); mirceno
(5); limoneno (6); o-careno (7); geranial (8); neral (9); linalol (10) e carvona (11). Fonte:
imagem produzida pelo autor.
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Plantas e insetos fitdfagos sdo “velhos conhecidos”, tanto € que o desenvolvimento de
novidades evolutivas em um desencadeou respostas, também evolutivas, no outro, em um
processo denominado de coevolucdo. Essas alteraces nas plantas podem incluir cor de suas
flores e folhas, composicdo de seu néctar e polen, e liberagcdo de volateis provenientes do
metabolismo secundario. Os objetivos dessas respostas evolutivas podem ser diversos:
sinalizacdo para polinizagdo, repelente contra herbivoria, inseticida e atrator de predadores
naturais. Por conta disso Oleos essenciais, além de outros extratos vegetais podem possuir
atividades bioldgicas agronomicamente interessantes contra insetos-praga (GULLAN;
CRANSTON, 2017; REGNAULT-ROGER et al., 2012).

Os constituintes dos Oleos essenciais adentram o organismo do inseto atraves de
absorcéo em sua cuticula, pelos espiraculos do sistema respiratorio traqueal e através da sensilas
localizadas por toda cuticula e, principalmente nas antenas e através do sistema digestdrio. Essa
diversidade de modos de entrada dos constituintes faz com que seus efeitos possam se sentir
tanto por contato direto entre o inseto e o dleo, seja com auxilio de veiculos como solventes,
talcos ou emulsdes, e possam ser eficientes por fumigacao, na qual o inseto é principalmente
afetado pelas substancias mais volateis presentes no 6leo.

Pelo seu réapido ciclo de vida, C. maculatus costuma ser um inseto muito utilizado como
modelo de estudo laboratorial para novas formulacdes e produtos voltados para o agronegécio
e, por esse motivo, pode-se estudar e verificar uma quantidade razoavel de artigos com a
proposta de estudo e prospec¢do de novos agentes controladores de sua populacéo.

O contato direto com sementes revestidas por 6leo essencial de cravo (Syzygium
aromaticum) ou canela (Cinnamomum zeylanicum) ricos no fenilpropandide eugenol foram
estudados por JUMBO et al. (2018), nele os autores encontraram doses letais para eliminar 50%
dos individuos (DLso) iguais 78,2 pL/Kg do grdo e 131,0 pL/Kg do grdo, respectivamente,
valores estes proximos dos encontrados para o controle positivo utilizado, a deltametrina cuja
DLso ficou em 83,7 pL/Kg do grdo. Além disso, foi reportado um efeito protetor sobre a
semente, ja que a massa do grao foi preservada em cerca de 50% e 80% nos tratamentos com
o0s 6leos de canela e cravo com a concentracdo calculada na DLso, respectivamente. 1sso ndo é
incomum, j& que outros estudos conduzidos com a prépria substancia isolada, em combinacdes
sinérgicas e derivados foram positivos ao controlarem ou repelirem outros insetos como o
gorgulho do milho (Sitophilus zeamais), gorgulho de cereais (Rhyzopertha dominica) e a pulga
do gato (Ctenocephalides felis felis). (LAMBERT et al., 2020; PRATES et al., 2019)

Um outro exemplo de éleo essencial para controle do caruncho do feijdo-caupi é o de
alecrim (Rosmarinus officinalis). Em estudo com a planta, KRZYZOWSKI et al. (2020),
obtiveram um dleo com concentragdes relativamente altas de canfora, eucaliptol e a-pineno que
sdo monoterpenos com alta pressao de vapor, a concentracao letal por fumigacao suficiente para
matar 50% da populacdo (CLsp) neste estudo foi de 15,69 uL/L de ar e em fumigagdo de
concentracdo equivalente a CL2s 0 autor encontrou alta repeléncia ao inseto. Os principais
constituintes do 6leo deste estudo isolados ja demonstraram efeitos toxicos e repelentes contra
outros insetos como: besouro castanho (Tribolium castaneum) e Rhyzopertha dominica
(AGGARWAL et al., 2001; SUN et al., 2019).

Além de, efetivamente, conseguir controlar populacfes de insetos em geral, os 6leos
essenciais podem ser utilizados como agentes sinérgicos, melhorando a acdo de outros
inseticida, pois contribuira inibindo outras enzimas importantes para a sobrevivéncia da praga,
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e desta forma também contribuird, através de uma metodologia diferente, para a diminuicéo no
uso de agrotoxicos (SUWANNAYOD et al., 2019).

2.7 Metodologias de Aplicacdo de Oleos Essenciais Sobre Callosobruchus maculatus

Atualmente, existem diversos métodos de aplicacdo dos 6leos essenciais sobre insetos-
praga. As metodologias vdo desde experimentos mais simples como aplicacdo tdpica até
técnicas complexas como nano emulsdes encapsuladas do 6leo essencial. Essa variedade de
métodos busca objetivos distintos que vdo desde um estudo preliminar da poténcia de a¢éo do
6leo estudado até aumento do tempo de prateleira de commaodities agricolas, passando por
controle de pragas tanto no campo, quanto armazenadas.

Uma das metodologias mais utilizadas, é ha por contato direto do éleo com o organismo
alvo. Esta pode se dar na forma de uma aplicacéo topica, geralmente no lado dorsal do térax do
inseto, porém pode ser encontrada também na forma de revestimento de gréos ou outro material
de suporte por onde os insetos caminhem livremente, através da aplicagdo prévia de uma
solucdo de 0leo essencial sobre as sementes, e posterior evaporacao do solvente. A aplicacdo
topica tem como principal objetivo observar a acdo do 6leo sobre aspectos bioldgicos dos
insetos, como um estudo béasico, no sentido de que é possivel lancar inferéncias, propor estudos
mais elaborados e investigar possiveis principios ativos para elaboracdo de novos produtos a
partir do mesmo. Ja o estudo por contato com aplicacdo prévia do 6leo sobre um material de
suporte pode inferir aspectos como repeléncia, efeito residual do dleo sobre o inseto e sobre a
protecdo das sementes. Esta Gltima forma de aplicacdo pode levar também a ingestdo da
substancia bioativa por parte do inseto, principalmente se o produto agricola servir como
suporte (MATOS et al., 2020; WANG et al., 2020).

Outro método de aplicacdo bastante utilizado é o de fumigacéo dos 6leos essenciais com
0 objetivo de promover o estudo do efeito das substancias volateis presentes na composicao
sobre os insetos alvo. Esse método, geralmente, é utilizado no desenvolvimento de alternativas
para 0 manejo de produtos agricolas armazenados e em estudo contra insetos da familia
Culicidae, principalmente os que sdo vetores de patégenos. Nesta técnica, 0s insetos ndo entram
diretamente em contato com todo o composto, mas apenas com suas substancias mais volateis.
O composto, normalmente se encontra sobre um suporte, no qual 0s insetos sdo impedidos por
meios fisicos de caminhar sobre ele (NATTUDURAI et al., 2016). Alguns estudos propdem
outras formas de aplicacdo da técnica como, por exemplo, PRATES et al. (2019) que adaptaram
uma coluna de difuséo contendo arroz e o inseto Sitophilus zeamais sobre um frasco de Buchner
contendo Oleo essencial de cravo e da substancia eugenol, através de uma valvula onde se
poderia controlar a saida dos vapores das substancias em direcao aos insetos e matéria organica.

Devido a grande volatilidade e baixa solubilidade apresentada pelos 6leos essenciais,
nanoformulagdes sdo propostas para a aplicacdo desses produtos naturais para um ganho no
efeito residual, na estabilidade fisica aumentando o tempo de vida util do 6leo essencial, e
consequentemente proporcionando um maior intervalo entre as dedetizagdes. Um exemplo é o
ganho de vida 0til na prateleira. Em teste de nanoemuls6es de 6leo essencial de Eucalyptus
globulus encapsuladas em goma arébica e Spam 80, YA-ALI et al. (2020) encontraram melhora
na estabilizacdo do produto e valores altos de toxicidade a C. maculatus.
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2.8 Parametros do ciclo de vida de Callosobruchus maculatus avaliados em experimentos
com Oleos essenciais

Os varios artigos cientificos encontrados na literatura envolvendo C. maculatus e
produtos de origem natural investigam diversos parametros, como por exemplo: mortalidade,
postura de ovos e emergéncia de novos adultos, sendo estes 0s mais comuns aspectos avaliados.
Porém tantos outros podem ser medidos, tais quais: efeitos ovicida e larvicida, atraso no
desenvolvimento dos individuos, repeléncia, protecdo do grdo, entre outros; demonstrando as
inimeras implicacBes que podem ser avaliadas. Coloca-se aqui alguns exemplos de possiveis
parametros mensurados.

Em experimento com Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus
staigeriana, Cymbopogon winterianus e Foeniculum vulgare, GUSMAO et al. (2013)
verificaram, além de outros parametros, a repeléncia dos 6leos essenciais sobre o caruncho do
feijdo-caupi e obtiveram como resultado que Eucalyptus citriodora e Cymbopogon winterianus
possuem acgdo repelente por contato em concentragBes por volta de 200 ppm, ao passo que 0
6leo de Eucalyptus staigeriana somente possui essa a¢do em concentracdes acima de 550 ppm;
0s autores também observaram que o 6leo de Foeniculum vulgare ndo apresentou acdo
repelente consideravel.

TRIPATHI et al. (2001) buscaram, com o 6leo essencial de Anethum sowa, avaliar o
efeito ovicida em ovos do caruncho do feijdo-caupi, e observar uma diminuicdo na oviposigéo
em sementes de grao-de-bico tratadas com solucBes do 6leo essencial. Os autores obtiveram
uma diminuicdo de mais de 50% na eclosdo das larvas na concentracdo de 50 pL/mL, além
disso, obteve outro resultado, diminuicéo na oviposicdo em 100% em grdos tratados com o 6leo
essencial em todas as concentragdes testadas.

JUMBO et al. (2018) procuraram, em seu estudo, avaliar a prote¢do da massa dos graos
de feijao-caupi utilizados em experimentos com individuos de C. maculatus e 6leos essenciais
de canela e cravo. O resultado alcan¢ado demonstrou uma protecédo de cerca de 66% da massa
dos grdos com o 6leo essencial de cravo com concentracdo de, aproximadamente, 40 uL/Kg.
No caso do 6leo de canela o efeito foi um pouco menos protetor, com diminuigdo da perda em
um pouco mais de 50% com aproximadamente 100 uL/Kg do 6leo.

EKEH et al. (2013) testaram o extrato hexandlico do exocarpo da laranja, rico em
monoterpenos no desenvolvimento de diversos estagios no ciclo de vida do caruncho do feijao-
caupi (i.e maturacdo da larva, da pupa e emergéncia do inseto adulto), e observaram, como
resultados, um aumento consideravel de cerca de sete dias no desenvolvimento de cada estagio
do inseto.

