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RESUMO GERAL

O coledptero Rhyzopertha dominica F. (Bostrichidae) € uma das principais pragas de
produtos armazenados, ocasionando perdas qualitativas e quantitativas, como reducdo dos
valores nutricionais e comerciais do produto. Com a necessidade de se buscar alternativas ao
uso do controle quimico, devido ao desenvolvimento de resisténcia aos insetos e a
possibilidade de contaminacdo dos produtos, o uso de substancias naturais como 0s 6leos
essenciais vem se mostrando uma alternativa promissora. Neste sentido, este trabalho tem o
objetivo de avaliar a atividade inseticida de 6leos essenciais de Manjericdo (Ocimum
basilicum), Laranja amarga (Citrus aurantium), Horteld (Mentha spicata) e Velaminho
(Croton pulegiodorus) sobre adultos de R. dominica em milho armazenado. Foram realizados
testes de fumigacdo, contato e repeléncia. O teste de fumigacdo foi realizado em camaras
compostas por recipientes de vidro com tampa contendo 10 individuos de R. dominica, nas
quais os 6leos essenciais foram aplicados em diferentes concentracdes (UL / L de ar) e ap0s
48h de exposicdo aos 6leos foi avaliada a percentagem de mortalidade dos insetos. Para 0s
testes de contato foram utilizadas placas de Petri (6 cm @), sendo os 6leos essenciais diluidos
em 500 pL de acetona e aplicados em papel filtro de mesmo didmetro, em diferentes
concentragOes. Apos 24h foi avaliada a mortalidade dos insetos. Para a avaliacdo do efeito
repelente foram utilizadas duas concentracdes subletais de cada 0Oleo, estimadas através de
testes prévios, sendo estas inferiores a CLso. Os testes foram feitos em placas de Petri (6 cm
@) onde discos de papel-filtro foram divididos ao meio aplicando-se em uma das metades
uma das concentraces dos 6leos (tratamentos), diluidos em 500 uL de acetona, e na outra
apenas a acetona (testemunha). No centro da placa foram liberados os individuos de R.
dominica e decorridas 24h foi realizada a contagem dos insetos encontrados em cada parte do
disco. Nos testes de fumigacdo, de acordo com as CLsy e CLjg, a toxicidade dos dleos
essenciais decresceu na seguinte ordem: O. basilicum > M. spicata > C. pulegiodorus > C.
aurantium. Os Oleos essenciais de O. basilicum e M. spicata apresentaram maior efeito
inseticida sobre R. dominica, mas os 0Oleos essenciais de C. aurantium e C. pulegiodorus
promoveram a mortalidade em R. dominica apenas em concentragdes mais altas. Para o teste
de contato, de acordo com as CLs, a toxicidade dos 6leos essenciais decresceu na seguinte
ordem: M. spicata > C. pulegiodorus > O. basilicum > C. aurantium. Os 6leos essenciais de
C. pulegiodorus e M. spicata apresentaram maior toxicidade por contato, enquanto que para o

teste de repeléncia todos os 6leos essenciais foram considerados repelentes. Contudo todos os



estudados no presente trabalho apresentaram propriedades inseticidas para promover o
controle de R. dominica e demonstraram potencial de utilizacdo no manejo deste coledptero.

Palavras-chave: Inseticidas botanicos, Rhyzopertha dominica, Ocimum basilicum, Citrus

aurantium, Mentha spicata e Croton pulegiodorus.

OVERALL SUMMARY

The coleoptera Rhyzopertha dominica F. (Bostrichidae) is one of the main pests of
stored products, causing qualitative and quantitative losses as reducing the nutritional and
commercial value of the product. With the need to find alternatives to the use of chemical
control, due to the development of insect resistance and the possibility of contamination of the
products, the use of natural substances such as essential oils is proving itself as a promising
alternative. Thus, this study aims to evaluate the insecticide activity of essential oils of basil
(Ocimum basilicum), bitter orange (Citrus aurantium), Mint (Mentha spicata) and Velaminho
(Croton pulegiodorus) on adult R. dominica in stored corn. Fumigation, contact and
repellency tests were performed. The fumigation test was performed in containers made of
glass with lids containing 10 individuals of R. dominica, in which the essential oils were
applied in various concentrations (UL / L air) and after 48 hours of exposure to these oils the
percentage of insect mortality was evaluated. For the contact test Petri dishes (6 cm @) were
used with the essential oils diluted in 500 pL acetone and applied to filter paper of the same
diameter, in different concentrations. After 24 hours the mortality of insects was evaluated.
To evaluate the repellent effect two sublethal concentrations of each oil were used, estimated
from previous tests, which are lower than the LCs,. The tests were conducted in Petri dishes
(@ 6 cm) where filter paper discs were divided in half by applying one of the halves some of
the oils concentrations (treatments), diluted in 500 uL acetone, and on the other only acetone
(control). R. dominica individuals were released in the center of the plate and after 24 hours
the metering was performed to count the insects found in each of the discs. In the fumigation
test, in accordance with the LC50 and CL100, the toxicity of essential oils decreased in the
following order: O. basilicum> M. spicata> C. pulegiodorus> C. aurantium. The essential
oils of O. basilicum and M. spicata showed higher insecticidal effect on R. dominica, but the

essential oils of C. aurantium and C. pulegiodorus promoted mortality in R. dominica only at



higher concentrations. For the contact test, according to CLsp, the toxicity of essential oils
decreased in the following order: M. spicata> C. pulegiodorus> O. basilicum> C. aurantium.
The essential oils of C. pulegiodorus and M. spicata showed higher toxicity by contact, while
for the repellency test all essential oils were considered repellent. However, all the oils
studied in this work showed insecticidal properties to promote the control of R. dominica and

demonstrated potential use in the management of this coleoptera.

Keywords: Botanical Insecticides, Rhyzopertha dominica, Ocimum basilicum, Citrus

aurantium, Mentha spicata and Croton pulegiodorus.
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APRESENTACAO

O coledptero Rhyzopertha dominica é uma das principais pragas primarias de graos
armazenados no Brasil e no mundo. Durante o armazenamento 0s grdos, sementes e Seus
subprodutos estdo sujeitos ao ataque de pragas, que ocasionam perdas qualitativas e
quantitativas, como reducgdo dos valores nutricionais e comerciais do produto. Varias culturas
sdo hospedeiras de R. dominica tais como: trigo, milho, cevada, triticale, arroz e aveia, e as
perdas ocasionadas por pragas no armazenamento podem chegar a 15%. O controle de pragas
de produtos armazenados geralmente é realizado com produtos quimicos sintéticos. Esses
compostos quimicos além de nem sempre serem eficazes, podem causar diversos problemas
como, por exemplo: eliminacdo de inimigos naturais, intoxicacdo do aplicador, presenca de
residuos nos alimentos, aparecimento de populacGes de pragas resistentes aos inseticidas,
entre outros efeitos diretos e indiretos.

O controle preventivo de insetos em produtos armazenados € feito com pds inertes ou
inseticidas quimicos, como deltametrina, e o controle curativo é feito com fumigantes,
principalmente a fosfina. Entretanto, falhas de controle tém sido observadas sendo o principal
motivo do surgimento de resisténcia em insetos-praga, especialmente em R. dominica. Varios
sdo os fatores que selecionam para a resisténcia, sendo os inseticidas sintéticos aqueles que
exercem a maior pressdo seletiva, especialmente quando usados de forma inadequada. Desta
forma, outros métodos tém sido estudados, incluindo-se, entre eles, 0 emprego de inseticidas
naturais, método com menor agressividade e menor pressao de selec¢do sobre insetos-praga.

Vaérios estudos demostram que a utilizacdo de produtos naturais de origem vegetal é
fonte promissora na obtencgéo de inseticidas. As plantas sdo ricas em substancias que podem
ser utilizadas no desenvolvimento de métodos seguros aplicados no controle de insetos. O
modo de acdo dos 6leos essenciais nos insetos, apresenta-se de diferentes formas incluindo a
toxicidade, o retardamento no desenvolvimento, a inibicdo da alimentacdo, a deterréncia, a
oviposicdo, a reducdo na fecundidade e na fertilidade.

Os oleos essenciais tem-se mostrado uma alternativa promissora no controle de
insetos-praga, principalmente como fumigante, e podem ser utilizados como um método de
controle eficaz, para reducdo dos custos, preservacdo do ambiente e dos alimentos da
contaminacdo quimica, tornando-se pratica adequada a agricultura sustentavel. Neste sentido,
a presente pesquisa trata da avaliacdo da toxicidade e do efeito fumigante e repelente dos

Oleos essenciais de Manjericdo (Ocimum basilicum), Laranja amarga (Citrus aurantium),
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Horteld (Mentha spicata) e Velaminho (Croton pulegiodorus) sobre o coledptero R. dominica
em milho armazenado. Essas espécies, recentemente estdo sendo investigados em relagéo a
suas propriedades inseticidas, as quais podem por provocar a mortalidade, repeléncia e
também inibir a oviposicdo em artropodes.

