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RESUMO

Dentre as pragas que atacam o milho (Zea mays L.), Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum
destacam-se por ser responsaveis por perdas qualitativas e quantitativas nos graos armazenados.
Inseticidas sintéticos fumigantes e protetores sdo muito utilizados no controle desses insetos,
porém sdo toxicos ao homem e podem induzir o surgimento de populaces resistentes. Plantas
com acao inseticida tém sido cada vez mais utilizadas como método alternativo no controle
contra as principais pragas que ocorrem em produtos armazenados. Neste trabalho, o 6leo
essencial obtido das folhas de Croton argenteus, Croton laceratoglandulosus, Croton
urticifolius foram extraidos por hidrodestilacdo e caracterizados quanto a constitui¢do quimica.
Os 6leos foram avaliados quanto a toxicidade contra Sitophiluszeamais e Tribolium castaneum
por bioensaios de fumigacdo e ingestdo. Parametros como repeléncia, emergéncia e taxa
instantanea de crescimento, bem como pardmetros nutricionais foram determinados. A analise
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) revelou que o 0leo
essencial de C. argenteus, C. laceratoglandulosus, C. urticifoliussao ricos em terpenos com
conhecida atividade inseticida; sendo o (E)-Cariofileno (23,38%) o majoritario para C.
argenteus e o biciclogermacreno majoritario para o C. laceratoglandulosus com 28,08%, e C.
urticifolius com 44,53%. Os 6leos induziram a mortalidade das duas espécies de coledpteros,
tanto por fumigacdo quanto por ingestdo.Bioensaios de fumigacéo apresentaram CLso (que € a
concentracdo de uma substancia que causa a mortalidade da metade dos individuos) de 5,75 e
1,7 pg/g para o 6leo de C. argenteus,1,65ul./g e 2,2ul/g para C. laceratoglandulosus e 2,6
uL/g e 2,371 para C. urticifolius, para

S. zeamais e T. castaneum respectivamente. A toxicidade por ingestdo apresentou LCsg maiores
correspondendo a 35,22 e 27,5 pg/g para C. argenteus, 35,22 e 27,5 pg/g para C.
laceratoglandulosus e 27,74 uL/g e 48,4 pL/g para C. urticifolius, para S. zeamais e T.
castaneum respectivamente. A toxicidade por fumigacéo dos 3 6leos reduziu a taxa instantanea
de crescimento, por promover repeléncia e diminuicdo da emergéncia de novos individuos. A
toxicidade por ingestdo ocorreu por promover efeitos anti-nutricionais que causaram perda de
biomassa. Em conclusdo, o 6leo essencial de folhas de C. argenteus, C. laceratoglandulosus e
C. urticifolius apresentaram toxicidade contra os insetos praga S. zeamais e T. castaneum,

podendo ser um potencial agente inseticida.

Palavras-chaves: Caatinga; Caracterizacdo quimica; Croton; Oleos volateis.



ABSTRACT

Among the pests that attack maize (Zea mays L.), Sitophilus zeamais and Tribolium castaneum
stand out for being responsible for qualitative and quantitative losses in stored grains. Fumigant
and protective synthetic insecticides are widely used to control these insects,but they are toxic
to humans and can induce the emergence of resistant populations. Plants with insecticidal action
have been increasingly used as an alternative method to control the main pests that occur in
stored products. In this work, the essential oil obtained from the leaves of Croton argenteus,
Croton laceratoglandulosus, Croton urticifolius were extracted by hydrodistillation and
characterized for chemical constitution. The oils were evaluated for toxicity against Sitophilus
zeamais and Tribolium castaneum by fumigation bioassays and ingestion. Parameters such as
repellency, emergence and instantaneous growth rate, as well asnutritional parameters were
determined. GC/MS analysis revealed that C. argenteus, C. laceratoglandulosus, C. urticifolius
essential oils are rich in terpenes with known insecticidal activity; being the (E)-Caryophyllene
(23.38%) the majority for C. argenteus and the bicyclogermacrene major for C.
laceratoglandulosus with 28.08%, and C. urticifolius with 44.53%. The oils induced mortality
of both species of beetles, both by fumigation andingestion. Fumigation bioassays presented
LCso of 5.75 and 1.7 pg/g for C. argenteus oil,