DUTRA et al. (2016) encontraram uma diminuigdo na emergéncia de novos adultos de
C. maculatus, por revestimento da semente com 0s 6éleos essenciais de Citrus sinensis e Citrus
latifolia. A diminui¢do encontrada, com relagdo a um controle negativo, foi de 64% a 1300 ppm
de concentragdo de Citrus sinensis e mais de 80% a 1620 ppm de concentracdo de Citrus
latifélia.

Esses s@o apenas alguns exemplos dos varios parametros que podem ser medidos e 0s
sdo em diversos trabalhos cientificos, além de pardmetros macroscopicos, relacionados a
comportamento e fisiologia do inseto, pode-se verificar parametros microscopicos, como, por
exemplo, variacdo de biomoléculas.

14



2.9 Efeitos Sobre o Sistema Nervoso e Metabolismo de Eliminacdo de Xenobidticos de
Callosobruchus maculatus

Para olhar com maior profundidade e compreender os mecanismos pelo qual os
constituintes dos Oleos atuam, precisa-se verificar as condi¢cdes bioquimicas e fisiologicas no
organismo dos insetos para entdo cruzar informagdes e levantar hipdteses sobre os motivos da
toxicidade do 6leo essencial.

Moléculas toxicas naturais estdo presentes em diferentes ecossistemas, tornando os seres
vivos ndo adaptados vulneraveis. A consequéncia direta é a necessidade de protecdo contra
essas substancias, e como resposta 0s organismos desenvolveram diversos mecanismos para
eliminacdo desses compostos.

Toxinas lipofilicas precisam ser eliminadas rapidamente, e para que iSSo ocorra 0S
insetos, assim como 0s demais seres, possuem um complexo mecanismo de detoxificacdo, o
qual pode ser dividido em duas fases: primaria que é caracterizada por enzimas catalisadoras
de reacOes de oxirreducdo; e secundarias caracterizadas por enzimas capazes de catalisar a
juncdo de compostos endogenos hidrofilicos a essas substancias estranhas ao organismo
(CUMMING et al., 2008).

Esses processos resultam em modificacfes cruciais da substancia exdgena, aumentando
sua polaridade, diminuindo sua toxicidade e facilitando sua excrecao.

Na fase primaria encontramos as enzimas catalizadoras de reacBes oxidativas dos
xenobidticos, como os citocromos P450 monoxigenases. Essas enzimas realizam a oxidacgéo de
diversos grupos funcionais organicos gracas a sua variedade isoférmica. Seu funcionamento é
dependente de equivalentes redutores transportados pela subunidade associada no complexo, a
NADPH-citocromo P450 redutase, originando a seguinte equacéao global:

R—H+ NADPH + Ht + 0,——— R — OH + NADP* + H,0

citocromo P450

Onde R-H ¢é o substrato lipofilico e sofre a oxidacdo ao composto geral R-OH, através
de um mecanismo que envolve, primeiramente, a reducdo do complexo enzima-substrato
através dos elétrons advindos de NADPH e uma posterior oxidacao desse complexo pelo gas
oxigénio, ocorrendo, por fim, a liberacdo do produto.(CUMMING et al., 2008). Em estudo o
caruncho do feijdo-caupi, AKAMI et al., (2019) separaram duas populag¢des e as criaram com
sementes de feijdo-caupi tratadas ou com Oleo essencial de Lippia adoensis ou com o
organofosforado diclorvés (DVPP) durante cinco geracOes; e foi percebido que ao longo do
tempo a mortalidade com o agrotoxico perdeu eficiéncia em mortalidade enquanto houve
aumento da atividade de enzimas de detoxificacdo como citocromo P450, ao passo que na
populacéo tratada com o fitosubstancias houve diminui¢do da atividade dessa mesma enzima a
partir da terceira geragdo em diante.

Outro mecanismo de detoxificacdo de fase primaria € a reacdo de hidrolise, catalisada
por enzimas pertencentes a familia das esterases que s&o hidrolases importantes na evolugdo de
resisténcia metabolica nos insetos (MONTELLA et al., 2012). Essas enzimas regulam reacoes
de transformacdo de ésteres em moléculas com maior polaridade como alcoois e &cidos
organicos, segundo a reacao:

R—-C00—-R'+H,0 ——R—-COOH+R' —0OH

Esterase
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Em estudo realizado com o0leo essencial de capim-limdo, ALVES et al., (2019)
verificaram que, em ensaio por fumigacdo, fémeas de C. maculatus tiveram uma reducéo
significativa da atividade de B-esterases em concentracdo do 6leo de 0,37 mg/mL. Estudos
feitos com outras pragas de armazenamento também possuem resultados significativos, como
por exemplo S. zeamais que ao ser tratado com 6leo essencial de Melaleuca alternifélia mostrou
diminuicdo da atividade de carboxilesterases (CbE) em aproximadamente 70% na concentracdo
de 11,97 mg/L com aplicacdo tépica (HUANG et al., 2021).

Substancias exdgenas comumente sofrem uma segunda etapa de reacdo, a conjugacao
com um composto enddgeno apolar, seguindo-se a excre¢do de um produto pouco toxico. Essas
reacOes podem ser classificadas em trés tipos distintos: a primeira envolve a ativagdo da
substancia endégena, o segundo se caracteriza pela ativacao da substancia exdgena, e o terceiro
ndo necessita da formacdo de um intermediario. Moléculas endégenas comuns usadas nessas
juncdes sdo: glutationa, fosfato e agucares, por exemplo (CUMMING et al., 2008).

O oleo essencial de canela (Cinnamomum aromaticum) em concentracéo de 15% (v/v)
foi capaz de inibir em, aproximadamente, 50% a atividade de GST em larvas de T.castaneum e
C. maculatus tratados em contato direto (SUMBA, 2016).

Outros alvos bioquimicos podem ser encontrados em enzimas cruciais para atividade
motora e recepcdo de estimulos no ambiente, j& que elas fazem parte do sistema nervoso do
animal

Nesses animais, a informacgdo ou estimulo ao ser captada por dendritos de diferentes
neurdnios, motores ou sensoriais, localizados por todo corpo do individuo é canalizado paraum
relativamente simples sistema nervoso central que consiste em ganglios segmentados pareados
ao longo do tdérax e abdémen, chamado corddo nervoso ventral, este, por sua vez, e ligado ao
cérebro no lado dorsal dos invertebrados (Figura 11).

Sistema circulatorio

Sistema digestivao

- 3 =
Deutacérehro Corddo nervoso

e

Figura 11 - Representacdo simplificada do sistema nervoso do inseto e sua posigéo relativa
dentro do corpo do inseto através de um corte lateral. Fonte: imagem adaptada do departamento
de entomologia geral da universidade do estado da Carolina do Norte, disponivel em:
https://genent.cals.ncsu.edu/bug-bytes/nervous-system/

Em comparagdo com os vertebrados o sistema nervoso do inseto é mais descentralizado,
haja vista o controle de diferentes compartimentos pelos ganglios segmentados que la estao
presentes. Poréem, assim como nos demais seres vivos que possuem células nervosas, a
comunicacdo entre elas se da através dos neurotransmissores quimicos. Moléculas volateis
podem modular comportamentos de enzimas relacionados a neurotransmissores-chaves, como
por exemplo a acetilcolina.
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Acetilcolina € um neurotransmissor responsavel pela transmissdo da informacédo
motora, e sua estrutura quimica é de um derivado éster acetilado da molécula organica colina.
Produzida apenas em certos neurdnios, essa molécula é liberada na fenda sinéptica para
transmissdo de uma informacdo motora, para que isSso ocorra existem receptores no neurdnio
receptor capaz de se ligar a acetilcolina. Esses receptores se classificam em dois tipos:
nicotinicos e muscarinicos (TRIPATHI, 2008).

Os receptores nicotinicos sdo canais de ions dependentes de ligantes, capazes e
transportar cations de sodio, potassio e calcio entre os lados internos externos da célula nervosa,
auxiliando na producdo do potencial de acdo. Por outro lado, 0s receptores muscarinicos
possuem um mecanismo mais complexo, com a presenca de um sistema de segundo mensageiro
(TRIPATHI, 2008).

Ap0s ativado os receptores e passado a informacao, a acetilcolina é hidrolisada ainda na
fenda sinaptica pela enzima acetilcolinesterase (AChE), essa enzima é alvo de inibicdo de
diferentes compostos fitoquimicos. O 6leo essencial de capim-limdo, com alto teor de citral,
em 0,37 mg/mL foi capaz de inibir em, aproximadamente, 30% a atividade dessa mesma enzima
em C. maculatus. (ALVES et al., 2019b). Outro 6leo essencial testado e com resultado positivo
para inibicdo da AChE no caruncho foi o 6leo de laranja, rico em limoneno o 6leo essencial
obteve uma concentragéo inibitoria em 50% da atividade da enzima (Clso) igual a 8,12 pL/L
(OBOH et al., 2017).

Outra molécula neurotransmissora em invertebrados € a octopamina, que pode ser
considerada a contraparte dos artropodes da noradrenalina, possivelmente estando associado ao
comportamento saudavel do inseto através de sua ligacdo ou ndo a determinados receptores e
pode possuir ligacdo com um sistema de aprendizagem (recompensas e punic¢des associados a
determinados estimulos) nesses individuos (UNOKI et al., 2006). Para além da parte de
aprendizagem o sistema octapaminérgico pode modular os seguintes comportamentos:
0ogeénese, postura, agressividade e locomocao (LI et al., 2015; LUO et al., 2014; SCHUTZLER
et al., 2019). Seus receptores podem ser divididos nos seguintes tipos: o-adrenérgico, B-
adrenérgico, OAMB e receptores mistos de tiramina/octopamina. Suas caracteristicas (funcbes
maultiplas no inseto), levam a ser um bom candidato a alvo por moléculas de 6leos essenciais.
Algumas substancias monoterpendides como o eugenol e a-terpineol sdo capazes de bloquear
receptores de octopamina (ENAN, 2001).

2.10 Mecanismos de Resisténcia aos Oleos Essenciais em Callosobruchus maculatus

H& tempos sabe-se que pragas desenvolvem resisténcia aos agrotdxicos, que atuam
sobre enzimas-chave do metabolismo dos insetos. Além da problematica envolvida na
resisténcia de pragas, os defensivos tradicionais atuam no desequilibrio dos ecossistemas,
eliminando insetos polinizadores ou predadores de outros insetos e do proprio inseto-alvo,
podendo gerar uma posterior explosdo da espécie que inicialmente se planejava exterminar,
caso ela desenvolva defesas e se recupere mais rapido do que as outras (GULLAN;
CRANSTON, 2017).