Entretanto, novas pesquisas com esses 6leos essenciais, como ensaios em condic¢des de
campo e estudos de controle de qualidade, devem ser realizadas para viabilizar a

recomendacdo desses produtos naturais pelos técnicos e agricultores.
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CAPITULO I: TOXICIDADE POR FUMIGACAO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE
Rhyzopertha dominica (F.) EM MILHO ARMAZENADO.

RESUMO:

Neste trabalho avaliou-se a atividade fumigante dos 6leos essenciais de Ocimum
basilicum L., Citrus aurantium L., Mentha spicata L. e Croton pulegiodorus Baill. sobre
adultos de Rhyzopertha dominica em milho armazenado. O teste de fumigacdo foi feito em
camaras compostas por recipientes de vidro com tampa contendo 10 individuos de R.
dominica, nas quais os 0leos essenciais foram aplicados em diferentes concentracdes (UL / L
de ar) e ap06s 48h de exposicdo aos 6leos foi avaliada a percentagem de mortalidade dos
insetos. De acordo com as CLsg e CLjgo a toxicidade dos 6leos essenciais decresceu na
seguinte ordem: O. basilicum > M. spicata > C. pulegiodorus > C. aurantium. Os 06leos
essenciais de O. basilicum e M. spicata apresentaram maior efeito inseticida sobre R.
dominica enquanto que os de C. aurantium e C. pulegiodorus promoveram a mortalidade em
R. dominica em concentragdes mais altas. Contudo, todos os 6leos avaliados apresentaram
propriedades fumigantes para promover o controle de R. dominica e demonstraram potencial
de utilizacdo no manejo deste coledptero.

Palavras-chave: Inseticidas Botanicos, Efeito Fumigante, Bostrichidae, Grdos Armazenados.

CHAPTER I: TOXICITY BY FUMIGATION OF ESSENTIAL OILS ON Rhyzopertha
dominica (F.) IN STORED CORN.

SUMMARY:

In this work we evaluated the fumigant activity of essential oils of Ocimum basilicum

L., Citrus aurantium L., Mentha spicata L. and Croton pulegiodorus Baill on adult
Rhyzopertha dominica in stored corn. The fumigation test was done in containers made of
glass with lids containing 10 individuals of R. dominica, where essential oils were applied at
different concentrations (uL / L of air) and after 48 hours of exposure to the oils the
percentage of insect mortality was evaluated. According to LCsp and CLjoo the toxicity of
essential oils decreased in the following order: O. basilicum> M. spicata> C. pulegiodorus>
C. aurantium. Essential oils O. basilicum and M. spicata showed higher insecticidal effect on
15



R. dominica while C. aurantium and C. pulegiodorus promoted mortality in R. dominica at
higher concentrations. However, all oils evaluated presented fumigating property to promote
the control of R. dominica and demonstrated potential use in the management of this

coleoptera.

Keywords: Botanical Insecticides, Fumigant Effect, Bostrichidae, Stored Grains.

1. INTRODUCAO

O milho é de grande importancia por constituir a base da alimentacdo humana e
animal, sendo o cereal mais consumido do mundo. Nos proximos oito anos, a producgdo do
milho no Brasil devera situar-se em 70,4 milhdes de toneladas, e o consumo em 58,8 milhdes
(MAPA, 2014). A area plantada de milho devera aumentar cerca de 700 mil hectares,
enquanto que a sua produtividade devera crescer 3,62% ao ano.

A producdo de milho situa-se dentre as principais atividades agricolas praticadas no
Brasil (CONAB, 2012). Porém a cultura do milho vem sofrendo muitos problemas que podem
estar relacionados a baixa renda dos agricultores, ao baixo nivel de tecnologia e também a
incidéncia de pragas, que causam grandes prejuizos por atacarem em todas as fases do seu
ciclo (NERI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007).

Perdas qualitativas e quantitativas sdo as principais dificuldades encontradas durante o
armazenamento dos grdos, pela acdo de insetos-praga, e o milho é uma das culturas mais
afetadas. Dentre os insetos-praga de armazenamento Sitophilus zeamais Motsch, Sitophilus
oryzae L., Rhyzopertha dominica F., Ephestia kuehniella Zeller e Ephestia elutella Hubner
podem ser responsaveis pela deterioracdo fisica, fisiologica e sanitaria no armazenamento
(LORINI, 2008).

O coledptero R. dominica, conhecido como besourinho dos cereais, importante por
atacar cereais, principalmente trigo, arroz, milho, cevada, centeio, entre outros (GALLO et al.,
2002), destroi consideravelmente os grdos deixando-os perfurados e produzindo grande
guantidade de residuos na forma de farinha, em decorréncia de seus habitos alimentares,
chegando a destruir de 5 a 6 vezes o seu proprio peso em uma semana (GALLO et al., 2002).
E uma das principais pragas do trigo e do milho armazenado no nosso pais, sendo considerada
uma das pragas mais destrutivas de grdos armazenados no mundo, devido a alta incidéncia e a

grande dificuldade de se evitar 0s prejuizos que causa aos graos (LORINI, 2008).
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O controle quimico, principalmente na forma de fumigacdo, tem sido uma pratica
corriqueira na desinfestacdo de grdos armazenados infestados por insetos-praga como R.
dominica, destacando-se a fosfina como principal fumigante. Entretanto, relatos sobre
mecanismos de resisténcia a tratamentos quimicos em varias espécies de insetos, associados a
sua alta toxicidade aos animais e a0 homem, tém sido cada vez mais constantes. Diversos
trabalhos constaram a resistencia a fosfina em populacoes de R. dominica (PACHECO et
al.,1990; SARTORI et al.,1990; ATHIE et al., 2001: PIMENTEL et al., 2008).

Alternativas a esses inseticidas convencionais sdo necessarias para o0 controle de
insetos que causam menos danos ao ambiente e que sejam menos toxicos aos animais e ao
homem. Vérios estudos demostram que a utilizacdo de produtos naturais de origem vegetal é
fonte promissora na obtencao de inseticidas. O uso de diferentes partes do vegetal na forma de
po, extratos organico e aquoso, 6leos fixos e volateis tem sido muito utilizado, pricipalmente
por serem toxicos a varios tipos de artropodes (ISMAN, 2006).

Recentemente pesquisas com poés, 6leos essenciais e extratos de origem vegetal tem
sido desenvolvidas em programas de manejo integrado, principalmente de Callosobruchus
maculatus, R. dominica e S. zeamais (PRATES et al., 1998; ALMEIDA et al., 2005; BRITO
et al., 2006; NAIMA et al., 2013). No Brasil existem diversas familias de plantas para
exploracdo de 6leos essenciais, tais como, Piperaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Euphorbiaceae,
Verbenaceae, Lamiaceae, Rutaceae, e Poaceae (COITINHO et al., 2011).

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), pertencente a familia Lamiaceae, é uma planta
anual originaria do Sudoeste Asiatico e da Africa Central, utilizada como planta medicinal,
aromatica, apresentando substancias de interesse para as industrias alimenticia, farmacéutica,
cosmeética e também para a medicina tradicional, principalmente devido ao teor e composicao
quimica do seu Oleo essencial (SILVA et al., 2005; HANIF, et al., 2011; ROSADO et al.,
2011). Trabalhos realizados com a composicdo de Oleos essenciais em variedades de
manjericdo identificaram como constituintes majoritarios metil chavicol, linalol, geranial e
estragol (SAJJADI, 2006; OTTAI et al., 2012).

A laranja amarga (Citrus aurantium L.), pertencente a familia Rutaceae, € cultivada na
América Central e do Sul e em paises do Mediterraneo, como variedade copa visando a
extracdo de Oleos essenciais (DONADIO & FIGURREDO, 1995). Os oleos essenciais
citricos, que se enquadram na categoria de metabolitos secundarios, sdo matérias-primas de
aplicacdo na cadeia produtiva das indastrias de perfumaria, cosmética, farmacéutica,
alimenticia e de polimeros (SILVA-SANTOS & ANTUNES, 2007).
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A horteld (Mentha spicata L.), pertence a familia Lamiaceae, é originaria da Europa,
sendo uma das espécies de horteld mais cultivadas no Brasil, devido a sua adaptac¢éo ao clima
subtropical. Esta espécie possui, dentre outras, propriedade inseticida (CHOUDHURY et al,
2006), a qual tem sido atribuida aos monoterpenos pulegona, mentona e carvona, 0s principais
constituintes do seu 6leo essencial (FRANZIOS et al., 1997; CUNHA et al., 2006).