1.65 and 2.2uL/g for C. laceratoglandulosus and 2.6 and 2.371 uL/g for C. urticifolius, for S.
zeamais and T. castaneum respectively. Ingestion toxicity showed higher LCso than fumigation
corresponding to 35.22 and 27.5 pg/g for C. argenteus, 35.22 and 27.5 pg/g for C.
laceratoglandulosus and 27.74 and 48.4 uL/g for C. urticifolius, for S. zeamais and T.
castaneum respectively. The fumigation toxicity of the 3 oils reduced the instantaneousgrowth
rate by promoting repellency and reducing the emergence of new individuals. Ingestion toxicity
occurred by promoting anti-nutritional effects that caused loss of biomass. In conclusion, the
essential oil of C. argenteus, C. laceratoglandulosus and C. urticifolius leaves showed toxicity

against the insects S. zeamais and T. castaneum, and may be apotential insecticide agent.

Keywords: Caatinga; Chemical characterization; Croton; Volatile oils.
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1 INTRODUCAO

Em condicGes climéticas tropicais, 0s insetos adquirem particular importancia comopragas
dos graos armazenados, pelo fato da massa de graos constituir-se em ambiente ideal para seu
desenvolvimento. Quando os niveis populacionais dos insetos-praga sdo altos, uma série de
fatores interage colaborando para o comprometimento da qualidade dos produtos que,muitas
vezes, se tornam improprios para o consumo humano. Os danos sofridos pelos gréos
armazenados séo definitivos e irreparaveis, uma vez que o processo de alimentagdo das pragas
causa uma consideravel perda de peso, reducdo do valor nutricional e do poder germinativo,
diminuigdo do grau de higiene e a desvalorizagdo do produto. Ainda, a atividade dos insetos
causa 0 aguecimento da massa de graos no local da infestagéo, contribuindo para o0 aumento da
atividade respiratoria da massa de gréos, proporcionando maior consumo de matéria seca e,
consequentemente, rapida deterioracdo do produto (FARONI; SILVA, 2008).

O metodo mais empregado para controlar insetos-praga na agricultura se faz por meio da
aplicacdo de inseticidas quimicos, sendo este considerado ainda o método mais eficiente.
Porém, o uso exacerbado e de forma indiscriminada de inseticidas quimicos ocasiona inUmeros
problemas relacionados a satde humana, de animais e do meio ambiente, como contaminagéo
do solo e da &gua, intoxicacdo dos aplicadores, desequilibrio no controle bioldgico e na
polinizacdo e promove a resisténcia dos insetos praga (FINKLER, 2012; BRAVO et al., 2011).
Com o objetivo de reduzir tais impactos negativos, alternativas para omanejo destes insetos-
praga vém sendo pesquisadas e introduzidas no Brasil (MARIANO; SANTOS; SANTOS,
2006; FINKLER, 2012). Uma destas alternativas para diminuir o uso dos inseticidas quimicos
é a utilizacdo de pos, extratos e Oleos essenciais de plantas, 0s quais podem ser obtidos atraves
de recursos renovaveis (KIM et al., 2003a; SMANIOTTO et al., 2010).

Os danos causados por insetos-praga, em especial os carunchos e gorgulhos, sdo um dos
maiores problemas para os grdos armazenados (SILVEIRA et al., 2006). Dentre esses se
destacam as espécies Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae) e
Tribolium castaneum (Herbst, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), estando presentes
principalmente nas regides mais quentes e tropicais sendo consideradas pragas primaria e
secundaria, respectivamente, de grande importancia agricola (FAZOLIN et al., 2010;
ANTUNES et al., 2011).
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Compostos provenientes do metabolismo secundario dos vegetais vém sendo cada vez mais
estudados quanto ao seu potencial inseticida.

De acordo com Raut e Karuppayil (2014) e Teixeira et al., (2013), os 6leos essenciais sdo
misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas provenientes do metabolismo
secundario vegetal e que vém se mostrando promissores na agricultura, na qual se projeta o uso
destes compostos como repelentes de insetos, inseticidas ou moluscicidas. Como por exemplo,
os 6leos essenciais extraidos de Croton heliotropiifolius Kunth e Croton pulegiodorus Baill,
mostraram atividade inseticida frente a S. zeamais e T. castaneum (SANTOS et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2015) e os de C. heliotropiifolius e Croton argyrophyllus Kunth
demonstraram atividade antimicrobiana e antioxidante (DA SILVABRITO et al., 2018).