No entanto, a falta de planejamento na aplicagdo de produtos naturais também pode
ocasionar danos ao meio ambiente. As plantas possuem mecanismos de defesa contra
herbivoros e, por coevolugdo, os insetos desenvolveram estratégias para contornar estas
barreiras, como: enzimas insensiveis a certos compostos das plantas como inibidores de
proteases que sdo liberados apos a sinalizacéo de herbivoria pelo &cido jasmonico; substancias
inibidoras da capacidade de sinalizagdo no organismo da planta hospedeira e selecdo natural de
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espécies com maior producdo e atividade de enzimas do metabolismo de detoxificagdo,
marcadamente citocromos P450 e GST. (FERRY et al., 2004; MUSSER et al., 2002)

As enzimas de detoxificagdo costumam indicar um importante marcador para
verificacdo do aumento de resisténcia em insetos a metabdlitos secundarios de plantas e,
consequentemente, aos produtos derivados destes. Em lagartas do género Spodoptera spp. da
ordem Lepidoptera, como exemplo, foi verificado aumento na expressdo de genes que
codificam enzimas P450 monooxigenases logo apo6s exposicdo de individuos, sabidamente
resistentes, a xenobidticos, entre eles metabolitos secundarios (AMEZIAN et al., 2021).

Além das enzimas de detoxificacdo, outros mecanismos de resisténcia como a super
expressdo de proteinas transportadoras do tipo ABC, responsaveis pelo transporte de
substancias exdgenas metabolizadas para excrecdo foi verificado em glandulas defensivas de
Chrysomela Populi, pertencente a ordem dos besouros; 0s autores observaram uma super
expressao de uma proteina transportadora do tipo ABC ATP-ligante in vitro (ERB et al., 2016).

No caso de C. maculatus alguns poucos estudos tém buscado enderecar esta duvida
sobre desenvolvimento de resisténcia entre geragdes. No estudo utilizando fumigagéo de 6leo
essencial de alecrim durante a fase larval do inseto, KRZYZOWSKI et al. (2021), indicaram
uma diminui¢do no atraso da emergéncia de adulto ap6s duas geracOes de tratamento, bem
como um aumento do oxigénio consumido no recipiente de incubacdo das larvas na segunda
geracgdo, o que pode significar um estresse metabolico que apenas ocorreu na primeira geracao
e ndo foi observado na prole subsequente.

Como ainda sdo poucos os estudos nessa area e, normalmente, envolvendo geragdes
pouco distantes, o real mecanismo que envolve essa relacdo de aumento de enzimas de
detoxificacdo, novidades evolutivas nos insetos e a interacdo com os defensivos naturais de
plantas é incerto. Porém, a existéncia de estudos sobre a comparacgdo de sequéncias gendmicas
e transcriptdbmicas entre artropodes proximos com dietas diferentes auxiliam no inicio desta
exploracdo. Um exemplo sdo espécies de diferentes géneros de besouros herbivoros, que
possuem expansdes de genes e transcritos relacionados a enzimas de detoxificacéo e digestéo,
além de possuirem um ndmero absoluto maior de genes em relacdo a taxons proximos nédo
herbivoros (GLOSS et al., 2019).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

As sementes de Vigna unguiculata utilizadas tanto nos experimentos, quanto no
cotidiano de manutencéo das colbnias de Callosobruchus maculatus séo pertencentes a classe
comercial Branca, subclasse Fradinho, cultivar BRS Itaim e foram compradas em supermercado
local e esterilizados em freezer a -20°C por, pelo menos 24 h antes de sua utilizagdo. Os insetos
sdo provenientes de coldnias mantidas no Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal
do Ceara, campus Fortaleza, e sdo mantidos pelo Laboratério de Plantas Aromaticas e
Medicinais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro desde 2012. Os Gleos essenciais
de Schinus terebinthifolius utilizados foram os genotipos: UFRRJ AROO11 QT a-pineno,
UFRRJ AROO050 QT sabineno, UFRRJ ARO079 QT a-felandreno/a-pineno, UFRRJ ARO025
QT pB-pineno/a-pineno, UFRRJ ARO032 QT &-careno/a-pineno, UFRRJ ARO094 QT
limoneno, UFRRJ ARO078 QT a-felandreno/sabineno e UFRRJ ARO022 QT mirceno. Os
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6leos essenciais de Lippia alba utilizados foram os genoétipos: UFRRJ-EBC-021/022 QT
citral/limoneno, UFRRJ-EBC-037/029/016: citral, UFRRJ-EBC-003/008 QT
carvona/limoneno e UFRRJ-EBC-028 QT linalol. Todos os 6leos essenciais foram obtidos de
gendtipos da colecdo de germoplasma do departamento de fitotecnia da UFRRJ e cada um dos
6leos essenciais representou grupos de perfis quimicos semelhantes, para serem utilizados nos
ensaios biolégicos (Figura 12).
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Figura 12 - Agrupamento de gendtipos de aroeira (A). Agrupamento de gendtipos de erva-
cidreira (B). Os agrupamentos foram feitos por analise de multivaridveis baseadas na
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dissimilaridade entre as composic¢Bes quimicas dos 6leos essenciais de cada genotipo. Cada
numero representa um grupo quimico diferente.

3.2 Manutencédo da Colonia de C. maculatus

A manutencdo e ampliacao coldnias de insetos foram feitas a cada dois dias, utilizando,
aproximadamente, 60 g de feijdo e 15 individuos adultos recém-emergidos (até 48 h de
emergéncia) de C. maculatus (6 machos e 9 fémeas) em potes de vidro cobertos em sua boca
com malha de nylon, possibilitando as trocas gasosas. As datas em que os potes com feijéo
foram colonizados eram anotados. Os insetos foram deixados por 6 dias para copularem e as
fémeas ovipositarem. Apos esse periodo, 0s insetos sdo retirados e a col6nia armazenada para
a emergéncia da prole. As col6nias eram descartadas logo apds a emergéncia de adultos em
col6nias mais recentes. As colonias foram mantidas em temperatura 28+2°C, umidade relativa
de 65+£10% e fotoperiodo natural (12:12).

3.3 Analise por Imagem do Desenvolvimento de C. maculatus

A unidade experimental foi constituida por 60 g de feijao-caupi e 21 insetos (9 machos
e 12 fémeas) recém-emergidos com até dois dias vida adulta, adicionados em recipientes de
vidro de aproximadamente 300 mL para realizacdo da copula e postura de ovos (Figura 14A).
Os insetos adultos foram deixados para cdpula e postura de ovos durante 48 horas e, apds esse
periodo, foram retirados e descartados, os frascos de vidro contendo os gréos e os ovos foram
entdo fechados com tela fina de nylon e armazenados a 28 +2°C e umidade relativa de 65+10%.
Foram utilizadas 5 unidades experimentais s neste ensaio.

A partir do 12° dia apo6s iniciado o experimento até o surgimento de novos adultos, a
cada dois dias, cinco individuos foram coletados de cada unidade experimental, totalizando 25
individuos por dia. No total foram 25 dias de experimentos (Figura 13), onde: do 12° ao 18°
dia foram recolhidos individuos em estagio larval, ndo se distinguindo o instar larval em que
este se encontrava; do 20° ao 22° dia foram recolhidos individuos em estagio de pupa e, no 25°
dia, foram recolhidos cinco machos e 5 fémeas adultos recém-emergidos (com até 48 h de
emergéncia) de cada unidade experimental (50 individuos adultos no total (Figura 14B)).

O recolhimento dos insetos nas fases em que se encontravam dentro dos grdos se dava
pela abertura mecéanica e cuidadosa da semente com auxilio de materiais cortantes, tais como
estiletes.
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Figura 13 - Linha do tempo para a coleta de insetos em diferentes estagios. No 25° dia apds o
experimento ocorreu a emergéncia de novos adultos. Fonte: imagem feita pelo autor.

Os insetos, coletados ao longo dos dias, eram pesados em balanca analitica Shimadzu
AUY 220, colocados no freezer a cerca de -20°C por uma hora. Apos esse periodo, as imagens
dos individuos foram obtidas pelo scanner HP ScanJet G2410 e medidos no software livre
ImageJ.

O procedimento de edi¢éo e ordem das fungdes utilizadas no ImageJ foram as seguintes:
transformacéo da imagem de colorida para escalas de cinza em formato 8 bits, ajuste da imagem
para pixels pretos e brancos com a fungéo threshold default e ajuste da escala em centimetros
com a funcéo Set scale com a opcdo Global marcada.

Os parametros morfolégicos analisados com o objetivo de estabelecimento de
metodologia para a avaliacdo de dleos essenciais em todos os estagios de vida do inseto foram
perimetro e area; nos estagios de pupa e adulto, medi¢des também foram realizadas nas larguras
proximal (definida como a largura medida na distancia equivalente a ¥ do comprimento
longitudinal medido a partir do inicio do segmento da cabega em direcdo ao abdémen), mediana
(definida como a largura medida na metade do comprimento longitudinal) e distal (definida
como a largura equivalente a ¥ do comprimento longitudinal medido a partir do final do
segmento do abdémen em dire¢&o a cabega), e no comprimento longitudinal do corpo do inseto
(definido como a distancia medida desde o inicio do segmento da cabeca até o final do segmento
do abdémen). As imagens dos insetos adultos foram digitalizadas pela sua face dorsal (Figura
14C).
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Figura 14 - Unidade experimental, frascos de vidro (300 mL), contendo feijao-caupi [1] insetos
machos e fémeas, fechados com tela de nylon [2] (A). Digitalizacdo de amostras de insetos
machos e fémeas em presenca de escala métrica (B). Anélise de imagem para obtencdo de
parametros métricos, como perimetro, area, comprimento longitudinal (l), larguras: proximal
(p), mediana (m) e distal (d), com auxilio do software ImageJ (C). Fonte: Imagens capturadas
pelo autor.

3.4 Ensaio por Fumigacao

A unidade experimental foi constituida por 30 grdos saudaveis de feijao-caupi
(previamente esterilizados no freezer a -20°C por 24 h) e 10 insetos C. maculatus (cinco machos
e cinco fémeas) recém-emergidos com até dois dias vida adulta, adicionados em tubo Falcon
de 50 mL, o qual foi fechado com tampa e vedado com filme de parafina na parte externa. No
lado interno da tampa foi colado um disco de papel de filtro com 2 cm de diametro, contendo
ou ndo 6leo essencial. Foram testados 12 dleos essenciais, sendo 8 de diferentes quimiétipos
extraidos de frutos secos da aroeira (S. terebintifolius) e 4 de diferentes quimiétipos extraidos
das folhas de erva-cidreira (L. alba) (Tabela 2). Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de plantas aromaticas e medicinais, localizado no departamento de Grandes
Culturas da UFRRJ, campus Seropeédica.
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Tabela 2 - Cédigos dos gendtipos utilizados com seu quimiotipo e concentracGes testadas.

Planta Gendtipo Quimiotipo Conc.
(mg/mL de ar)
Aroeira UFRRJ AROO050 sabineno 0,10; 0,25;
UFRRJ AROOQ79 a-felandreno/a-pineno  0,50; 0,75 1,0
UFRRJ AROO011 a-pineno
UFRRJ ARO025 B-pineno/a-pineno
UFRRJ ARO032 d-careno/a-pineno
UFRRJ AROQ78 a-felandreno/ 0,10; 0,50e 1,0
sabineno
UFRRJ ARO022 mirceno
UFRRJ ARO09%4 limoneno 0,10; 0,25; 0,50
e 0,75
Erva- UFRRJ ECB021/ 022* citral/limoneno 0,10; 0,25;
cidreira. UFRRJ ECBO037/ 029/ 016* Citral 0,35;0,50 €
UFRRJ ECB003/ 008* carvona/ limoneno 0,75
UFRRJ ECB028 Linalol

*Os Oleos destes cddigos foram misturados em igual proporcdo em massa para os ensaios de fumigacao.