O Croton pulegiodorus Baill, popularmente conhecido como velame ou velaminho.
pertence a familia Euphorbiaceae.Na medicina popular ele é utilizado como expectorante,
bem como no tratamento de problemas das vias urinarias, reumatismo e doencas da pele.
Foram identificados 56 constituintes do 6leo essencial de C. pulegiodorus, sendo o0s
monoterpenos e 0s sesquiterpenos 0s compostos majoritarios (SILVA, 2006).

Dentro deste contexto o trabalho tem como objetivo avaliar a atividade fumigante dos
Oleos essenciais de Manjericdo (Ocimum basilicum), Laranja amarga (Citrus aurantium),
Horteld (Mentha spicata) e Velaminho (Croton pulegiodorus), sobre adultos de R. dominica

em milho armazenado.

2. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram desenvolvidos nos Laboratérios de Entomologia e do Programa
de Pds-Graduacdo em Producdo Vegetal (PGPV) da Unidade Académica de Serra Talhada
(UAST), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2.1 Eliminacdo de infestacdo e equilibrio da umidade dos graos.
Gréos de milho limpos e secos, utilizados para a criagdo e bioensaios com R.

dominica, foram acondicionados em sacos plasticos mantidos em freezer sob temperatura de -
10°C, durante sete dias, para eliminacdo de eventuais infestacGes de insetos provenientes do
campo. Apoés este periodo no freezer, os grdos foram transferidos para frascos de vidro e

mantidos no laboratorio a temperatura ambiente.

2.2 Criagdo de R. dominica
Os insetos foram criados em grdos de milho a temperatura de 30 £ 2°C, umidade

relativa de 60% e escotofase de 12 horas, em camaras climaticas do tipo B.O.D.,

acondicionados em recipientes fechados com tampa plastica perfurada e revestida
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internamente com tecido fino para permitir as trocas gasosas. Foram confinados durante sete
dias para efetuarem a postura, em seguida retirados e 0s recipientes estocados até a
emergéncia de uma geracdo. Este procedimento foi efetuado por sucessivas geracles, de

modo a assegurar a quantidade de adultos necessarios para a execucao dos experimentos.

2.3 Obtencao do oleo essencial
Os Oleos essenciais de Manjericdo (Ocimum basilicum), Laranja amarga (Citrus

aurantium) e Horteld (Mentha spicata) foram adquiridos da empresa Terra-flor Ind. e Com. de
aromaterapicos LTDA. Segundo a empresa, o Oleo essencial de manjericdo foi obtido
utilizando as folhas pelo método de extracdo por destilacdo a vapor; o 6leo essencial de
Hortela foi obtido por destilacdo a vapor utilizando o caule e as folhas, e 0 dleo essencial de
Laranja amarga foi obtido por prensagem a frio utilizando as cascas.

O material botanico utilizado para a producédo do 6leo essencial de Velaminho (Croton
pulegiodorus) foi coletado no Municipio de Triunfo — PE. A identificacdo da planta foi
realizada por especialista do Herbario do Semiéarido do Brasil (HESBRA) com Voucher - S.S.
Matos 104.

O O6leo essencial de C. pulegiodorus foi extraido no Laboratério do PGPV
(UFRPE/UAST), sendo obtido de folhas frescas (200g) trituraras e 3L de &gua destilada. O
material vegetal coletado foi submetido a hidrodestilacdo por 2 horas, em um baldo de 3L, em
um aparelho do tipo Clevenger (Figura 1A). A emulséo obtida (500mL) por esse processo foi
colocada no funil de bromo com 200mL de diclorometano, sendo posteriormente agitada.
Apdbs alguns minutos em repouso, o diclorometano e o 0Oleo decantaram (Figura 1B),
transferindo-se esse material para um baldo. Utilizou-se um funil de vidro contendo algodéo e
sulfato de sodio na sua parte inferior para evitar que o material fosse contaminado com a
agua. Esse baldo foi encaixado ao rota-evaporador e o diclorometano separado do 6leo a
vacuo (Figura 1C), permanecendo assim somente o0 6leo essencial dentro do baldo, o qual foi
armazenado em recipiente &mbar, hermeticamente fechado, em baixas temperaturas

(refrigerador).
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Figura 1. Processo de hidrodestilacdo para obtencdo do 6leo essencial de Velaminho (Croton
pulegiodorus): Aparelho Clevenger (A), Funil de separacéo (B) e Rota-evaporador acoplado a
bomba de vacuo e presséo (C).

2.4 Fumigagéao
Na avaliacdo do efeito fumigante dos 6leos essenciais sobre adultos de R. dominica,

foram utilizadas camaras de fumigacdo (Adaptado de ASLAN et al., 2004), compostas de
recipientes de vidro, tipo bomboniere, de 1,0 L de capacidade. Os 0leos essenciais foram
testados em diferentes concentracBes definidas previamente por testes preliminares:
Manjericao (O. basilicum): 5, 10, 15, 20, 30 e 40uL/L de ar; Laranja amarga (C. aurantium):
10, 20, 30, 40, 50 e 60pL/L de ar; Horteld (M. spicata): 5, 10, 15, 20, 30 e 40upL/L de ar, e 0
Velaminho (C. pulegiodorus): 10, 20, 30, 50, 70 e 90uL/L de ar.

Os oleos essenciais foram impregnados com pipetador automatico, em tiras de papel
de filtro (5 x 2 cm), fixadas na superficie inferior da tampa dos recipientes, onde a tampa e
recipiente propriamente dito ficam separados por um tecido fino poroso para evitar o contato
do inseto com o papel impregnado com o 6leo. No fundo de cada recipiente foram colocados
20g de milho e liberados 10 insetos adultos de R. dominica. Foram utilizadas 10 repeti¢oes
por tratamento e apds 48 horas realizou-se a avaliagdo de mortalidade dos insetos. A razdo de
toxicidade (RT) foi obtida através do quociente entre a CLso do 6leo essencial que apresentou
menor toxicidade e as CLsos dos dleos restantes. Os resultados foram submetidos a Anélise de
Variancia pelo programa ASSISTAT e Andlise de Probit pelo Programa STATPLUS para

obtencéo das concentracdes Letais (CLsg € CL1go).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade ocasionada pelo 6leo essencial de manjericdo aumentou diretamente
com as concentracfes, sendo que nas maiores concentragdes (20, 30 e 40uL/ L de ar) foram
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observadas mortalidades de 70 a 100% (Figura 2). J& o dleo essencial de laranja ocasionou
mortalidades de até 45% na maior concentragdo (Figura 3). O Oleo essencial de horteld
proporcionou um aumento linear da mortalidade até a concentracdo de 20uL/ L de ar, quando
foi observada uma mortalidade de 70% dos insetos(Figura 4). Para o 6leo essencial de
velaminho também foi observado um aumento da mortalidade com o aumento das

concentrages, tendo sido verificado mortalidades de 74 e 80% nas maiores concentragdes
(Figura 5).
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Figura 2- Mortalidade de R. dominica por fumigacdo em diferentes concentracdes do 6leo
essencial de Manjericdo (Ocimum basilicum).
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Figura 3- Mortalidade de R. dominica por fumigacdo em diferentes concentracGes do 6leo
essencial de Laranja (Citrus aurantium).
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Figura 4- Mortalidade de R. dominica por fumigacdo em diferentes concentracGes do 6leo
essencial de Horteld (Mentha spicata).
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Figura 5- Mortalidade de R. dominica por fumigacdo em diferentes concentracdes do 6leo
essencial de Velaminho (Croton pulegiodorus).

De acordo com as Concentracgdes Letais determinadas (CLsp € CL1qp) a toxicidade dos
0leos essenciais decresceu na seguinte ordem: Ocimum basilicum > Mentha spicata > Croton
pulegiodorus > Citrus aurantium. (Tabela 1). Os Gleos essenciais de Ocimum basilicum e
Mentha spicata apresentaram 0s menores valores de CLsp, 0 que implicou em maiores
toxicidades alcancadas com menores concentracOes para promover a mortalidade de 50% dos
individuos. Pelas CLjoo Seguiram-se 0S mesmos principios com as maiores toxicidades
alcancados para os 0leos essenciais de Ocimum basilicum e Mentha spicata que apresentaram
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as menores concentragdes para promover a mortalidade de 100% dos individuos. As razdes de
toxicidade (RTsp) apresentaram valores entre 3,93 e 1,42 (Tabela 1). Todos os dleos
essenciais testados apresentaram potencial para promover a mortalidade de R. dominica
porém o0s Oleos essenciais de Croton pulegiodorus e Citrus aurantium necessitam de

concentragdes mais altas para atingirem tal finalidade.