De acordo com Raut e Karuppayil (2014) e Teixeira et al., (2013), os 0leos essenciais séo

misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas provenientes do metabolismo
secundario vegetal e que vém se mostrando promissores na agricultura, na qual se projeta o0 uso
destes compostos como repelentes de insetos, inseticidas ou moluscicidas.
Os oOleos essenciais podem ser encontrados em varias familias, como Anacardiaceae,
Annonaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae e Myrtaceae. Na familia Euphorbiaceae, o
género Croton se destaca como segundo maior género, com aproximadamente 1250 espécies
(COSTA FILHO et al., 2012), com cerca de 321 especies distribuidas em todos os biomas do
Brasil (Amazoénia, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Caatinga) (CORDEIRO et al., 2015;
SILVA et al., 2010 ). As espécies desse género tém ampla utilizacdo na Medicina. Espécies de
Croton séo usadas para tratar de algumas doencas como diabetes, diarreia, malaria, febre,
inflamac@es do figado, rins, vesicula e para controlar niveis elevados de colesterol (MACIEL
etal., 2002), assim como atividade inseticida (DE LIMA et al., 2013; SILVA et al., 2014; DIAS;
MORAES., 2014). Porém varias espécies do género continuam sem informacg6esacerca da
composicdo quimica ou sobre as possiveis potenciais atividades biologicas, como Croton
argenteus, Croton laceratoglandulosus e Croton urticifolius.

Tendo em vista a escassez de informacdes a respeito da composicdo quimica e atividades
bioldgicas de C. argenteus, C. laceratoglandulosus e C. urticifolius, este trabalho teve como
objetivo verificar a composicdo guimica e potencial inseticida dos 6leos essenciais das folhas

de C. argenteus, C. laceratoglandulosus e C. urticifolius.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 OLEOS ESSENCIAIS: DEFINICAO E PRINCIPAIS
CARACTERISTICAS

Oleos essenciais podem ser definidos como misturas de compostos volateis, liquidos e em
sua grande maioria, odoriferos. S8o sollUveis em solucBes apolares e apresentam baixa
solubilidade em agua, porém suficiente para aromatizar solugcdes aquosas (ESCOBAR et al.,
2010). Apresentam baixa estabilidade, principalmente quando expostos ao ar, mas também
s8o poucos estaveis frente a calor, luz, umidade e metais, por isso sdo chamados de esséncias,
etéreos ou 6leos volateis. Em geral, possuem aroma agradavel e forte (SIMOES et al., 2007;
GUIMARAES et al., 2008). Quanto & coloraco, geralmente apds extracdo séo incolores ou
amarelados; poucos séo 0s 0leos que apresentam uma cor definida, como o 6leo essencial de
camomila de coloracdo azul devido & alta concentracdo de azuleno (SIMOES et al., 2007;
GUIMARAES et al., 2008).

Os oOleos essenciais podem estar presentes em varias partes das plantas, como flores, folhas,
raiz, casca de caules, sementes e frutos (AMORATI et al., 2013) e sdo armazenados em células
secretoras especializadas, como os tricomas glandulares, cavidades e canais secretores
(BAKKALI et al., 2008), e normalmente sdo extraidos por destilacdo a vapor ou
hidrodestilagdo (BAKKALI etal., 2008; TUREK; STINTZING, 2013).

Compdem o que se chama a “esséncia das plantas” (VALGIMIGLI et al., 2012), e por
comumente apresentarem odor agradavel podem ser utilizados em quantidades significativas
nas industrias de perfumes e aromas (CALO et al., 2015). Para Turek e Stintzing (2013), os
6leos essenciais representam uma op¢ao promissora nas areas da nutricdo, farmacéutica e
agricola, pelas inumeras propriedades que apresentam, como antisséptico, antibacteriano, anti-
inflamatdrio, analgésico, nematicida, antifingica, inseticida e antioxidante (BAKKALI et al.,
2008; BASSOLE; JULIANI., 2012; YORK et al., 2012; AMORATI et al., 2013).