Todas as concentragdes produzidas com Oleo essencial foram feitas pesando-se
diretamente uma quantidade de 6leo essencial sobre o papel de filtro anexado a tampa do tubo
falcon em balanca analitica Shimadzu AUY 220, com excecédo da concentracdo de 0,10 mg/mL
a qual uma quantidade apropriada de 6leo essencial foi pesada e em sequéncia foi dissolvida
em diclorometano 99% em volume adequado para se alcancar a concentracdo desejada, e esta
solucéo foi vertida, também em volume previamente calculado, sobre o papel de filtro. Todos
os tratamentos foram feitos com 6 repeti¢Oes (n=6) e acompanhados de controle negativo, onde
no papel de filtro foi vertido apenas diclorometano 99% em volume igual ao volume da solucéo
colocado no papel de filtro para a concentragdo de 0,10 mg/mL de ar.

Em todos os experimentos realizados em dias diferentes se cronometrou o tempo de
evaporacdo do solvente e este foi respeitado como o tempo necessario entre a impregnacao da
solucgéo no papel de filtro e o fechamento dos tubos falcon para a concentracéo de 0,10 mg/mL
de ar e para o controle negativo. A cronometragem do tempo se deu através da pesagem da
quantidade do composto referente ao volume de 50 pL e posterior acompanhamento de sua
evaporacdo. Este tempo sempre ficou em torno de 2 minutos e 30 segundos. A Figura 15 exibe
unidades experimentais quando terminada sua montagem. As unidades experimentais, entéo,
foram armazenadas ao abrigo da luz solar e em condicGes de temperatura de 28°C (£2°C) e
umidade relativa de 65+10% durante todo o experimento.
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Figura 15 - Unidades experimentais com o experimento montado. Fonte: imagem capturada
pelo autor.

3.4.1 Mortalidade

Apds 48 horas de contato entre os vapores dos 0leos essenciais e 0s insetos, as tampas
com os papéis de filtro foram substituidas por telas de tecido de nylon que permitissem a troca
gasosa da unidade experimental com o ambiente e os insetos foram retirados das unidades
experimentais para contagem de mortalidade e posterior descarte desses individuos. Foram
considerados mortos 0s insetos que apds dois a trés toques com pinca nao se locomoveram.
Depois da retirada, contagem e descarte de todos os individuos, as unidades experimentais
retornavam ao local de armazenamento.

3.4.2 Postura de ovos

Entre 6 e 9 dias do inicio do experimento, as sementes foram retiradas das unidades
experimentais para contagem de postura de ovos. Para todos os 6leos essenciais de erva-cidreira
e para os Oleos essenciais de aroeira: UFRRJ AROO032 QT &-careno/a-pineno e UFRRJ
ARO094 QT limoneno, a contagem foi feita exatamente aos 9 dias e levou em consideragéo se
ocorreu ou nado a eclosdo larval para dentro do grdo com base na diferenca de coloragdo que o
0VO apresenta entre essas duas situacoes.

Para a contagem de ovos, inicialmente, obteve-se a média de ovos colocados por
semente, onde se contou uma parcela da populacdo total das sementes. No caso dos Oleos
essenciais de aroeira (excetuando-se o0s 6leos dos gen6tipos UFRRJ ARO032 QT d-careno/a-
pineno e UFRRJ ARO094 QT limoneno), 10 sementes de cada unidade experimental foram
verificadas e no caso dos 6leos essenciais de erva-cidreira e 0s 0leos essenciais restantes de
aroeira, 15 sementes foram verificadas de cada unidade experimental. No caso destes Gltimos
citados, a amostra de contagem foi ampliada para que houvesse maior precisdo nos ensaios
onde se verificou a eclosdo larval com base na coloracao distinta dos ovos. Depois da contagem
de postura, as sementes foram devolvidas as suas respectivas unidades experimentais e
armazenadas.

3.4.3 Emergéncia de novos adultos

Ap0s, cerca de 20 dias ap6s o experimento ter sido realizado, observou-se diariamente
as unidades experimentais para se capturar o dia em que os primeiros insetos adultos
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emergiriam das sementes. Neste momento e durante 9 dias subsequentes, os insetos emergidos
foram contados, os diferenciando pelo sexo e os descartados logo em sequéncia. Apés cada
contagem as unidades experimentais voltavam a ser armazenadas.

3.4.4 Taxa de emergéncia

Com os valores totais (acumulado durante os 10 dias) de emergéncia de novos adultos
e de postura de ovos pdde-se calcular a taxa de emergéncia, definida como uma razdo do numero
total de adultos novos emergidos sobre o nimero total de ovos, multiplicado por 100.

3.4.5 Taxa de fertilidade

Para todos os Gleos essenciais de erva-cidreira e 0s 0leos essenciais de aroeira dos
geno6tipos UFRRJ ARO032 QT &-careno/a-pineno e UFRRJ ARO094 QT limoneno, com 0s
valores obtidos de postura de ovos e diferenciacdo destes ovos por eclosdo ou ndo da larva para
dentro do gréao aos 9 dias de experimento pdde-se calcular a taxa de fertilidade, definida como
uma razao do numero de ovos onde houve eclosdo larval para dentro do grdo e o numero total
da postura, multiplicado por 100.

3.4.6 Perda de massa

As 30 sementes de cada unidade experimental foram pesadas em balanca analitica
Shimadzu AUY 220 no inicio e final dos respectivos experimentos de fumigacdo. No inicio,
além das unidades experimentais, uma amostra de 30 sementes advindas do mesmo lote das
sementes separadas para experimento foi pesada e deixada durante 48 horas em estufa Labtec
LB 80-64 a 102°C. Apds esse tempo a amostra foi, entdo, novamente pesada. No final do
experimento, apos serem pesadas, as sementes, por unidade experimental, foram colocadas na
estufa para secagem nas mesmas condi¢fes que a amostra inicial, e apos 2 dias foram pesadas
novamente. O célculo de perda de massa dos grdos se baseou no peso seco das sementes com a
seguinte formula:

(Pfsementes secas)
% Perda de massa = * 100

, Pfamostra
Pi sementes * (f—>

Piamostra

Onde: Pf sementes secas é o0 peso ao fim do experimento das sementes usadas nas
unidades experimentais apds secas em estufa; Pi sementes é 0 peso no inicio do experimento e
Pi amostra e Pf amostra séo, respectivamente, o peso da amostra de 30 grdos de mesmo lote,
utilizada no inicio do experimento, antes da secagem e 0 peso desta mesma amostra apés as 48
h de secagem.

Este parametro foi analisado para todos os experimentos com 6leo essencial de erva-
cidreira e para 0s 6leos essenciais de aroeira com 0s genétipos UFRRJ ARO094 QT limoneno
e UFRRJ ARO032 QT &-careno/a-pineno.
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3.4.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram organizados e submetidos a analise de variancia (one-way
ANOVA) em delineamento inteiramente casualizado (DIC); e as médias dos tratamentos
comparados pelo teste de Tukey (0=0,05). Os dados de mortalidade dos insetos foram
submetidos a analise de regressdo ndo-linear (modelos sigmoides simétricos e assimétricos)
para célculo da concentracao letal para 50% da populacéo (CLso). Nos gréaficos apresentados as
médias representaram os simbolos e as barras o desvio padrdo. As andlises estatisticas e 0s
gréaficos foram realizados com auxilio do programa GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software,
USA).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de Imagem de Callosobruchus maculatus

A andlise de dados morfo métricos e massa do inseto em diferentes fases de seu
desenvolvimento revelou a tendéncia de aumento de tamanho e ganho de peso durante a fase
larval, sendo o perimetro, a area e a massa maxima ao final desta fase quando o inseto esté
passando seu Ultimo instar larval e que isto acontece aproximadamente no 18° dia ap0s a postura
do ovo, quando o valor médio da massa chega em torno de 8 mg, 27 mm de perimetro e cerca
de 10 mm? de area. Apos essa fase, a tendéncia € o inseto perder massa e tamanho corporal,
com uma réapida diminuicdo da &rea e da massa, enquanto o perimetro diminui, porém se
estabiliza e volta a ter um leve aumento quando atingido o momento de emergéncia do adulto
(Figura 16). Os valores médios mais altos e a diferenca significativa que ha entre macho e
fémea tanto na area corporal, quanto em medidas de comprimento longitudinal demonstram
que a fémea é ligeiramente maior (Figura 16 e Tabela 3).
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Figura 16 - Massa (A), perimetro (B) e area (C) do inseto C. maculatus durante seu ciclo de
vida. Barras representam o desvio padrdo em torno da média aritmética de cada tratamento.
Letras diferentes representam diferengas significativas entre os dias do ciclo (Tukey, a=0,05).
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Tabela 3 — Parametros medidos de larguras proximal, mediana e distal e comprimento
longitudinal do inseto nas fases de pupa e adulto (média aritmética) Letras diferentes
representam diferencas significativas entre os valores dentro da coluna (Tukey, a= 0,05).

Ciclo Largura Largura Largura Comprimento
de vida proximal mediana distal Longitudinal

(mm) (mm) (mm) (mm)
Pupa, 20 dias 1,72a 2,42a 1,73a 4 ,66a
Pupa, 22 dias 1,70a 2,16b 1,74a 4,65a
Adulto fémea, 25 dias 1,09b 2,23b 1,60a 4 48a
Adulto macho, 25 dias 1,10b 2,11b 1,58a 3,88b
SQ (residuo) 9,55 (7,39) 1,40 (5,24) 0,54 (4,82) 10,09 (12,14)
QM (residuo) 3,18 (0,08) 0,47 (0,05) 0,18 (0,050) 3,36 (0,13)
F (DFn, DFd) 41,33 (3, 96) 8,58 (3, 96) 3,57 (3, 96) 26,58 (3, 96)
P <0,0001 <0,0001 0,0169 <0,0001

O fato do inseto se alimentar apenas durante o periodo larval, segundo MALEK et al.
(2021) e, ao restante da vida, apenas metabolizar a energia armazenada na forma de nutrientes
consumidos no periodo de larva é indicado pela diminuicdo significativa da massa ao se
comparar o Ultimo periodo larval e o adulto formado.

DEVI et al. (2014) encontraram valores semelhantes para o comprimento e largura
mediana de pupa (em torno de 4 a 4,6 mm para 0 comprimento e em torno de 2,4 mm para a
largura mediana) e adulto (em torno de 3.2 mm para o comprimento de machos e 3.7 mm para
o comprimento de fémeas) de C. maculatus, indicando a tendéncia de diminuicdo de medidas
encontrados por este trabalho.