Tabela 1 — Toxicidade (efeito fumigante) de diferentes Oleos essenciais para Rhyzopertha

dominica em milho armazenado.

Oleos essenciais N Coeficiente Clsg CLigo RT XZ P
angular £ EPM (I1C 95%) (1C95%) (CLsp)
pL/Ldear pL/L dear

C. aurantium 700  0,0245+0,0125 69,36 130,68 - 23,12 0,0001
C. pulegiodorus 700  0,0242+0,0075 48,66 110,57 1,42 3,30 0,0001
M. spicata 700  0,0255+0,0163 27,51 86,31 2,52 16,92  0,0001
O. basilicum 700  0,1583+0,0294 17,67 27,15 3,93 73,47  0,0001

N=ndmero de individuos; EPM= Erro Padrdo da Média, IC= Intervalo de Confianga, RT= Raz&o de toxicidade,

%*= Qui-quadrado e P=Probabilidade.

Segundo Gomes & Favero (2011) a toxicidade por fumigacdo dos 6leos essenciais é
influenciada pela composicao quimica do 6leo e essa toxicidade se da pela inalagdo, ingestao
ou pela absorcdo pelo tegumento. Para Coitinho et al. (2011) os componentes majoritarios dos
6leos essenciais provavelmente sdo os responsaveis pela acdo inseticida.

Segundo a cromatografia fornecida pela empresa Terra Flor o 6leo essencial de
manjericdo, apresentou como compostos majoritarios o Estragol (72,67%) e o Linalol
(22,41%). Para o Oleo essencial de Horteld, o Mentol (35,20%), Isometona (18,71%) e
Menthyl acetate (6,22%) foram os compostos majoritarios. J4 o Oleo essencial de laranja
apresentou como compostos majoritarios o Limoneno (90,78%) e Mirceno (3,87%). O dleo
essencial de Velaminho, segundo Silva (2006), apresentou como componentes majoritarios o
B-cariofileno (21,80%), Biciclogermacreno (17,49%) e Germacreno D (10,16%).

O 6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum) possui como componente
majoritario o linalol, sendo testado como acaricida, bactericida, fungicida e inseticida
(BLANK et al., 2007). Este 6leo apresenta, em sua composicdo, outros compostos bioativos,

como geraniol e eugenol, dentre outros, responsaveis por provocar a mortalidade, repeléncia e
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também inibir a oviposi¢do em artrépodes (GAKURU & FOUA-BI, 1995; VILLALOBOS &
BALLESTA-ACOSTA, 2003; MARTINEZ-VELAZQUEZ et al., 2011).

Diversos trabalhos com o género Ocimum apresentaram resultados satisfatorios em
relacdo ao efeito inseticida contra insetos-praga. Kéita et al (2001) avaliaram o efeito
fumigante de O. basilicum e O. gratissimum para o controle de Callosobruchus maculatus no
qual obtiveram 80 e 70% de mortalidade com 25uL. Apesar dos autores utilizarem
concentracdes relativamente mais altas que o presente trabalho, os resultados de mortalidade
atestam o potencial inseticida destes 6leos. Lopes et al. (2008) realizaram um fracionamento
dos Oleos essenciais de coentro, cominho e manjericdo com o objetivo de determinar quais
compostos eram responsaveis pela toxicidade contra S. oryzae e R. dominica. Para 0 Gleo
essencial de manjericdo foram identificados o metil eugenol, estragol e linalol como
principais componentes, e as fraccbes com metil eugenol foram mais ativas contra R.
dominica. Rozman et al. (2008) reportaram a toxicidade por fumigagdo do linalol contra
Tribolium castaneum, R. dominica e S. oryzae. Para R. dominica, o linalol foi altamente
efetivo e ocasionou 100% de mortalidade, enquanto que para T. castaneum apds 7 dias de
exposicdo este componente proporcionou 70% de mortalidade. Ogendo et al. (2008)
obtiveram mortalidades de 98; 99 e 100%, respectivamente, em R. dominica, O. surinamensis
e Callosobruchus chinensis, ao utilizarem apenas 1 pL/L de ar do 6leo essencial de O.
gratissimum.

Resultados relevantes foram descritos para os 0leos essenciais de plantas do género
Mentha no controle de R. dominica e de outras pragas de produtos armazenados. Favero &
Conte (2002) observaram efeito de fumigacdo para Mentha villosa, O. gratissimum e Lippia
alba sobre S. zeamais. Khalfi et al. (2006) estudaram a influéncia da composicdo do 6leo
essencial de M. spicata, com diferentes proporcdes de 1,8 cineol e carvona, em seu efeito
inseticida sobre R. dominica. Os resultados mostram um efeito sinergistico dos dois
compostos contra este coledptero. Franz et al. (2011) avaliaram Oleos essenciais para
controlar S. oryzae nos testes de fumigacdo e aplicagdo tOpica, e observaram baixa
mortalidade de S. oryzae para o 6leo essencial de Mentha sp. cujo principal componente é o
monoterpeno mentol (91%), em comparagdo com o0s Oleos essenciais de Cymbopogon
citratus e Zingiber officinale. Benayad et al. (2012) avaliaram a composi¢do quimica e 0
efeito inseticida do 6leo essencial de Mentha suaveolens e Mentha pulegium em S. oryzae e
R. dominica em Marrocos. Os principais compostos de M. suaveolens foram piperitenona

(33,03%), pulegona (17,61%) e piperitona (9,18%), enquanto que os de M. pulegium foram
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pulegona (73,33%) e mentona (8,63%). Os Gleos essenciais provaram ser muito toxicos para
as duas espécies de coledpteros nas primeiras 24 h, com mortalidades de 100% utilizando-se
50uL e 12uL, respectivamente. Esmaili et al. (2013) avaliaram o efeito fumigante do 6leo
essencial de M. pulegium sobre adultos de C. maculatus, T. castaneum, Lasioderma
serricorne e S. oryzae e observaram que apenas concentracdes elevadas promoviam a
mortalidade destes insetos.

Os oleos essenciais de Laranja amarga (C. aurantium) e Velaminho (C. pulegiodorus)
apresentaram concentracdes mais elevadas em relacdo aos demais 6leos utilizados, para
promover a mortalidade em R. dominica. Oleos essenciais de cascas de frutas de algumas
espécies de citros foram relatados tendo propriedades inseticidas contra insetos de graos
armazenados. Prates et al. (1998) avaliaram o cineol (componente de Eucalyptus spp,) € 0
limoneno (constituinte de Citrus spp.) para determinar possivel atividade fumigante, contato e
ingestdo contra R. dominica e T. castaneum. Estes componentes apresentaram propriedades
inseticidas, sendo letais para as duas espécies de coleOpteros. Essas substancias sdo tdxicas
por penetrar no corpo do inseto através do o sistema respiratorio (fumigante), a cuticula (por
contato) ou o sistema digestivo (ingestdo). Os autores observaram que o limoneno foi mais
eficaz para T. castaneum do que para R. dominica. Também Prates & Santos (2000)
observaram acdo fumigante sobre S. zeamais utilizando o monoterpeno cineol, componente do
6leo essencial de Eucaliptus camaldulensis, E. cameroniie, E. globulus e o limoneno da casca
de Citrus auratium. Tavares (2006) avaliou o efeito inseticida de Chenpodium ambrosioides
no qual testou os componentes majoritarios a-pineno, p-cineno e limoneno, bem como a
mistura destas e ndo apresentaram atividade inseticida em relagéo aos adultos de R. dominica.
Forouzan et al. (2013) avaliaram o potencial do 6leo essencial da casca de Citrus reticulata,
em diferentes tempos de exposi¢do, na qual obtiveram os valores estimados das CLsy e CLjgo
de 18.30 e 78.15ul/L de ar, e de 15,52 e 57,97 ul/L de ar, respectivamente, em 24 e 48 horas.
Os resultados mostraram que o 6leo essencial de C. reticulata mostrou-se um bom fumigante
contra adultos de R. dominica. Nascimento (2012) avaliou a toxicidade por fumigacéo do 6leo
essencial dos frutos maduros e imaturos de Schinus terebinthifolius sobre R. dominica, no
qual obteve em um periodo de 72h uma mortalidade de 95,96% para 45uL/L de ar, sendo o
composto limoneno, como componente principal, seguindo do constituinte minoritario
terpinoleno. N&o houve diferenca estatistica entre a mortalidade provocada pelos frutos
maduros e imaturos no qual indicaram que a acdo fumigante esta relacionada ao tempo de

exposicdo a praga. Ringuelet et al (2014) atribuiu a carvona e ao limoneno, componentes
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majoritarios do 6leo essencial de Lippia alba, como os responsaveis pela atividade inseticida
sobre T. castaneum.