2.2 CONSTITUICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS
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A constituicdo quimica dos 6leos essenciais é determinada geneticamente e varia de acordo
com a espécie, periodo vegetativo, clima, temperatura, ritmo circadiano e altitude (SIMOES et
al., 2007). Apresentam uma composi¢do variada, as vezes contendo mais de 100 substancias.
Seus componentes podem ser hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, xidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas
e cumarinas. Os O6leos essenciais apresentam diferentes concentracfes dos constituintes
quimicos, mas geralmente um ou dois deles sio majoritarios (SIMOES et al., 2003). As classes
mais encontradas sdo os fenilpropanoides, terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) e seus
derivados oxigenados (ISMAN et al., 2011 e SANGWAN et al., 2001).0s terpenos sdo mais
abundantes e sdo derivados de unidades do isopreno, como demonstradona figura 1. Ja os
fenilpropanoides, quando ocorrem, sdo 0s principais responsaveis pelo sabore odor. Eles se
formam a partir do acido chiquimico (Figura 1), que forma as unidades basicasdos acidos
cindmico e p-cumarico (LOBO; LOURENCO, 2007; SIMOES et al., 2007).

Figura 1 — Estrutura geral dos terpenoides e fenilpropanoides.
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Fonte: Lupe (2007).
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Os terpenoides compreendem o maior e mais rico grupo de compostos naturais de vegetais,
estando presente em um grande numero de espécies. S&o classificados quanto ao nimero de
unidades isoprénicas que compdem sua estrutura. Desta forma, tém-sehemiterpenos com cinco
carbonos, monoterpenos com dez carbonos, sesquiterpenos com quinze carbonos, diterpenos
com vinte carbonos, triterpenos com trinta carbonos, tetraterpenos com quarenta carbonos e
politerpenos ou poli-isoprendides com vérias unidades de cinco carbonos. Monoterpenos e
sesquiterpenos geralmente sdo mais encontrados nos 6leos essenciais. Podem conter estruturas
ciclicas, aromaticas, alifaticas, como também podem ter em sua constituicdo atomos de
oxigénio levando a formacéo de alcoois, ésteres, cetonas e aldeidos (SIMOES et al., 2007),

como os exemplos mostrados na figura 2.

Figura 2 — Representantes de monoterpendides: a) aciclico; b) monociclico e c) biciclico e
sesquiterpenoides: d) aciclico; e) monociclico e f) biciclico.
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Fonte: adaptado de Simdes et al. (2010).
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Os monoterpenos atuam principalmente na atragéo de polinizadores e repeléncia de insetos-
praga (PERES, 2004). Sesquiterpenos, geralmente, apresentam fungdes protetorascontra fungos
e bactérias, enquanto que muitos diterpenos ddo origem aos hormonios de crescimento vegetal.
Os triterpenoides e derivados (esteroides) apresentam inimeras fungdes, como protecdo contra
herbivoros, alguns sdo antimitdticos e outros atuam na germinacdo de sementes e na inibicao
do crescimento da raiz (HOLETZ et al., 2002; MORITA et al., 2000; EL-SAKHAWY et al.,
1998).

Os fenilpropanoides, por outro lado, sdo consideravelmente menos variados do que os
terpenoides, porém, ndao menos importantes. Os fenilpropanoides sdo caracterizados por
apresentarem um anel aromatico ligado a uma cadeia de trés carbonos e sdo originados do acido
chiquimico (LORENZO et al., 2002; PERES, 2004). Geralmente, quando os fenilpropanoides
estdo presentes, eles ocorrem em quantidades significativas e tendem a seros compostos
majoritarios (CARSON; HAMMER, 2011). Quando presentes nas plantas modificam de forma
significativa as caracteristicas sensoriais do 6leo. Os fenilpropanodides mais comuns séo 0
eugenol, metileugenol, miristicina, elemicina, chavicol, metil chavicol, dilapiol, anetol,
estragol, apiol (Figura 3) (JAKIEMIU, 2008).

Figura 3 — Estrutura de alguns fenilpropanoides.

OCH;4 0\ /0 OCH;
CH;0 0 0 ocH, CHO OCH,
OCHj4 OCHj4
estragol apiol dilapiol elemicina

Fonte: Morais et al. (2006).