4.2 Mortalidade de Callosobruchus maculatus com Oleos de Aroeira e Erva-cidreira

Nos tratamentos com os 6leos essenciais de S. terebinthifolius UFRRJ ARO094 QT
limoneno e UFRRJ ARO022 QT mirceno e com o 6leo de L. alba UFRRJ ECB003/008 QT
carvona/limoneno a completa mortalidade ndo foi atingida na maior dose de 6leo essencial
testado, além disso os desvios padrdes altos levaram a uma distribuicdo com valor de R? mais
baixo (Figura 17 e Anexo A). O genotipo de erva-cidreira UFRRJ-EBC-028 QT linalol
apresentou 0 menor valor de CLso, 0,017 mg/mL de ar (Tabela 4). Os genoétipos de erva-
cidreira UFRRJ ECB021/022-QT citral/limoneno e UFRRJ ECB037/029/016 QT citral ndo
apresentaram qualquer mortalidade.
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Entre os experimentos com 6leos de aroeira, 0 menor valor de DLso foi referente ao
oleo essencial do gendtipo UFRRJ ARO025 QT B-pineno/a-pineno com 0,287 mg/mL de ar.
Por consequéncia do baixo R? ndo foi ndo foi possivel o calculo de CLso para o 6leo essencial
de gendtipo UFRRJ ARO022 QT mirceno (Tabela 4).
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Figura 17 - Mortalidade de C. maculatus em funcdo da concentragdo dos 6leos essenciais de
aroeira e erva-cidreira apds 48 h. Letras diferentes representam diferencas significativas entre
as concentracdes (Tukey; o = 0,05). Barras representam o desvio padrdo em torno da média
aritmética de cada tratamento.
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Tabela 4 — Parametros das equacdes das curvas de ajuste e CLsp calculadas dos 6leos essenciais sobre C. maculatus.

" « ClLso 2
Genotipo Curva Equacéo (mg/mL de ar) GL SQ
UFRRJ AROO11 QT a- Sigmoéide  Y=-1.718*10" + (100.0-(-1.718*107))/(1+((0.4423/(50.00/(100- 0.4423 0.999 31 83.33
pineno 50.00))"(1/33.22))/X)3322)
UFRRJ AROO050 QT  Sigmoéide Y=-0.08044 + (100.4-(-0.08044))/(1+((0.3148/(50.00/(100- 0.3148 0.9766 32 1818
sabineno 50.00))"(1/5.584))/X)>584)
UFRRJ AROO079 QT a- Sigmoéide Y=-0.03983 + (98.38-(-0.03983))/(1+((0.3454/(50.00/(100- 0.3454 0.9458 31 4238
felandreno/a-pineno 50.00))"(1/6.201))/X)¢2%%)
UFRRJ ARO025 QT B- Sigmdide Y=2.340 + (101.1-2.340)/(1+((0.2870/(50.00/(100- 0.2870 0.9057 30 6242
pineno/a-pineno 50.00))"(1/3.518))/X)3>18)
UFRRJ ARO032 QT &- Sigmdide  Y=-0.02833+ (97.60-(-0.02833)/(1+((0.3402/(50.00/(100- 0.3402 0.9744 30 1893
careno/a-pineno 50.00))"(1/7.019))/X)"019)
UFRRJARO094 QT  Sigmoéide Y=-0.02489+ (67.39-(-0.02489)/(1+((0.5235/(50.00/(100- 0.5235 0.6667 24 7433
limoneno 50.00))"(1/9.189))/X)°189)
UFRRJ ARO078 QT o- Sigmoéide  Y=-2.073*10"°+ (102.9-(-2.073*107%)/(1+((0.3091/(50.00/(100- 0.3091 0.9636 20 1867
felandreno/sabineno 50.00))"(1/3.011))/X)3%)
UFRRJ ARO022 QT N&o foi possivel calcular a CLso para 0 ensaio com este dleo essencial.
mirceno
UFRRJECBO003/008  Sigmoide Y=-1.768 + (80.23-(-1.768))/(1+((0.2800/(50.00/(100- 0.2800 0.7402 32 9954
QT carvona/limoneno 50.00))"(1/2.375))/X)?37)
UFRRJECB028 QT  Sigmoide Y=3.174*10'° + (100.0-3.174*107%)/(1+((0.1017/(50.00/(100- 0.1017 0.9129 32 5283

linalol

50.00))(L/hill slope (instavel)))/X)"!l slopey

31



Valores similares sobre a mortalidade para os genoétipos de erva-cidreira testados
UFRRJ ECBO028 QT linalol, UFRRJ ECB021/022 QT citral/limoneno e UFRRJ
ECB037/029/016 QT citral foram alcancados por ALVES et al. (2015) onde a testagem de
diferentes 6leos essenciais por fumigacéo sobre C. maculatus levou ao resultado de que o 6leo
essencial de capim-liméo, (Cymbopogon citratus) com alto teor da mistura de isdmeros citral,
demonstrou a menor mortalidade na concentracdo de 0,4 uL/mL de ar (aproximadamente, 0,4
mg/mL de ar), ndo ocasionando a morte de nenhum individuo. J4 com 6leo essencial de alfavaca
(Ocimum basilicum), com alto teor de eugenol e linalol, a autora observou maior mortalidade,
ocasionando a morte de quase 90% dos individuos com a concentra¢do de 0,2 pL/mL de ar
(aproximadamente, 0,2 mg/mL).

Em experimento conduzido por BARBOSA et al. (2021) em grdos revestidos com
substancias isoladas, 0 monoterpeno limoneno obteve a maior CLso= 2142 mg de substancia/Kg
de gréos, ja a substancia a-pineno obteve DL50=69,9 mg de substancia/Kg de gréos contra C.
maculatus. Apesar das diferencas metodologicas de aplicacdo, a ordem de toxicidade
encontrada pelos autores foi condizente com a ordem encontrada pelo presente estudo para os
Oleos de aroeira correspondentes aos genotipos UFRRJ ARO094 QT limoneno e UFRRJ
AROO11 QT a-pineno.

DUTRA et al., (2016) encontraram valores de toxicidade maiores com a fumigagéo de
Oleos essenciais de frutas citricas que possuiam em sua composi¢do, majoritariamente, as
substancias limoneno e mirceno. Porém, o unico 6leo com concentragdo razoavel de B-pineno
(aproximadamente 12% da composicdo total de 6leo), de lim&o-taiti, foi 0 que obteve maior
toxicidade, CLso=10,02 uL/L de ar (aproximadamente, 0,0088 mg/mL de ar), o que também foi
condizente com a ordem encontrada por este trabalho para os resultados de toxicidade com os
gendtipos UFRRJ ARO025 QT B-pineno/a-pineno, UFRRJ ARO022 QT mirceno e UFRRJ
ARO094 QT limoneno. CHAUBEY (2015) relatou CLs0=0,459 pL de a-pineno/mL de ar
(aproximadamente, 0,400 mg/mL) por fumigagdo contra Callosobruchus chinensis, valor
semelhante ao encontrado para o genétipo UFRRJ AROO11 QT a-pineno.

NATTUDURAI et al. (2016) verificaram que o 6leo de Atalantia monophylla, rico em
sabineno (20% da composicdo), resultou na mortalidade de 70% de C. maculatus na
concentracdo 160 pL/L de ar (aproximadamente, 0,144 mg/mL), préximo do valor de CLsp dos
Oleos de aroeira testados que possuem o composto sabineno como majoritario (UFRRJ
AROO050 QT sabineno e UFRRJ ARO078 QT a-felandreno/sabineno).

Ja JAYARAM et al. (2022) relataram CLs50=0,92 e 3,56 pL/mL de ar
(aproximadamente, 0,86 e 3,42 mg/mL, respectivamente) em exposi¢do do caruncho ao 6leo de
hoteld (Mentha spicata) com alta concentracdo de carvona e ao isdmero isolado, L-carvona.
MBATA,; PAYTON (2013) observaram mortalidade de 100% em concentragdo muito inferior,
16,7 pL/L de ar (aproximadamente, 0,016 mg/mL) do outro isbmero, S-carvona.

Em alguns estudos, valores maiores de toxicidade por fumigacao foram observados para
0leo essencial dos frutos de aroeira contra C. maculatus, como por exemplo em OLIVEIRA et
al. (2017) que obtiveram CL50=38,30 uL/L de ar (aproximadamente, 0,03 mg/mL), porém néo
foi divulgada pelo autor a composi¢do quimica do éleo. Apesar dos testes em oito quimiotipos
diferentes de oOleos de frutos de aroeira, outras quimiotipos de Oleos essenciais de frutos de
aroeira sdo encontradas. JERIBI et al. (2014) encontrou na composi¢do como compostos
majoritarios, no 6leo extraido do fruto, biciclogermacreno e germacreno B, sesquiterpenos nao-
majoritarios nos dleos essenciais testados no presente estudo.

32



Poucas foram as informag6es encontradas especificamente sobre a aplicacdo de Oleos
de L. alba em C. maculatus. A que mais se adequou para uma discussao comparavel foi o estudo
ja citado anteriormente realizado por ALVES et al. (2015) onde a fumigacéo de 0,4 pL/mL de
ar (aproximadamente, 0,4 mg/mL) do 6leo de erva-cidreira com quimiétipo citral ocasionou a
morte de dois tercos de adultos de C. maculatus. Investigacfes envolvendo a aplicagéo do
produto sobre outros insetos foram realizadas. SHUKLA et al. (2011) encontraram mortalidade
de 100% ao testar 6leo de erva-cidreira sobre C. chinensis. PEIXOTO et al. (2015) verificaram
que Oleos essenciais de erva-cidreira com quimidtipo carvona e a substancia carvona possuiam
toxicidade maior aos insetos S. zeamais e Tribolium castaneum, do que 6leos de Lippia alba
com quimidtipo citral ou a mistura dos isdmeros geranial e neral. Esses dados d&o suporte a
variacdo que é encontrada nos efeitos biologicos dos Oleos essenciais de erva-cidreira de
quimidtipos diferentes.

KEITA et al. (2000) estudaram o efeito inseticida por fumigago sobre C. maculatus de
cinco Oleos: Tagetes minuta, Hyptis suaveolens, Ocimum canum, Ocimum basilicum e Piper
guineense; seu resultado ndo poderia ser mais variado, o 6leo com menor acéo, H. suaveolens,
obteve a morte, em média, de 10% da populacdo adulta de insetos, ao passo que o de maior
acédo, O. basilicum obteve a morte de 99% dos insetos nas mesmas concentragcdes. O mesmo
ocorreu em TITOUHI et al. (2017) para 06leos de plantas do género Artemisia spp testados
sobre o caruncho, onde o 6leo de maior toxicidade foi cerca de sete vezes mais potente em
relacdo ao de menor toxicidade. A ocorréncia dessas modificaces passa pela complexidade da
composic¢do dos 6leos essenciais. Suas composicdes, influenciadas pelo gen6tipo e por fatores
edafoclimaticos, sdo fundamentais para seu efeito.