Brito (2014) avaliou os efeitos de 6leos essenciais de C. pulegiodorus e O. basilicum
sobre C. maculatus e Zabrotes subfasciatus em diferentes concentragdes (0.0, 5, 10, 15 e 20
uL / L de ar). Para o efeito fumigante O. basilicum ocasionou 100% de mortalidade de C.
maculatus enquanto que ndo foram observadas diferencas significativas para as
concentracdess de C. pulegiodorus. Para Z. subfasciatus a autora observou 100% de
mortalidade deste inseto em todas as concentracdes utilizadas de O. basilicum e C.
pulegiodorus. J& Magalhdes (2014) avaliou os 6leos essenciais de C. pulegiodorus e O.
basilicum sobre S. zeamais e T. castaneum, verificando 90% de mortalidade de S. zeamais na
concentracdo de 20 uL de C. pulegiodorus enquanto que o 6leo essencial de O. basilicum ndo
apresentou efeito sobre este inseto. Da mesma forma, ndo houve diferencas significativas
entre as concentragdes testadas sobre T. castaneum. Campos et al. (2014) avaliaram o 6leo
essencial de Baccharis articulata sobre adultos de C. maculatus. O 6leo essencial apresentou
como compostos majoritarios o B-pineno (22%), spatulenol (10%), B-cariofileno (21,5%) e
biciclogermacreno (17%), sendo que esses dois Ultimos componentes também presentes no
6leo essencial de C. pulegiodorus, promoveram 100% de mortalidade.

Segundo Tinkeu et al. (2004), a principal propriedade de um fumigante € a sua
capacidade de difusdo na massa de grdos, uma vez que a difusdo de um gas depende
principalmente do seu peso molecular e seu ponto de ebuli¢do. Quanto menores esses valores,
maior serd a velocidade de difusdo, tornando o controle mais eficiente. A mortalidade dos
insetos é apenas um dos efeitos a serem atingidos no controle de pragas com plantas
inseticidas. Assim a finalidade principal no controle alternativo com plantas inseticidas é que
ocasionem efeitos secundarios como reducdo da oviposicdo e da alimentacdo, por exemplo
(VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2000).

4. CONCLUSOES

Os oOleos essenciais de manjericdo (O. basilicum), velaminho (C. pulegiodorus) e
horteld (M. spicata) ocasionaram, dependendo da concentragdo, mortalidades superiores a
70% em R. dominica.

O Manjericdo e a horteld apresentaram os menores valores das CLsy e CLjgo para

promover a mortalidade de R. dominica. Contudo, a toxicidade apresentada por todos os 6leos
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estudados nos bioensios de fumigagdo demonstraram o potencial de sua utilizacdo no manejo

de R. dominica.
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CAPITULO Il: TOXICIDADE POR CONTATO E REPELENCIA DE OLEOS
ESSENCIAIS SOBRE Rhyzopertha dominica F. EM MILHO ARMAZENADO.

RESUMO:

Neste trabalho avaliou-se o efeito de contato e repeléncia dos 6leos essenciais
Ocimum basilicum, Citrus aurantium, Mentha spicata e Croton pulegiodorus sobre adultos de
Rhyzopertha dominica em milho armazenado. Para os testes de contato foram utilizadas
placas de Petri (6¢cm de didmetro), sendo os 6leos essenciais diluidos em 500 pL de acetona e
aplicados em papel filtro de mesmo diametro, em diferentes concentracdes. Apds 24h foi
avaliada a mortalidade dos insetos. Para a avaliagéo do efeito repelente foram utilizadas duas
concentragdes subletais de cada 6leo, sendo estas inferiores a CLsg. Os testes foram feitos em
placas de Petri (6cm @) onde discos de papel-filtro foram divididos ao meio aplicando-se em
uma das metades uma das concentracdes dos 0leos (tratamentos) e na outra apenas a acetona
(testemunha). No centro da placa foram liberados os individuos de R. dominica e decorridas
24h foi realizada a contagem dos insetos encontrados em cada parte do disco. Os valores
determinados das CLsg variaram de 0,05 a 2,80 uL/cmz, indicando que a toxicidade dos 6leos
essenciais decresceu na seguinte ordem: M. spicata > C. pulegiodorus > O. basilicum > C.
aurantium. Os O6leos essenciais de C. pulegiodorus e M. spicata apresentaram maior
toxicidade por contato enquanto que no teste de repeléncia todos os 6leos essenciais foram
considerados repelentes. Ressalta-se que todos os 0Oleos essenciais estudados no presente
trabalho apresentaram propriedades para promover o controle de R. dominica, sendo um

indicativo de que podem ser promissores para 0 manejo deste coledptero.

Palavras-chave: Inseticidas vegetais, Efeito repelente, Bostrichidae, Graos armazenados.

CHAPTER I1: TOXICITY IN CONTACT AND REPELLENCY OF ESSENTIAL
OILS FOR Rhyzopertha dominica F. IN STORED CORN.

SUMMARY

It was evaluated in this research the effect of contact and repellency of the essential
oils Ocimum basilicum, Citrus aurantium, Mentha spicata and Croton pulegiodorus on adult
Rhyzopertha dominica in stored corn. For the contact test Petri dishes (6 cm diameter) were
used, where the essential oils were diluted in 500 pL acetone and applied to filter paper of the
same diameter, in different concentrations. The mortality of insects was evaluated after 24

hours. To evaluate the repellent effect two sublethal concentrations of each oil were used,
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which were less than the LCsp. The tests were conducted in Petri dishes (@ 6 cm) where filter
paper discs were divided in half by applying one of the halves the concentrations of oil
(treatment) and on the other acetone alone (control). R. dominica individuals were released in
the center of the plate and matered after 24 hours to count the insects found in each of the
discs. The LCsy values determined a range from 0.05 to 2.80 pL /cm? indicating that the
toxicity of essential oils decreased in the following order: M. spicata> C. pulegiodorus> O.
basilicum> C. aurantium. The essential oils of C. pulegiodorus and M. spicata had higher
toxicity by contact while in the repellency test all essential oils were considered repellent. It is
noteworthy that all essential oils studied in this research showed properties to promote the
control of R. dominica, being an indication that they can be promising for the management of

this coleptera.

Keywords: Vegetable Insecticides, Repellent Effect, Bostrichidae, Stored Grains.

1. INTRODUCAO

O inseto Rhyzopertha dominica (Fabricius 1792) (Coleoptera, Bostrichidae), € uma
das pragas mais destrutivas dos gréos cereais armazenados em todo o mundo, e considerada a
mais importante economicamente no Brasil (FARONI et al., 2004; LORINI, 2008). De grande
nocividade no armazenamento do trigo e arroz beneficiado ou com casca, ocorre também em
sorgo, milho, cevada e centeio (GALLO et al., 2002). Isso se deve, em parte, ao fato de tanto
adultos quanto as larvas penetrarem em grdos integros, produzindo grande quantidade de
residuos na forma de farinha (POY, 1991; ATHIE & PAULA, 2002).

O controle preventivo desta praga é feito com pds inertes ou inseticidas quimicos,
como deltametrina, e o controle curativo é feito com fumigantes, principalmente a fosfina.
Entretanto, falhas de controle tém sido observados sendo o principal motivo a resisténcia
dessa espécie ao inseticida deltametrina (LORINI & GALLEY, 1999). Relatos sobre
mecanismos de resisténcia a tratamentos quimicos em varias espécies de insetos associados a
sua alta toxicidade aos animais e ao homem tém sido cada vez mais constantes. Diversos
trabalhos realizados constaram a resistencia a fosfina e a inseticidas em populagoes de R.
dominica provenientes de diversos estados brasileiros (PAHECO et al., 1990; SARTORI et

35



al., 1990; GUEDES et al., 1996; LORINI et al., 2007; PIMENTEL et al., 2009; 2010). Assim,
existe a necessidade de desenvolver novas alternativas para o controle de insetos-praga uma
vez que 0 uso constante, prolongado ou a dependéncia de um Unico fumigante aumentam os
riscos de desenvolvimento de resisténcia a fosfina em populagdes de insetos (BENHALIMA
etal., 2004).

As relagfes planta-inseto e planta-planta sdo examinadas em termos do efeito de
substancias sobre as funcdes biologicas, estabelecendo-se que essas substancias séo
frequentemente metabdlitos secundarios, que constituem verdadeiros sinais quimicos nestas
interacbes. Entre esses metabdlitos, encontram-se 0s terpenos, especialmente 0s
monoterpenos e seus analogos, que sdo componentes abundantes de 6leos essenciais de
muitas plantas superiores (PRATES & SANTOS, 2002).