2.3 MECANISMOS DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
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Regnault-Roger et al. (2012) afirma que 6leos essenciais sdo bons penetrantes e que
aumentam sua propria biodisponibilidade e a de produtos coadministrados. Que por sua vez,
podem afetar a fisiologia dos insetos de varias formas por atuarem em diferentes receptores.

Os Oleos essenciais ttm um amplo espectro de modos de como podem atuar sobre o
organismo dos insetos, incluindo repeléncia, deterréncia, toxicidade causando a morte, alémde
provocar alteracdes nos ciclos bioquimicos dos insetos como na octopamina, acetilcolinesterase
e antagonista dos receptores de octopamina, inibicdo na locomocgao erespiracdo, reducdo no
crescimento e fecundidade, rompimento da cuticula, (MENEZES, 2005; ISMAN, 2006). A
seguir estdo expostas algumas delas.

2.3.1 Atividades atraente e repelente

Os insetos se alimentam de determinadas plantas e rejeitam outras. Para Nerio et al. (2010),
esta preferéncia ndo pode ser explicada somente pela presenca de substancias atraentes, mas
também pela auséncia de compostos com propriedade repelente. Estas substancias, atraentes ou
repelentes, sdo em grande parte, 6leos essenciais. Alguns compostos presentes nos 6leos
essenciais provocam a repeléncia, fazendo com que os insetos se afastem do alimento, evitando
ou inibindo a alimentacao e/ou oviposicdo (ALKOFAHI et al., 1987).

A atividade atraente pode estar diretamente relacionada a atracdo de polinizadores e
dispersores de sementes, porém, para Carroll et al. (2006), a emissdo de substancias terpénicas
pelas plantas pode atingir outros alvos ndo intencionais. Estudos que averiguam a acaoatraente
de 6leos essenciais sdo antigos. Dethier (1941), em estudos com plantas da familia Apiaceae e
sua afinidade com a borboleta Papilio ajax (Lepidoptera: Papilionidae), verificoua atracdo do
inseto usando um papel filtro contendo constituintes quimicos dos 6leos essenciais como
metilchavicol, carvona e coriandrol.

Cox (2004) afirma que substancias repelentes podem ser empregadas como barreiras de
protecdo em tonéis onde os grdos sao acondicionados ou incorporados em embalagens para
evitar o ataque dos insetos. A atividade repelente de espécies medicinais e aromaticas contra
pragas de armazenamento ja foi evidenciada para Sitophilus granarius (L.) (ZOUBIRI;
BAALIOUAMER, 2011), T. castaneum (KIM et al., 2010, JEMAA et al., 2012) e
Callosobruchus maculatus (Fabr.) (ILBOUDO, 2010), o que demonstra que produtos naturais

derivados de plantas apresentam potencial para serem utilizados para este fim.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sitophilus-granarius
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2.3.2 Atividade deterrente

Alguns compostos provenientes de plantas possuem atividade deterrente, também chamada
de fagoinibidora ou antialimentar. Esta atividade possui grande importancia devido a
especificidade que algumas pragas apresentam por algumas espécies vegetais (MAIA;
MOORE, 2011).

Os 6leos essenciais tém capacidade de atuar sobre enzimas digestivas bem como interagir
com o tegumento do inseto (ISMAN, 2006). As substancias deterrentes alimentares agem por
ingestdo e acarretam reducdo na atividade do tubo digestivo, com perda de estimulo para
alimentacdo, levando o inseto a morte por inani¢do (KABERA et al., 2011).

2.3.3 Atividade toxica

Os oleos essenciais podem exibir acdo toxica e causar a morte de insetos, e essa toxicidade
vem da acdo dos compostos ativos no sistema nervoso central dos insetos, interferindo na
transmissdo (sinaptica ou axonica) normal dos impulsos nervosos (GUEDES, 2001;
MENEZES, 2005).

Os compostos provenientes de 0leos essenciais que tém modo de acdo neurotdxico,podem
causar hiperatividade, convulsbes, tremores, podendo atuar como inibidores da
acetilcolinesterase ou se ligar ao sistema octopaminérgico dos insetos. A octopamina é um
neurotransmissor excitatorio presente no sistema nervoso central e periférico de insetos, que
desempenha um papel fundamental como um neurotransmissor, neuro-horménio e
neuromodulador em sistemas de invertebrados (ENAN, 2005; BENELLI et al., 2012).