N&o apenas 0s componentes isolados tém atividade bioldgica, como também o conjunto
dessas substancias do 6leo essencial possuem, muitas vezes, sinergismo, como demonstrado
por varios estudos e entre eles estd o de TAK; ISMAN (2017) que observaram aumento da
mortalidade em aplicacdo tdpica de misturas entre 1,8-cineol e canfora em larvas da praga de
plantacdes de repolho (Trichoplusia ni) se comparado aos compostos individuais. O estudo
mostrou um aumento de penetragdo de canfora conforme sua proporg¢ao na mistura se tornava
menor. JA KUMRUNGSEE et al. (2014) mostraram que a combinac¢do de pulegona com timol
ou eucaliptol aumenta em até duas vezes a atividade toxica contra a traga Plutella xylostella.

As metodologias de aplicacdo, qualidade dos 6leos, idade do inseto adulto, tempo de
exposicdo e genétipos das populacfes de pragas utilizadas mudam frequentemente. N&o
havendo padronizag&o de todos os fatores, exceto qualidade do 6leo, se torna uma misséo ardua
verificar se hd um efeito interessante no 6leo utilizado.

Esse trabalho, ao buscar estudar oleos advindos de duas espécies, porém com ampla
diversidade quimica, se ancora em mais uma tentativa na busca de novas alternativas aos
agrotoxicos utilizados em larga escala atualmente. As explicagdes para as diferengas obtidas
entre os Oleos deste estudo e os da literatura passam por metodologias especificas, como por
exemplo: a testagem padronizada de populacbes diferentes de C. maculatus, visto sua
distribuicéo global e diversidade genética e a identificacdo de substancias dos 6leos essenciais
que mais contribuem para o efeito deles, seja em testagem isolada ou em combinacdes
sistematicas.

4.3 Oviposicéo de Callosobruchus maculatus com Oleos de Aroeira e Erva-cidreira

Foi possivel observar acentuada reducdo na média de postura de ovos, com valores de
inibicdo superiores ou préximos a 70%, quando os insetos foram expostos a 0,50 mg/mL de ar
dos 0leos essenciais dos acessos UFRRJ ARO025 QT B-pineno/a-pineno, UFRRJ-ARO-079-
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QT: a-felandreno/ a-pineno, UFRRJ ARO094 QT limoneno, UFRRJ ARO078 QT a-
felandreno/sabineno, UFRRJ ECB003/008 QT carvona/limoneno, ou quando expostos a 0,25
mg/mL de 6leo essencial do acesso UFRRJ ARO050 QT sabineno. Entre os 6leos essenciais
testados destaca-se 0 acesso UFRRJ ECB028 QT linalol que promoveu a inibicao de cerca de
70% na postura de ovos no tratamento com 0,10 mg/mL de ar. O menor efeito de inibicdo foi
verificado para o 6leo do acesso UFRRJ ECB021/022 QT citral/limoneno que obteve inibicdo
significativa estatisticamente apenas na maior concentracéo testada: 0,75 mg/ml de ar (Figura
18 e Anexo A).
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Figura 18 - Postura de ovos em fungdo da concentracdo de 6leos essenciais de aroeira e erva-
cidreira. Letras diferentes representam diferengas significativas entre as concentracoes (Tukey;
a = 0.05). Barras representam o desvio padrédo em torno da média de cada tratamento.
BARBOSA et al. (2021) encontraram que as substancias o-pineno e limoneno
diminuiram significativamente a postura em C. maculatus (inibicdo maior do que 50%) em
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concentrages a partir de 132 e 2300 mg de substancia/Kg de grdos, mostrando uma baixa agao
do limoneno de forma isolada na inibicdo da postura de ovos. JAYARAM et al. (2022)
observaram uma reducdo maior do que 90% na postura do caruncho com 6leo essencial de M.
spicata, rico em carvona, na concentracdo de 12 pL/mL (aproximadamente, 11 mg/mL).
DAYARAM; KHAN (2016) utilizaram dleo essencial de coentro, rico em linalol, em teste de
revestimento de gréos e percebeu uma reducéo proxima de 100% de postura no tratamento com
12,5 pL/mL (aproximadamente, 10,4 mg/mL). Os efeitos encontrados pelos dois ultimos
autores citados sobre a oviposicdo Sd0 menores que as consequéncias sobre a postura
ocasionadas pelos 6leos de L. alba dos gendtipos UFRRJ ECB003/008 QT carvona/limoneno
e UFRRJ ECB028 QT linalol, dado os valores de concentracfes em que os resultados foram
obtidos.

Alves et al. (2019) encontraram uma diminuicdo da oviposi¢do de C. maculatus sob
fumigacéo de 6leo essencial de capim-limao, rico em citral, em cerca de 70% na concentragdo
de 0,6 pL/mL de ar (aproximadamente, 0,5 mg/mL), proximo ao valor encontrado para o 6leo
de erva-cidreira do acesso UFRRJ ECB037/029/016 QT citral. Além disso, 0 mesmo trabalho
avaliou e verificou que quando apenas machos foram tratados nao houve diminuicdo de postura,
e sim, apenas quando as fémeas foram tratadas, além de verificar uma diminuic¢éo do contetido
lipidico em fémeas tratadas, sugerindo que ha uma remobilizacdo dos recursos energéticos para
outras funces, tornando prejudicado o processo de oogénese. Uma constatacdo proxima nos
oleos utilizados deve passar por estudo com metodologia similar.

O tempo que as fémeas possuem para fazer a postura também deve ser investigado, ja
que os individuos, nos tratamentos com 6leo essencial, se tornam menos capazes de copular ou
ovipositar & medida que seu metabolismo se torna prejudicado. KEITA et al. (2000) observou
que a quantidade de ovos postos por fémeas de C. maculatus aumentou menos com a passagem
do tempo em gréos tratados com caulim aromatizado. DICK; CREDLAND (1984) perceberam
uma postura decrescente, porém significativa em fémeas do caruncho com até 6 dias de
emergéncia. Um estudo sistematico deve considerar o tempo que as fémeas tiveram para
realizar a oviposigéao.

4.4 Emergéncia de Callosobruchus maculatus com Oleos de Aroeira e Erva-cidreira

De modo geral, o surgimento de uma nova geracdo de insetos adultos (emergéncia de
novos adultos) foi inibido por todos os 6leos essenciais testados (Figura 19). Os 6leos de
aroeira promoveram diminuicédo estatisticamente significativa na emergéncia de novos adultos
a partir da concentracao de 0,25 mg/mL de ar. Todos os 6leos essenciais de aroeira testados em
concentragdes iguais ou superiores a 0,50 mg/mL de ar, inibiram em mais de 50% o surgimento
de novos adultos (Figura 19 e Anexo A). Os melhores resultados foram observados nos
tratamentos com os 6leos essenciais de erva-cidreira, que promoveram quase inibigédo total no
surgimento de novos adultos a partir da concentracdo de 0,25 mg/mL de ar dos 6leos essenciais
UFRRJ ECB021/022 QT citral/limoneno e UFRRJ ECB037/029/016 QT citral. Destaque para
0s 0Oleos essenciais UFRRJ ECB003/008 QT carvona/limoneno e UFRRJ ECB028 QT linalol
que inibiram em 100% o surgimento de novos adultos a partir da concentragao de 0,10mg/mL
de ar (Figura 19).
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Figura 19 - Emergéncia de novos adultos em funcéo da concentra¢do dos 6leos essenciais de
aroeira e erva-cidreira. Letras diferentes representam diferencas significativas entre as
concentragdes (Tukey; a = 0.05). Barras representam o desvio padrdo em torno da média de
cada tratamento.

GUSMAO et al. (2013) verificaram a inibicdo de mais da metade de novos adultos de
carunchos em experimento com 06leo essencial de funcho (Foeniculum vulgare), rico em

37



limoneno. DUTRA et al. (2016) encontraram uma reducdo de 66% de emergéncia ao tratar a
geracdo parental de caruncho do feijdo-caupi com 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis)
com concentracdo de 1343 mg do 6leo/Kg de feijdo. Ja ATAIDE et al. (2022) demonstraram o
efeito de diminuicdo da emergéncia no gorgulho do milho (S. zeamais) em experimento de
fumigacdo dos o6leos de Cymbopogon nardus, Corymbia citriodora e Cymbopogon martini,
ricos em citral, e certas combinac6es destes na geracao parental do inseto.

4.5 Taxas de Emergéncia e Fertilidade de Callosobruchus maculatus com Oleos de Aroeira
e Erva-cidreira

Né&o foi possivel observar expressivo efeito dos 6leos essenciais de aroeira sobre a taxa
de fertilidade, ou seja, em termos gerais 0 numero de ovos que eclodiram em razdo da postura
total de ovos permaneceu igual ao controle (Figura 20 e Anexo B). Por outro lado, os 6leos
essenciais UFRRJ ECB021/022 QT citral/limoneno e UFRRJ ECB037/029/016 QT citral
inibiram drasticamente a fertilidade, ao inibir a eclosdo de quase a todos 0s ovos a partir de 0,25
mg/mL de ar e a totalidade a partir de 0,20 mg/mL de ar quando expostos aos 6leos essenciais
de ECB-003/008 e ECB-28 (Figura 20).
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Figura 20 - Taxa de fertilidade (ecloséo dos ovos) de C. maculatus em funcao da concentracao
de oOleos essenciais de aroeira e erva-cidreira. Letras diferentes representam diferencas
significativas (Tukey; o= 0.05). Barras representam o desvio padrdo em torno da media de cada
tratamento.
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Quanto a taxa de emergéncia, os resultados foram semelhantes aos observados para a
taxa de fertilidade, com efeito inibidor desprezivel para os Oleos essenciais de aroeira,
excetuando-se o0 6leo de gendtipo UFRRJ ARO025 QT B-pineno/a-pineno na concentracao de
0,75 mg/mL, onde houve diminuicdo estatisticamente significativa. Quanto ao efeito dos 6leos
essenciais de erva-cidreira, houve resultados relevantes. Sendo que todos os gendtipos de L.
alba testados levaram a taxa a zero logo na concentracdo de 0,25 mg/mL (Figura 21 e Anexo
A). Destaque para 0s insetos expostos a 0,10 mg/mL dos 6leos essenciais UFRRJ ECB003/008
QT carvona/limoneno e UFRRJ ECB028 QT linalol que ndo apresentaram emergéncia (Figura
21).
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Figura 21 - Taxa de emergéncia de C. maculatus em funcao da concentracdo de 6leos essenciais
de aroeira e erva-cidreira. Letras diferentes representam diferengas significativas (Tukey; a =
0.05). Barras representam o desvio padrdo em torno da média de cada tratamento.
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ALVES et al. (2015) encontraram um valor de inibicéo de postura inferior ao de inibigdo
de emergéncia, indicando uma consequéncia da acdo dos 0Oleos sobre fases imaturas de C.
maculatus com 6leos essenciais de Ocimum basilicum, Ocimum gratissimum, Mentha arvensis
e Lippia alba.