A utilizacdo de produtos vegetais com atividade inseticida promove, nos insetos, acdo
diversificada tais como: repeléncia, inibi¢do alimentar, inibicdo do crescimento, alteracbes no
comportamento sexual, esterilizagdo dos adultos, mortalidade na fase imatura ou adulta,
dentre outras (BENZI et al., 2009).

No Brasil existem diversas familias de plantas para exploracdo de 6leos essenciais, tais
como, Piperaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Euphorbiaceae, Verbenaceae, Lamiaceae, Rutaceae,
e Poaceae (COITINHO et al., 2011).

Dentro da familia Lamiaceae sdo encontrados os géneros Ocimum e Mentha que
recentemente estdo sendo investigados em relacdo a suas propriedades inseticidas sobre
diversos insetos-praga. Kéita et al (2001) avaliaram o efeito fumigante de O. basilicum e O.
gratissimum para o controle de Callosobruchus maculatus. Favero & Conte (2002)
observaram efeito para Mentha villosa, O. gratissimum e Lippia alba sobre S. zeamais. Khalfi
et al. (2006) estudaram a influéncia da composicdo do 6leo essencial de M. spicata sobre R.
dominica. Lopes et al. (2008) realizaram um fracionamento dos éleos essenciais de coentro,
cominho e manjericdo com o objetivo de determinar quais compostos eram responsaveis pela
toxicidade contra S. oryzae e R. dominica. Ogendo et al. (2008) testaram O. basilicum sobre
R. dominica, O. surinamensis e Callosobruchus chinensis. Benayad et al. (2012) avaliaram a
composi¢do quimica e o efeito inseticida do 6leo essencial de Mentha suaveolens e Mentha
pulegium em S. oryzae e R. dominica em Marrocos, enquanto que Esmaili et al. (2013)
avaliaram o efeito fumigante do 6leo essencial de M. pulegium sobre adultos de C. maculatus,

T. castaneum, Lasioderma serricorne e S. oryzae .
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Oleos essenciais de cascas de frutas do género Citrus, pertencente a familia Rutaceae,
foram descritos com propriedades inseticidas contra insetos de grdos armazenados. Prates et
al. (1998) avaliaram o limoneno (constituinte de Citrus spp.) para determinar possivel
atividade fumigante, contato e ingestdo contra R. dominica e T. castaneum. Forouzan et al.
(2013) avaliaram o potencial do 6leo essencial da casca de Citrus reticulata, contra adultos de
R. dominica. Ringuelet et al (2014) atribuiram ao limoneno, componente majoritario do 6leo
essencial de Lippia alba, como os responsavel pela atividade inseticida sobre T. castaneum.

Recentemente a familia Euphorbiaceae vem sendo investigada quanto ao seu potencial
para a producdo de 6leo essencial, sendo o género Croton bastante explorado. Brito (2014)
avaliou os efeitos de 6leos essenciais de Croton pulegiodorus e Ocimum basilicum sobre C.
maculatus e Zabrotes subfasciatus J& Magalhdes (2014) avaliou os 0Oleos essenciais de C.
pulegiodorus e O. basilicum sobre S. zeamais e T. castaneum,.

Dentro desse contexto o trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de contato e
repeléncia dos 06leos essenciais de Manjericdo (Ocimum basilicum), Laranja amarga (Citrus
aurantium), Horteld (Mentha spicata) e Velaminho (Croton pulegiodorus), sobre adultos de

R. dominica em milho armazenado.

2. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram desenvolvidos nos Laboratérios de Entomologia e do Programa
de Pds-Graduacdo em Producdo Vegetal (PGPV) da Unidade Académica de Serra Talhada
(UAST), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2.1 Criacado de R. dominica
Os insetos foram criados em grdos de milho a temperatura de 30 + 2°C, umidade

relativa de 60% e escotofase de 12 horas, em camaras climaticas do tipo B.O.D.,
acondicionados em recipientes fechados com tampa plastica perfurada e revestida
internamente com tecido fino para permitir as trocas gasosas. Foram confinados durante sete
dias para efetuarem a postura, em seguida retirados e 0s recipientes estocados até a
emergéncia da proxima geracdo. Este procedimento foi efetuado por sucessivas geragoes, de

modo a assegurar a quantidade de adultos necessarios para a execucao dos experimentos.
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2.2 Eliminacéo de infestacéo e equilibrio da umidade dos gréos
Gréos de milho limpos e secos, utilizados para a criagdo e bioensaios com R.

dominica, foram acondicionados em sacos plasticos mantidos em freezer sob temperatura de -
10°C,durante sete dias, para eliminacdo de eventuais infestacfes de insetos provenientes do
campo. Apds este periodo no freezer, os grdos foram transferidos para frascos de vidro e

mantidos no laboratdrio a temperatura ambiente.

2.3 Obtencao do oleo essencial
Os Oleos essenciais de Manjericdo (Ocimum basilicum), Laranja amarga (Citrus

aurantium) e Horteld (Mentha spicata) foram adquiridos da empresa Terra-flor Ind. e Com. de
aromaterapicos LTDA.

O 6leo essencial de Velaminho (Croton pulegiodorus) foi obtido no Laboratério do
PGPV (UFRPE/UAST). O material botanico utilizado para a producdo do 6leo essencial de C.
pulegiodorus foi coletado no Municipio de Triunfo — PE. A identificacdo da planta foi
realizada por especialista do Herbario do Semiéarido do Brasil (HESBRA) com Voucher - S.S.
Matos 104.

O oOleo essencial de C. pulegiodorus foi extraido no Laboratério do PGPV
(UFRPE/UAST). O dleo foi obtido de folhas frescas no qual foram utilizadas 200g de folhas
trituraras e 3L de agua destilada. O material vegetal coletado foi submetido a hidrodestilacdo
por 2 horas, em um baldo de 3L, em um aparelho do tipo Clevenger (Figura 1A). A emulsdo
obtida (500mL) por esse processo foi colocada no funil de bromo com 200mL de
diclorometano sendo posteriormente agitada. Apds alguns minutos em repouso, 0
diclorometano e o 6leo decantaram (Figura 1B), transferindo-se esse material para um baléo.
Utilizou-se um funil de vidro contendo algoddo e sulfato de s6dio na sua parte inferior para
evitar que o material fosse contaminado com a &gua. Esse baldo foi encaixado ao rota-
evaporador e o diclorometano separado do 6leo a vacuo (Figura 1C), permanecendo, assim
somente o 6leo essencial dentro do baldo, o qual foi armazenado em recipiente ambar,

hermeticamente fechado, em baixas temperaturas (refrigerador).

2.4 Contato

Os Gleos essenciais utilizados foram diluidos, em 500uL de acetona, em diferentes
concentracdes definidas previamente por testes preliminares. Como testemunha foi utilizado
apenas 0,5mL de solvente. Foram utilizadas as seguintes doses: para Oleo essencial de
Manjericdo (O. basilicum) 0, 0.17, 0.35, 0.53, 0.63, 0.70 e 1.23uL/cm?; para o 6leo essencial
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de Laranja amarga (C. aurantium) 0, 1.76, 2.12, 2.47, 2.83, 3.18, e 3.53uL/cm?; para 0 6leo
essencial de Hortela (M. spicata) 0, 0.07, 0.14, 0.21, 0.35, 0.53 e 0,70pL/cm?; e para o 6leo
essencial de Velaminho (C. pulegiodorus) 0, 0.03, 0.07, 0.14, 0.21, 0.28 e 0.35pL/cm?.

O ensaio foi realizado em exposicdo de superficie de contato sendo a metodologia
descrita por Pauliquevis et al. (2013), onde as doses dos 6leos essenciais foram aplicadas em
papel filtro de 6cm de didmetro. Apos a evaporacdo do solvente, os papéis foram colocados
em placas de Petri do mesmo didmetro, sendo liberados sobre o papel 10 insetos adultos de R.
dominica. Foram utilizadas 10 repeticdes por tratamento e apds 24 horas realizou-se as
avaliacbes de mortalidade dos insetos. A razdo de toxicidade (RT) foi obtida através do
quociente entre a CLso do 6leo essencial que apresentou menor toxicidade e as CLsy dos 6leos
restantes. Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo programa ASSISTAT e
analise de Probit pelo Programa STATPLUS para obtencdo das concentracdes letais que

promovem a mortalidade de 50% e 100% dos individuos (DLsg € DL 100).

2.5 Repeléncia

Para avaliacdo da repeléncia dos 6leos essenciais foram utilizadas duas concentragdes
sub-letais, estimadas no teste de superficie de contato da DLsp, como a seguir: as doses 0.20,
0.40 e 0.81uL/cm? para 0 manjericdo; as doses 0.70, 1.40 e 2,80 pL/cm? para a laranja
amarga; as doses 0.41, 0.82 e 1.64 plL/cm® para a horteld e as doses: 0.82, 1.65 e
3.31uL/cm?para o velaminho.