Buentello-Wong et al. (2016), estudando o efeito do Oleo essencial de Eugenia
caryophyllus L. sobre Anastrepha ludens (Loew) (mosca da fruta), verificaram que o 6leo foi
toxico a adultos de A. ludens com uma CLso de 3529 ppm e uma CLgo de 7763 ppm,
possivelmente devido ao fato do metil eugenol ser o componente majoritario (77,58%). O
eugenol é toxico para varias espécies de Diptera (BARBOSA et al., 2012), interferindo nos
receptores de octopamina (ENAN, 2005).

A acetilcolinesterase exerce papel fundamental nas sinapses colinérgicas. A inibicéo
causada por compostos presentes em 6leos essenciais resulta no acimulo de acetilcolina nas

sinapses, fazendo com que a membrana pds-sinaptica permaneca em estado de estimulo
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constante, provocando ataxia, ou seja, auséncia de coordenacgdo no sistema neuromuscular e por
consequéncia morte (RATTAN, 2010).

Enan (2001) descreve o inicio da acdo toxica dos 6leos essenciais em baratas (Periplaneta
americana) com hiperatividade, acompanhada por hiperextensdo das pernas e do abdémen,

imobilizagéo, sequida de morte.

2.3.4 Inibicdo na locomocéao e respiracao

Os 6leos essenciais também apresentam acdo inseticida através do contato direto ou pelas
vias respiratdrias dos insetos. Os compostos podem alcancar o sistema nervoso central dos
insetos, por meio da penetracdo por qualquer parte da superficie do corpo ou pelas vias
respiratorias (acdo fumigante), causando a morte do inseto (LIMA et al., 2009; CORREA;
SALGADO, 2011). Podendo atuar bloqueando a respiracdo de larvas e adultos de insetos
(HUSSEIN, 2005).

Os 06leos essenciais agem como venenos respiratorios, podendo originar uma pelicula de
cobertura em meio aquoso e impedir a respiracdo de larvas de varias espécies de mosquitos
(KONSTANTOPOULOQU et al., 2002). Além disso, esses 0leos podem ser utilizados para matar
cupins em tuneis subterréneos, devido a alta pressdo de vapor e facilidade de penetracdonos
tecidos (PAVELA et al., 2016).

2.3.5 Reducado no crescimento e fecundidade

Os compostos presentes em alguns 6leos essenciais podem agir inibindo o crescimento e
o desenvolvimento, resultando em alteracdes no metabolismo celular (MENEZES, 2005). A
concentracdo ou dosagem utilizada de alguns 6leos podem diminuir a viabilidade de ovos,
ninfas, larvas e pupas. A diminui¢do do nimero de ovos e a inibi¢do da oviposicao sdo efeitos
importantes dos 6leos essenciais sobre a reproducéo dos insetos (PHILLIPS; APPEL, 2010).

Estudos de Tandon et al. (2008) avaliaram o efeito dos déleos essenciais de Vitex agnus
castus L. e Vitex trifolia L. sobre larvas de quinto instar de Spilosoma obliqua Walker. Sendo
verificado que os tratamentos aumentaram o periodo larval e pupal, a mortalidade larval e
provocou deformidades nos adultos, ainda reduziram a fecundidade das fémeas e a fertilidade
dos ovos. Os compostos quimicos encontrados em V. agnus castus foram iridoides, flavonoides,

diterpenos, monoterpenos e sesquiterpenos.



25

2.4 METODOS DE EXTRACAO

Os 6leos essenciais podem ser obtidos por diferentes métodos, onde o tipo de extracdo
tem impacto ndo s6 no rendimento do processo, mas também na composic¢do do 6leo essencial,
assim como a concentracdo obtida para cada composto extraido (WENQIANG et al., 2007).

Os métodos de extracdo sdo classificados como métodos convencionais ou classicos e
métodos avancados ou inovadores. Cada um desses métodos de extracdo para 6leos essenciais
possuem vantagens e desvantagens. A op¢do do método de extracdo vai depender da localizagdo
do 6leo no vegetal, de suas caracteristicas e a proposta de utilizacdo do mesmo (HAMID et al.,
2011).