MBATA,; PAYTON (2013) observaram que o adulto e o embrido no ovo séo as fases
em que o inseto se encontra mais suscetivel a acdo das substancias toxicas. Dois monoterpenos
utilizados pelo autor, linalol e (S)-carvona, encontraram os valores mais altos de toxicidade
justamente contra os individuos adultos e os ovos, os valores de DLgg de ambos sobre 0s ovos
ficou em torno de 16 pL/L (aproximadamente, 0,014 mg/mL para a substancia linalol e 0,015
mg/mL para (S)-carvona).

Em vista dos resultados até aqui, as taxas sdo cruciais para se entender a diferenca de
emergéncia que houve entre os Gleos essenciais das duas espécies. No caso dos genotipos de
aroeira, os resultados indicam menor intensidade da acdo dos 6leos essenciais sobre 0s ovos
desenvolvidos e pouca influéncia sobre fases imaturas em individuos de C. maculatus. O
contrario se aplica aos 6leos de erva-cidreira. Uma clara influéncia antes da eclosdo da larva
para o grdo é observada. Para se dizer certamente onde e como ocorre a acéo dos 6leos de L.
alba, experimentos desenhados com o objetivo de se testar o 6leo apenas sobre a fémea, apenas
sobre 0 macho e apenas sobre 0s ovos pode dizer em qual fase ocorre a agdo mais especifica
destas composicdes.

4.6 Perda de Massa das Sementes com Oleos de Aroeira e Erva-cidreira.

De modo geral, foi possivel observar a diminuicdo na perda de massa de feijdo sob efeito
de diferentes concentragdes dos dleos essenciais de aroeira e erva-cidreira (Figura 22 e Anexo
B). Constatou-se a mesma tendéncia encontrada nos resultados de oviposicdo e emergéncia
para os Oleos essenciais de aroeira e nas taxas de fertilidade e emergéncia para os dleos
essenciais de erva-cidreira. No caso dos 6leos essenciais de aroeira podemos perceber uma
protecdo de quase 60% em concentracdo de 0,50 mg/mL de ar. J& nos olhos de erva-cidreira se
percebeu protecdo, praticamente, total a partir da concentracdo de 0,25 mg/mL de ar (Figura
22). Especial consideracdo aos genotipos UFRRJ ECB003/008 QT carvona/limoneno e UFRRJ
EBC028 QT linalol com total protecdo ao grdo na menor concentracao testada, 0,20 mg/mL de
ar.
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Figura 22 — Perda de massa em funcéo da concentracdo dos 6leos essenciais de erva-cidreira e
aroeira. Letras diferentes representam diferencas significativas entre as concentracoes (Tukey;
a = 0.05). Barras representam o desvio padrdo em torno da média de cada tratamento.

JUMBO et al. (2018) obtiveram diminuicdo da perda de massa dos grdos em ensaio com
6leos essenciais de cravo e canela, ricos em eugenol, sobre C. maculatus. Porém os resultados
foram bem diversos, com o 6leo de cravo sendo quase quatro vezes mais potente do que o de
canela. J4 RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. (2019) obtiveram reducio de 75% nos danos em
gréos tratados com 6leo essencial de Ocimum basilicum, rico em citral, contra o caruncho do
feijdo comum (Acanthoscelides obtectus).

5 CONCLUSAO

Como observado nos resultados dos ensaios, 0 6leo essencial do gen6tipo ARO025 QT
[-/a-pineno obteve a menor CLsg entre 0s 0leos de aroeira testados (CLs0=0,2870 mg/mL), ao
passo que a menor CLsg encontrada foi a do 6leo UFRRJ ECB028 QT linalol (CLs0=0,1017
mg/mL).

Os dleos essenciais de erva-cidreira deste trabalho protegeram totalmente o grdo em
concentracdes iguais ou superiores a 0,25 mg/mL, sendo que os 6leos de genétipos UFRRJ
ECBO028 QT linalol e UFRRJ ECB003/008 QT carvona/limoneno foram os mais eficientes com
protecdo completa da massa ja na menor concentracgdo testada (0,10 mg/mL). Estudos futuros
podem ampliar a escala destes 0Oleos, pois houve completa interrupcdo na reproducdo do

42



caruncho. Os 6leos de genotipos de erva-cidreira foram mais eficazes que os 6leos de gendtipos
de aroeira no controle da populacdo de C. maculatus e na protecdo as sementes.

Estudos futuros podem incluir a analise de imagem pelo software ImageJ para observar
efeitos do 6leo essencial sobre fases imaturas do inseto através de parametros morfolégicos de
seu desenvolvimento, sendo que uma melhor definicdo das medidas é necessaria.
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7 ANEXOS

7.1 Anexo A: ANOVA e Médias Aritméticas para mortalidade, postura, emergéncia de
novos adultos e taxa de emergéncia. Letras diferentes representam diferencas
significativas entre os tratamentos na mesma coluna (Tukey; a=0,05).

Concentragéo Mortalidade Oviposicao Emergéncia er:-:r)z;a:%ggia
(mg/mL) (%) (%) (%) (%)
----------------------- UFRRJ AROO11 QT a-pineno --------------=--------

0,00 0,00b 100,0a 100,0ab 58,13b
0,10 0,00b 108,8a 114,0a 48,50b
0,25 0,00b 68,31b 80,51b 81,98a
0,50 98,33a 46,29bc 44,14c 45,92b
0,75 100,0a 46,23bc 52,30bc 51,98b
1,00 100,0a 38,51c 38,01c 46,96b

SQ (residuo) 86471 (83,33) 27029 (4709) 29567 (8522) 4944 (5189)

QM (residuo) 17294 (2,874) 5406 (162,4) 5913 (293,9) 988,9 (148,3)

F (DFn, DFd) 6018 (5, 29) 33,29 (5,29) 20,12 (5, 29) 6,669 (5, 35)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002

----------------------- UFRRJ AROO050 QT sabineng ---------==-======-----

0,00 0,00c 100,0a 100,0a 52,98ab
0,10 0,00c 82,38a 91,40a 37,61b
0,25 21,67b 31,84b 35,08b 76,65a
0,50 93,33a 26,05b 30,83b 42,31ab
0,75 100,0a 18,39b 18,28b 42,16ab
1,00 100,0a 13,79b 20,79b 58,78ab

SQ (residuo) 75858 (1818) 39810 (5213) 39967 (21733) 6320 (15029)

QM (residuo) 15172 (60,56) 7962 (173,8) 7993 (724,4) 1264 (417,2)

F (DFn, DFd) 250,5 (5,30) 45,82 (5,30) 11,03 (5, 30) 3,030 (5, 36)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0220
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Continuacdo — Anexo A

0,00 0,00b 100,0a 100,0a 63,41a
0,10 0,00b 80,48b 93,50a 65,60a
0,25 11,67b 62,25¢ 62,25b 81,70a
0,50 90,00a 25,52d 33,39¢ 74.,64a
0,75 96,67a 21,37d 25,79cd 82,98a
1,00 100,0a 21,96d 18,02d 52,81a

SQ (residuo) 73938 (4238) 33733 (1620) 35992 (1260) 4334 (14869)

QM (residuo) 14788 (145,4) 6747 (55,87) 7198 (43,46) 866,7(424,8)

F (DFn, DFd) 101,7 (5,29) 120,8(5,29) 165,6 (5, 29) 2,040 (5, 35)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0969

----------------- UFRRJ ARO025 QT B-pineno/a-pineng ------------------

0,00 2,00c 100,a 100,0a 84,23a
0,10 5,00c 80,97a 77,40a 81,38a
0,25 40,00b 51,25b 35,89b 60,88ab
0,50 88,33a 24,85hbc 19,85b 62,99ab
0,75 100,0a 19,51c 12,62b 52,09b
1,00 98,33a 36,73bc 27,45b 63,45ab

SQ (residuo) 60015 (6242) 28669 (5955) 33750 (5289) 5894 (7429)

QM (residuo) 12003 (221,3) 5734 (212,7) 6750 (188,9) 1179 (218,5)

F (DFn, DFd) 54,24 (5,28) 26,96 (5,28) 35,73 (5, 28) 5,394 (5, 34)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0009
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0,00 0,00b 100,0a 100,0a 88,48a
0,10 0,00b 112,50a 105,90a 85,85a
0,25 10,00b 76,54ab 61,14b 78,05a
0,50 91,67a 48,69bc 44,15bc 80,53a
0,75 95,00a 39,03c 40,55bc 89,80a
1,00 100,0a 26,05¢ 25,45¢ 98,33a

SQ (residuo) 72155 (1833) 33496 (8246) 30117 (5069) 1429 (14387)

QM (residuo) 14431 (65,48) 6699 (294,5) 6023 (181) 285,8 (513,8)

F (DFn, DFd) 220,4 (5,28) 22,75(5,28) 33,27 (5, 28) 0,5563 (5, 28)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,7323

----------------------- UFRRJ ARO094 QT limoneno -------==-======-==----

0,00 0,00b 100,0a 100,0a 72,81b
0,10 0,00b 83,20ab 87,4ab 77,40ab
0,25 0,00b 74,31b 70,41b 70,46b
0,50 26,67b 22,33c 29,86¢ 103,60a
0,75 65,00a 27,27c 30,21c 82,30ab

SQ (residuo) 14867 (74433) 26439 (4660) 22760 (3093) 4220 (5895)

QM (residuo) 3717 (323,2) 6610 (202,6) 5690 (134,5) 1055 (256,3)

F (DFn, DFd) 11,5 (4, 23) 32,62 (4,23) 42,32 (4, 23) 4,116 (4, 23)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0117

-------------- UFRRJ ARO078 QT a-felandreno/sabineno --------------

0,00 0,00b 100,0a 100,0a 54,47b
0,10 3,33b 90,9%4a 100,8a 58,56ab
0,50 83,33a 21,25b 36,08b 99,28a
1,00 100,0a 17,82b 14,71b 51,00b

SQ (residuo) 49467 (1867) 34879 (3212) 35122 (5757) 8894 (14449)

QM (residuo) 16489 (93,33) 11626 (160,6) 11707 (287,9) 2965 (760,5)

F (DFn, DFd) 176,70 (3,20) 72,39 (3,20) 40,67 (3,20) 3,898 (3, 20)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0251
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---- UFRRJ ARO022 QT mirceno ------------------------