Utilizou-se discos de papel-filtro, com 6cm de diametro, divididos ao meio para a
aplicacdo do 6leo essencial (diferentes doses), os quais foram aplicados, separadamente, em
uma das metades. Na outra metade do papel aplicou-se apenas 500 pL do solvente acetona,
como controle. Apds a secagem, os discos foram colocados em placas de Petri com mesmo
diametro, e em seguida foram liberados 10 insetos adultos de R. dominica, em 10 repeticdes.
Apo6s 24h foi avaliado o numero de insetos encontrados na superficie tratada com o dleo
essencial e o nimero de insetos encontrados na superficie tratada apenas com o solvente. O
indice de Repeléncia (IR) foi calculado pela formula: IR = 2G/(G + P), onde G = % de insetos
atraidos no tratamento e P = % de insetos atraidos na testemunha. Os valores de IR variam
entre zero e dois, sendo que IR = 1 indica repeléncia semelhante entre o tratamento e a
testemunha (tratamento neutro), IR > 1 indica menor repeléncia do tratamento em relacéo a
testemunha (tratamento atraente) e IR < 1 corresponde a maior repeléncia do tratamento em

relacdo a testemunha (tratamento repelente). O intervalo de seguranca utilizado para
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considerar se o 6leo essencial € ou ndo repelente foi obtido, a partir da média dos IR (indice
de repeléncia) e do respectivo desvio padrdo (DP), ou seja, se a média dos IR for menor que 1
- DP, oleo essencial é repelente; se a média for maior que 1 + DP o 06leo essencial é atraente e
se a média estiver entre 1 - DP e 1 + DP, o0 06leo essencial é considerado neutro. Este indice é

uma adaptacdo da férmula citada por Lin et al. (1990) para indice de consumo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade de adultos de R. dominica expostos aos Oleos essenciais de O.
basilicum (F=28.10; p <0.01), C. aurantium (F=207.33; p <0.01), M. spicata (F=61.30; p
<0.01) e C. pulegiodorus (F=286.17; p <0.01), aumentou em funcdo das doses utilizadas
(Figuras 1 a 4). A mortalidade ocasionada pelo 6leo essencial de O. basilicum atingiu cerca de
90% na concentracao utilizada (1,23pL/cm?) (Figura 1). Para o 6leo essencial C. aurantium a
mortalidade teve um aumento consideravel atingindo 75% de mortalidade com a aplicacdo de
2,83uL/cm?, e nas doses seguintes a mortalidade caiu e se estabilizou em cerca de 60%
(Figura 2). Para o 0Oleo essencial de M. spicata a mortalidade aumentou diretamente com o
aumento das concentracdes, promovendo 100% de mortalidade na dose de 0,70 pL/cm?
(Figura 3). Em relagdo a todos os Oleos essenciais utilizados, o 6leo essencial de C.
pulegiodorus foi o mais eficiente, promovendo 100% de mortalidade na dose de 0,35 pL/cm?,

cerca de 50% a menos em comparacao com o 0leo essencial de Horteld (Figura 4).
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Figura 1- Mortalidade de R. dominica, por contato, em diferentes concentragdes do
6leo essencial de Manjericdo (Ocimum basilicum).
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Figura 2- Mortalidade de R. dominica, por contato, em diferentes concentracdes do 6leo
essencial de Laranja (Citrus aurantium).
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Figura 3- Mortalidade de R. dominica, por contato, em diferentes concentragdes do 6leo
essencial de Horteld (Mentha spicata).
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Figura 4- Mortalidade de R. dominica, por contato, em diferentes concentracbes do 6leo

essencial de Velaminho (Croton pulegiodorus).

De acordo com as CLsg a toxicidade dos 6leos essenciais decresceu na seguinte ordem:
Mentha spicata > Croton pulegiodorus > Ocimum basilicum > Citrus aurantium (Tabela 1).
Os valores das CLsg variaram de 0,05 a 2,80 pL/cm? com as maiores toxicidades alcancadas
para os Oleos essenciais de Mentha spicata e Croton pulegiodorus que apresentaram as
menores concentracdes para promover a mortalidade de 50% dos individuos. Ja nas CLgo as
maiores toxicidades alcancados foi para o 6leo essencial de Croton pulegiodorus e Mentha
spicata, uma inversdo em relacdo a CLso, que pode ser atribuida a composicdo quimica e a
volatilizacdo do 6leo essencial. As razfes de toxicidade (RTsp) apresentaram valores entre
25,45 e 3,45 (Tabela 1). Segundo Prates et al.(1998) as substancias encontrados nos 6leos
essenciais apresentam diferentes taxas de evaporagdo, na qual provavelmente a taxa de
evaporacdo de Horteld seja bastante rapida e que para promover uma maior mortalidade foi
necessaria uma gquantidade maior de 6leo essencial.

De maneira geral, todos os Gleos essenciais testados apresentaram potencial para
promover a mortalidade de R. dominica. Os 6leos essenciais de Croton pulegiodorus e
Mentha spicata apresentaram maior toxicidade por contato, ou seja, apresentaram menores
CLso e CLygo. Possivelmente, a mortalidade observada esté relacionada a atividade biologica

dos compostos presentes nos Gleos essenciais e sua estrutura quimica.
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Tabela 1 — Toxicidade, por contato, de diferentes 6leos essenciais para Rhyzopertha dominica

em milho armazenado.

2

Oleos essenciais N Coeficiente Cls CL1oo RT X P
angular + EPM (IC 95%) (IC95%) (CLs)
uL/cm? uL/cm?
C. aurantium 700 0,0298+0,0136 2,80 4,58 - 46,61  0,0001
C. pulegiodorus 700 0,4454+0,1141 0,11 0,23 25,45 1,42 0,0001
M. spicata 700 0,1377+0,0595 0,05 0,44 56 0,69 0,0001
O. basilicum 700 0,0995+0,0260 0,81 1,36 3,45 3,23 0,0001

N=numero de individuos; EPM= Erro Padrdo da Média, IC= Intervalo de Confian¢a, RT= Razdo de toxicidade,

x*= Qui-quadrado e P=Probabilidade.

Sabe-se que os Oleos essenciais sdo fontes potenciais de inseticidas botanicos, por
ocasionar maior penetracdo no tegumento bem como atuar em enzimas digestivas e
neuroldgicas (ISMAN, 2006; MOHAMED & ABDELGALEIL, 2008). Possuem acao
neurotoxica e o sitio de ligacdo nos insetos é o octopaminérgico, atuando sobre a octopamina,
que aumenta o estado de excitacdo do inseto, podendo provocar uma acdo disruptiva do
neurbnio despareado (CHAPMAN, 1998; ENAN, 2001). A acdo dos monoterpendides dos
6leos essenciais sobre insetos sdo a hiperatividade, seguida de hiperextensdo das pernas e
abdéme, um breve espasmo e uma rapida imobilizacdo seguida de morte (ENAN, 2001). Os
monoterpenos e seus analogos sdo considerados compostos importantes, tendo grande
abundancia nos 6leos essenciais, com potencial toxico nos processos bioguimicos basicos
com consequéncias fisioldgicas e comportamentais dos insetos (COITINHO et al., 2011).

Os componentes majoritarios dos 6leos essenciais estudados no presente trabalho
provavelmente devem ter sido responsaveis pela acdo inseticida. Como reportado por Prates et
al. (1998), os terpenos, sobre o0s insetos, podem atuar por toxicidade de contato (via cuticula),
por fumigacao (via sistema respiratdrio) e por ingestdo (via sistema digestério).

Em relacdo aos 6leos essenciais adquiridos comercialmente, a empresa produtora
(Terra Flor) apresentou como principais componentes 0s seguintes compostos: Mentol
(35,20%), Acetato de Metila (6,22%) e o Pulegona (3,62%) para Hortel&; Estragole (72, 67%)
e Linalool (22,41%) para o Manjericdo; e Limoneno (90,78%) e Mirceno (3,87%) para a

Laranja amarga.
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Segundo Silva (2006) o 6leo essencial de Velaminho apresenta,56 constituintes, sendo
como componentes majoritarios B-Cariofileno (21,80%), Biciclogermacreno (17,49%) e
Germacreno D (10,16%). De fato, os Oleos essenciais das espécies de Croton apresentam
mono e sesquiterpenos, com uma gama diversa de constituintes quimicos. Neste sentido,
Neves & Cémara (2012) identificaram 29 substancias para C. pulegiodorus. Brito (2014)
avaliou o efeito do dleo essencial de C. pulegiodorus sobre Callosobruchus maculatus e
Zabrotes subfasciatus. A autora observou que para as concentracfes utilizadas ndo houve
diferencas significativas na mortalidade de C. maculatus, enquanto que houve 100% de
mortalidade de Z. subfasciatus. J& Magalhdes (2014) avaliou este mesmo 6leo essencial sobre
Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum, observando 90% de mortalidade (em 20 pL/L)
para S. zeamais e nenhuma diferenca significativa na mortalidade de T. castaneum.