Os métodos convencionais sdo a prensagem a frio, enfloracdo, extracdo com solventes
organicos, hidrodestilacdo e arrastamento. Com as melhorias na tecnologia, os metodos de
extragdo tornaram-se mais rapidos, eficientes e com maior rendimento, obtendo-se cada vez
mais Oleos essenciais de melhor qualidade (ASBAHANI et al., 2015). Dentre os métodos
avancados estdo a extracao por fluido supercritico e subcritico, extragéo assistida por ultrassom
e por micro-ondas (ASBAHANI et al., 2015).

2.4.1 Prensagem a frio

A prensagem a frio € o método utilizado para extrair 6leos essenciais de citrinos que estao
presentes em bolsas no pericarpo. Por haver instabilidade térmica dos aldeidos presentes nestes
frutos, este método baseia-se na prensagem a frio, onde se extrai o0 6leo junto com o sumo da
fruta. Em seguida sdo separados por centrifugacdo ou decantacdo, onde sdo liberadosos 6leos
essenciais (JURADO et al., 2015).

2.4.2 Enfloracédo

Este método também é conhecido por enfleurage. E utilizado para extrair 6leos essenciais
presentes em flores, onde as pétalas sdo expostas a temperatura ambiente dispostas sobre uma
camada de gordura que absorve o 6leo essencial. Posteriormente, a gordura é filtrada e destilada

a baixas temperaturas obtendo-se apenas o 6leo essencial (ABARCA et al., 2015).
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2.4.3 Extracdo com solventes organicos

Alguns 6leos essenciais sdo muito instaveis, ndo suportando aumentos de temperatura.
Neste caso, o ideal é utilizar solventes organicos para extracdo, como hexano, benzeno,
metanol, etanol, propanol, acetona, pentano e solventes clorados (FILIPPIS, 2001).

O processo de extracdo utilizando solvente consiste em adicionar um solvente organico em
contato com a matriz vegetal. Aguarda-se um determinado tempo, para que ocorra a
transferéncia dos constituintes solUveis presentes na planta, e realiza-se a separagdo das fases
solida e liquida. O 6leo essencial é extraido através da evaporacao do solvente presente na fase
liqguida (STEFFANI, 2003). Esse método de extracdo promove um maior rendimento na
extracdo. Porém, a desvantagem é que, junto com o 0leo essencial, o solvente também extrai
ceras e pigmentos da matéria-prima, considerados contaminantes do Oleo essencial
(ASBAHANI et al., 2015; BIASI; DESCHAMPS, 2009).

2.4.4 Hidrodestilacéo

A hidrodestilacdo consiste em imergir o material vegetal em agua destilada dentro de um
baldo de vidro e, através do calor fornecido, as paredes das células sdo quebradas, e o 6leo
essencial juntamente com a agua é evaporado. Apds o resfriamento a mistura é separada atraves
das diferentes densidades (ASBAHANI et al., 2015; SILVA, 2011).

2.45 Arrastamento a vapor

Baseia-se na acdo do vapor de agua que arrasta os compostos volateis, havendo
posteriormente uma condensacdo por acdo da gravidade, que separa o 6leo da agua. E um
procedimento de extracdo muito utilizado para obtencdo de 6leos essenciais e assemelha-se a
hidrodestilacdo. A principal vantagem desta técnica é a auséncia de contato direto da parte a ser
extraido o 6leo com a agua (ASBAHANI et al., 2015; MACHADO; FERNANDES Jr., 2011).

2.4.6 Extracao por fluido supercritico
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O método de extracdo por fluido supercritico baseia-se no principio da solubilidade dos
compostos organicos em fluidos supercriticos, em relacéo a solubilidade destes fluidos na fase
vapor (SERAFINI et al., 2002; BRUNNER, 1994). Com 0 aumento na pressao e na temperatura
o solvente chega ao ponto supercritico, posteriormente, passa pelo material a ser obtido e arrasta
materiais volateis. Em seguida ocorre a descompressdo, onde o produto extraido pelo solvente
é levado para separadores, onde o fluido extrator pouco a pouco é descomprimido, para que
ocorra a separacao do material extraido do solvente que foi usado no processo de extracdo
(FORNARI et al., 2012).