0,00 0,00b 100,0a 100,0a 67,78a
0,10 0,00b 83,61a 91,10a 74,11a
0,50 3,33b 41,62b 41,84b 76,37a
1,00 81,67a 22,90b 27,73b 85,26a
SQ (residuo) 28775 (5217) 22645 (4617) 22285 (4785) 938,9 (5270)
QM (residuo) 9592 (274,6) 7548 (243) 7428 (251,9) 313,0 (277,4)
F (DFn, DFd) 34,93(3,19) 31,07(3,19) 29,49 (3, 19) 1,128 (3, 19)
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3626
------------------ UFRRJ ECB021/022 QT citral/limoneng ------------------
0,00 4,00a 100,0ab 100,0a 69,82a
0,10 5,00a 122,4a 69,02b 39,94b
0,25 0,00a 75,18bc 4,37¢c 4,16¢
0,35 1,67a 78,92bc 4,73c 4,28c
0,50 0,00a 68,23bc 2,79¢ 2,51c
0,75 0,00a 52,28c 1,70c 3,16¢
SQ (residuo) 143,8 (553,3) 18169 (12556) 50573 (2496) 21302 (732,0)
QM (residuo) 28,76 (19,08) 3634 (433) 10115 (86,08) 4260 (25,24)
F (DFn, DFd) 1,507 (5, 29) 8,39 (5, 29) 117,5 (5, 29) 168,8 (5, 29)
P 0,2182 <0,0001 <0,0001 <0,0001
-------------------- UFRRJ ECBO037/029/016 QT citral -----------=-=-------
0,00 0,00a 100,0a 100,0a 84,76a
0,10 0,00a 95,92a 45,39b 40,50b
0,25 1,67a 56,38bc 3,33c 4,40c
0,35 0,00a 68,37b 1,97c 2,29¢
0,50 0,00a 57,40bc 0,00c 0,00c
0,75 0,00a 32,40c 0,61c 1,62c
SQ (residuo) 13,89 (83,33) 19903 (7012) 49564 (1351) 35269(1032)
QM (residuo) 2,778 (2,778) 3981 (233,7) 9913 (45,04) 7054 (34,39)
F (DFn, DFd) 1 (5, 30) 17,03 (5,30)  220,1 (5,30) 205,1 (5, 30)
P 0,4346 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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0,00 0,00c 100,0a 100,0a 86,43a
0,10 1,67¢ 71,820 0,000 0,000
0,25 38,33b 43,14c 0,000 0,000
0,35 45,00ab 37,16¢ 0,000 0,000
0,50 65,00ab 23,69C 0,000 0,000
0,75 73,33a 30,42¢ 0,000 0,000

SQ (residuo) 28722 (9600) 25542 (4188) 50002 (1485) 37346 (435,0)

QM (residuo) 5744 (320) 5108 (139,6) 10000 (202) 7469 (14,50)

F (DFn, DFd) 17,95 (5,30) 36,59 (5,30) 202 (5, 30) 515,1 (5, 30)

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
------------------------ UFRRJ ECB028 QT linalol
0,00 0,00¢ 100,0a 100,0a 68,75a
0,10 41,67b 29,96b 0,000 0,000
0,25 100,0a 33,12b 0,000 0,000
0,35 100,0a 32,490 0,000 0,000
0,50 100,0a 33,12b 0,000 0,000
0,75 100,0a 38,61b 0,000 0,000

SQ (residuo) 55347 (5283) 22377 (2063) 50000 (517,9) 23634 (152,4)

QM (residuo) 11069 (176,1) 4475 (68,78) 10000 (17,26) 4727 (5,079)

F (DFn, DFd) 62,85 (5,30) 6507 (5,30) 579,3 (5, 30) 930,7 (5, 30)

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Letras diferentes dentro de uma coluna para cada ensaio com 0leo essencial representam

diferencas significativas (Tukey, a=0,05). SQ representa a soma dos quadrados; QM, o

quadrado médio; DFn e DFd, os graus de liberdade entre e dentro dos tratamentos,

respectivamente.
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7.2 Anexo B: ANOVA e médias aritméticas (xdesvio padrao) para eclosdo (%) e perda de
massa (%). Letras diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos
na mesma coluna (Tukey; a=0,05).

Concentracéao Taxa de fertilidade Perda de massa
(mg/mL) (%) (%)
------- UFRRJ ARO032 QT &-careno/a-pineno -------
0,00 99,48a 37,43a
0,10 98,47a 39,38a
0,25 99,22a 24,52b
0,50 92,21ab 19,48bc
0,75 91,92ab 17,24bc
1,00 90,14b 12,62c
SQ (residuo) 499,1 (538,7) 3325 (698,5)
QM (residuo) 99,83 (19,24) 665 (24,95)
F (DFn, DFd) 5,19 (5, 28) 26,66 (5, 28)
P 0,0017 <0,0001
------ UFRRJ ARO094 QT limoneno ------
0,00 88,66a 36,90a
0,10 92,74a 32,89ab
0,25 91,01a 26,10b
0,50 76,38b 13,15¢
0,75 91,46a 12,90c
SQ (residuo) 1049 (1081) 2516 (374)
QM (residuo) 262,2 (46,99) 629,1 (17)
F (DFn, DFd) 5,58 (4, 23) 37,01 (4, 23)
P 0,0027 <0,0001
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---- UFRRJ ECB021/022 QT citral/limoneno ----

0,00 87,54a 38,52a
0,10 51,83b 28,97b
0.25 6.47¢ 3,68¢
0.35 7.46¢ 3.49¢
0,50 2.79¢ 1,88¢
0.75 5,77¢ 1,.32¢

SQ (residuo) 32954 (2096) 7391 (312,9)

(regimo) 6591 (72,27) 1478 (10,79)
FD(E dF)”' 91,2 (5, 29) 137 (5, 29)
P <0,0001 <0,0001
--------- UFRRJ ECB037/029/016 QT Citral ----—---
0,00 86,25a 29,942
0,10 48,50b 15,27b
0.25 3.89¢ 231c
0.35 5,42¢ 2.32¢
0,50 0,00¢ 1,20¢
0.75 2.19¢ 131¢
SQ(residuo) 37655 (1000) 4118 (143,6)
(re?imo) 7531 (33,33) 823,6 (4,878)
g dF)”’ 225,9 (5, 30) 168.8 (5, 30)
P <0,0001 <0,0001
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----- UFRRJ ECB003/008 QT carvona/limoneno -----

0,00 91,90a 32,272
0,10 1,07 0,46
0,25 3,020 0,01b
0,35 1,85b 0,89b
0,50 0,00b 0,85b
0,75 0,000 0,84b
SQ (residuo) 41178 (367) 5017 (77,93)
(regimo) 8236 (12,23) 1003 (2,598)
FD(E dF)”’ 673,2 (5, 30) 386,3 (5, 30)
P <0,0001 <0,0001
---------- UFRRJ ECBO028 QT linalol -
0,00 91,482 35,172
0,10 0,000 1,77b
0,25 0,00b 1,56b
0,35 0,00b 1,22b
0,50 0,000 0,84b
0,75 0,000 0.91b
SQ (residuo) 41841 (55,93) 5751 (23,45)
(reg'(;’l'm) 8368 (1,864) 1150 (0,7818)
F[g[F)g)”’ 4489 (5, 30) 1471 (5, 30)
P <0,0001 <0,0001

Letras diferentes dentro de uma coluna para cada ensaio com 0Oleo essencial representam
diferencas significativas (Tukey, a=0,05). SQ representa a soma dos quadrados; QM, o
quadrado médio; DFn e DFd, os graus de liberdade entre e dentro dos tratamentos,

respectivamente.
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7.3 Anexo C: Composicao dos 6leos essenciais de frutos de genotipos de S. terebinthifolius

testados.
Substancia UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ
ARO011 ARO0O025 ARO0O022 ARO079 ARO0032 ARO050 ARO0094 AROO078
mirceno 0,91 0,35 66,15 1,61 1,62 2,20 0,98 2,14
a-pineno 48,46 28,82 0,90 19,41 24,46 7,36 4,64 11,33
limoneno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 62,68 0,00
B-pineno 10,64 47,50 0,52 0,47 0,53 0,55 0,13 0,65
sabineno 1,92 0,00 0,14 0,28 0,41 37,16 0,50 21,13
§-3-careno 0,10 0,00 0,00 0,05 34,76 0,00 0,00 0,00
a-felandreno 1,00 0,37 0,63 31,37 0,00 8,80 9,46 22,14
silvestreno 4,15 4,42 1,87 15,68 14,10 10,41 0,00 9,17
germacreno D 6,87 5,19 17,58 5,63 7,11 2,80 13,86 5,09
p-cimeno 0,38 0,25 0,00 7,77 3,68 4,59 0,00 3,50
4-terpineol 1,07 0,59 0,08 0,08 0,07 7,82 0,11 2,62
B-cariofileno 4,96 1,95 6,21 4,39 3,22 2,39 0,52 2,40
elemol 6,62 0,03 0,52 1,87 0,00 0,53 0,19 4,37
acetato de elemol 0,00 0,04 0,00 3,37 0,00 0,00 0,24 0,19
y-terpineno 0,48 0,20 0,00 0,00 0,00 3,37 0,00 1,30
oxido de cariofileno 0,44 0,67 0,55 0,84 0,67 1,11 0,36 0,73
y-eudesmol 3,99 0,26 0,30 0,10 0,21 0,15 0,59 2,23
a-zingibereno 0,34 0,79 0,00 0,37 0,91 0,43 0,10 1,02
a-terpineno 0,26 0,11 0,00 0,09 0,00 1,89 0,00 0,75
Total 92,59 91,54 95,44 93,36 91,75 91,56 94,37 90,78
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7.4 Anexo D: Composigéo dos 6leos essenciais de folhas de genotipos de L. alba testados.

UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ UFRRJ]

Substancias ECB016 ECB021 ECB022 ECB029 ECB037 ECB003 ECB008 ECB028

linalol 1,15 1,27 0,86 1,11 1,44 1,79 1,74 63,07
carvona 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 59,16 56,60 0,00
B-cariofileno 4,32 0,32 0,34 3,58 3,45 0,00 0,36 3,74
limoneno 0,21 7,57 6,71 0,15 0,35 23,10 20,69 0,00
oxido de cariofileno 6,03 0,00 0,00 7,12 4,71 0,00 0,00 0,00
mircene 2,92 0,27 0,23 2,16 4,29 0,44 0,39 0,33
p-cimeno 0,39 2,40 2,01 0,30 0,57 0,00 0,00 0,00
y-terpineno 0,08 2,72 2,38 0,04 0,20 0,00 0,20 0,00
eucaliptol 0,00 0,00 0,00 0,09 0,21 0,00 0,00 6,21
mirtenal 0,63 0,00 0,00 0,71 0,47 0,00 0,00 0,00
germacreno D 1,20 2,93 3,03 0,15 1,50 4,12 4,65 4,50
a-humuleno 0,47 0,18 0,19 0,55 0,46 0,00 0,18 0,86
elemol 0,00 3,23 3,09 0,00 0,00 3,92 4,67 0,00
pinocarvone 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18
cis-p-1(7),8-dien-2-0l 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,63
geranil acetato 0,00 0,09 0,12 0,20 0,34 0,00 0,63 0,00
sabineno 0,16 0,48 0,40 0,22 0,33 1,66 1,56 0,89
germacreno B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,79

cis-hidrato de 000 000 024 016 000 08 074 000

sabineno

(E)-B-ocimeno 0,76 0,30 0,32 0,53 0,86 0,53 0,51 0,89
geranial 44,29 42,38 43,39 45,53 43,09 0,00 0,41 1,40
neral 30,35 29,63 29,56 32,14 29,79 0,00 0,00 1,02
Total 92,97 93,77 92,85 94,74 92,05 95,53 93,33 89,53
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