Em relacdo ao efeito inseticida por contato, Aggarwal et al (2001) isolaram o
componente L-mentol e derivados do dleo essencial de Mentha arvensis, os quais foram
testados quanto a toxicidade contra C. maculatus, R. dominica, S. oryzae e T. castaneum. Os
autores observaram que o L-mentol foi altamente repelente para todas as espécies (dose de
0,353 mg /cm?) indicando que este 6leo essencial é altamente repelente, ovicida e txico por
contato. Neste sentido, provavelmente o mentol deve ser o responsavel pela alta mortalidade
de R. dominica no presente trabalho, uma vez que foi o constituinte majoritario encontrado.

De maneira geral, o efeito repelente dos 6leos essenciais foi mais evidenciado para as
menores doses (Tabela 2). Para o 6éleo essencial de O. basilicum, a menor dose promoveu a
maior porcentagem de repeléncia e a maior dose foi considerada neutra. J& para o Oleo
essencial de C. aurantium todas as doses foram consideradas repelentes, sendo observada a
maior porcentagem de repeléncia para as doses maiores. J& para M. spicata a maior e a menor
dose foram repelentes. Em relacdo a C. pulegiodorus, a repeléncia foi constatada apenas na
menor dose e as demais consideradas neutras.

De forma semelhante Pauliquevis et al. (2013) também encontraram maior efeito
repelente do Gleo essencial de P. umbellata sobre R. dominica na menor dose. Segundo 0s
autores nas doses mais altas foram observadas a ndo movimentagdo dos insetos até uma hora
e, apés 24 horas, esses se espalharam aleatoriamente pela arena, ndo obtendo o efeito
repelente. Ainda segundo o0s autores algumas substancias vegetais, dependendo da
concentracdo, podem provocar outros efeitos fisiologicos ou comportamentais, diminuindo ou

interrompendo o0 movimento do inseto nas concentragcdes mais altas.
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Tabela 2: Porcentagem e indice de repeléncia dos 6leos essenciais de O. Basilicum, C.
aurantium, M. spicata e C. pulegiodorus sobre R. dominica no periodo de 24h.

Adultos atraidos (%) Classificacao
Concentragoes

Oleo essencial (uL/cm?)  Oleos  Testemunha IR+DP

O. basilicum 0,20 27 73 0,72+0,26  Repelente
0,40 32 68 0,48+0,22 Repelente
0,81 37 63 0,76+0,29 Neutro

C. aurantium 0,70 27 73 0,44+0,16 Repelente
1,40 15 85 0,28+0,26  Repelente
2,80 20 80 0,44+0,29 Repelente

M. spicata 0,41 22 78 0,44+0,26  Repelente
0,82 30 70 0,64+0,86  Neutro
1,64 18 82 0,44+0,21 Repelente

C. pulegiodorus 0,82 29 71 0,72+0,26  Repelente
1,65 38 62 0,68+0,43 Neutro
3,31 53 47 1,3240,52 Neutro

IR=Indice de repeléncia, DP=Desvio padrio.

O efeito repelente € 0 modo de acdo mais comum entre 0s 6leos essenciais, que pode
estar diretamente relacionado com a presenca de compostos terpendides causando, por
exemplo, a inibicdo da acetilcolinesterase e causando a morte do inseto pela faléncia
respiratoria (VIEGAS JUNIOR, 2003; CHAMBERS & CARR, 1995).

Segundo Pedotti-Striquer et al. (2006), a acdo repelente das plantas sobre insetos se da
pelos alomdnios, substancias quimicas que favorecem a planta contra herbivoros. A
repeléncia € uma propriedade de extrema importancia para o controle de pragas de grdos
armazenados e pode ser um fator primordial na escolha do éleo essencial. De maneira geral,
qguanto maior for o efeito repelente menor serd a infestacdo e, consequentemente, ocorrera
uma reducdo do nimero de posturas e também do ndmero de insetos emergidos (COITINHO
et al., 2006).

Muitas espécies de Ocimum foram reportadas por terem efeito inseticida e repelente
sobre varios insetos (KEITA et al., 2001; MURUGAN et al., 2007). A repeléncia do eugenol
foi comprovada em bioensaios com S. zeamais, R. dominica e Sitotroga cerealella (BEKELE
et al. 1996). Prates et al. (1998) e Rozman et al. (2007) observaram que o monoterpeno 1,8-
cineol (eucaliptol) apresentou efeito inseticida sobre R. dominica. Da mesma forma, Bekele &
Hassanali (2001) observaram que a concentracao de 0.8 mg/cm? do 6leo esséncial de Ocimum

kilimandscharium e 0.6 mg/cm? de Ocimum kenyense apresentaram bioatividade sobre R.
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dominica, provavelmente atribuido a presenca de 1,8-cineol (eucaliptol). O potencial
inseticida do 6leo essencial de O. basilicum também foi avaliado sobre R. dominica, por
LOPEZ et al. (2008), sendo observado que o componente (E)-anetol a 880 ppm foi téxico
para esta praga. O 6leo de Ocimum gratissimum foi testado contra adultos de S. oryzae, T.
castaneum, O. surinamensis e R. dominica, e seus componentes B -(Z) ocimeno e eugenol
causaram efeitos fumigante e repelente (OGENDO et al., 2008).

Propriedades repelentes de Mentha foram avaliadas sobre diversas pragas agricolas.
Os oOleos essenciais de Mentha piperita e C. citratus apresentaram efeito repelente sobre S.
zeamais (CONTE et al., 2001) demonstrando o potencial para utilizacdo de material botanico
para o controle de pragas de grdos armazenados. Odeyemi et al. (2008) verificaram 100% de
repeléncia do 6leo essencial de Mentha longifolia sobre S. zeamais enquanto que Kumar et al.
(2009) reportaram 85% de repeléncia do dleo essencial de M. arvensis sobre Callosobruchus
chinensis. Kedia et al (2014) observaram que o 6leo essencial de M. spicata ocasionou 60%
de repeléncia sobre C. chinensis & concentracdo de 0.0125 pL/ mI™* e 100% de repeléncia &
concentracdo de 0.025 pL/ ml™.

Algumas pesquisas também vém sendo desenvolvidas com plantas da familia dos
Citrus (Rutaceae). Xiaoqging et al. (1998) sugeriram que R. dominica pode ser controlado
pelos componentes de Citrus spp. (particularmente pelo limonene) apds avaliarem o efeito de
contato, repeléncia e fumigacdo de sete plantas. Kumar et al. (2008), avaliando o dleo
essencial de Aegle marmelos, observaram efeito detrrente para alimentacdo e reducdo de
danos e perda de peso dos graos atacados por R. dominica.

Estudos realizados com algumas espécies de Croton que ocorrem no Brasil mostraram
o isolamento de 109 compostos, de varias classes estruturais, como diterpenos, alcaloides,
flavandides e triterpenos (TORRES, 2008). Brito (2014) observou para o 0Oleo de C.
pulegiodorus que todas as doses foram classificadas como repelentes para C. maculatus. A
autora verificou, ainda, que para Z. subfasciatus os 6leos essenciais de C. pulegiodorus e O.
basilicum foram classificados como repelentes. Da mesma forma, Magalh&es (2014) observou
que os Oleos essenciais de C. heliotropiifolius e C. pulegiodorus foram considerados

repelentes para S. zeamais e T. castaneum em milho armazenado.

4. CONCLUSOES
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Todos os 6leos essenciais utilizados no presente estudo apresentaram efeito toxico
(contato) sobre R. dominica, mas os de Velaminho (C. pulegiodorus) e de Horteld (M.
spicata) ocasionaram mortalidades de 90 a 100%, mesmo em concentra¢fes muito baixas.

As concentragdes letais (CLso e CL 109) dos 6leos essenciais de C. pulegiodorus e de
M. spicata foram extremamente baixas, quando comparadas as de Laranja amarga (C.
aurantium) e de Manjericdo (O. basilicum) e de outros 6leos essenciais comumente usados
sobre pragas de graos armazenados.

Todos os 6leos essenciais utilizados foram considerados repelentes para R. dominica.

Diante do exposto, os 6leos essenciais de Velaminho (C. pulegiodorus), Horteld (M.
spicata), Laranja amarga (C. aurantium) e Manjericdo (O. basilicum) parecem promissores
para 0 manejo de R. dominica em milho armazenado j& que causaram mortalidade

significativa e apresentaram atividade inseticida e repelente.
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