A extracdo com fluido supercritico apresenta algumas vantagens quando comparada aos
métodos convencionais de extragdo, como: o fato do solvente poder ser removido do soluto com
facilidade, reduzindo a presséo e/ou ajuste a temperatura; necessita de menos energia do que 0s
outros métodos de extracdo e permite que a extracdo seja mais rapida devido a baixa
viscosidade, alta difusividade e alto poder de solvatacdo do fluido supercritico; a extracdo com
fluido supercritico demanda o uso de uma menor quantidade ou nenhum solvente orgéanico
(BRUNNER, 2005; BRUNNER, 1994). Porém, mesmo com essas vantagens ainda sao poucas
as aplicacdes industriais da tecnologia supercritica, onde a principal razdo é o alto custo de
investimento (ASBAHANI et al., 2015; PERRUT, 2000).

2.4.7 Extracdo por fluido subcritico

O estado subcritico ocorre quando a pressdo € superior a pressdo critica, porém, a
temperatura é inferior a temperatura critica, ou 0 oposto. Nessas condicGes, agua e o dioxido de
carbono sdo solventes mais utilizados nesse método para extracdo de Oleos essenciais
(ASBAHANI et al., 2015). A extracao por meio de fluidos subcriticos apresenta vantagens na
extracdo de Oleos essenciais, pois permite que a extracdo seja rapida e a baixas temperaturas,
impedindo a volatilizacdo dos compostos (AYALA; CASTRO, 2001).

2.4.8 Extracdo assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom baseia-se na propagacdo de ondas ultrassonicas e de
forcas de cavitagdo resultantes, onde as bolhas que foram originadas podem se chocar
fortemente e provocar pressdo local ocasionando a quebra dos tecidos, proporcionando a
liberacdo de substancias intracelulares no solvente (SHALMASHI et al., 2009; GOULA,
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2013). As vantagens da extracdo por ultrassom estdo na simplicidade do equipamento, no uso
de pouca quantidade de reagentes e no fato de poder utilizar diferentes solventes para extragéo
(BENDICHO et al., 2012; CARDOSO et al., 2014).

2.4.9 Extracao assistida por micro-ondas

A extracdo assistida por micro-ondas baseia-se no aquecimento do solvente pela energia
provocada pelas micro-ondas que em contato com a amostra, provocam a parti¢cdo do analito
presente na amostra (PARE et al., 1994). Esse método de extracdo também oferece vantagens
em relacdo as técnicas convencionais, por apresentar menor tempo para analise, baixo consumo
de solvente reducéo de custos (MANDAL et al., 2007).

2.5 GENERO CROTON

Croton L. € um dos maiores géneros da familia Euphorbiaceae, agrupando
aproximadamente 1.200 espécies (SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES, 2009),
predominantemente distribuidas no continente americano, porém também nos continentes
africano, asiatico e na Oceania. O Brasil abriga a maior diversidade do género, com cerca de
340 espécies (BERRY et al., 2005), distribuidas nos mais variados ambientes, com
expressividade, na Caatinga, campos rupestres e Cerrado (SILVA et al., 2010). Levantamentos
floristicos realizados no nordeste do Brasil demonstraram uma grande diversidade de Croton
para essa regido com aproximadamente 85 espécies. Onde destas, cercade 69 espécies podem
ser encontradas na Caatinga (FLORA DO BRASIL 2020).

Craveiro (1981) descreve que as espécies do género Croton sdo representadas por arvores,
arbustos, subarbustos, ervas e raramente lianas. Podem ser monoicas ou dioicas e possuem
variadas formas de tricomas, podendo ser estrelados ou escamiformes. As folhas possuem
revestimento piloso, inteiras ou raramente trilobadas com estipulas, principalmente nos ramos
jovens e novos. Algumas contém pélos estrelados enguanto outras possuem pélos lepdotos ou
escamosos. As flores sdo pequenas, esbranquicadas e dispostas em racemosalgumas vezes
especiformes, onde as masculinas comumente sdo mais numerosas, na parte apical e as
femininas na parte basal. Suas pétalas sdo livres e em nimero de 5 enquanto que o nimero de

estames varia de acordo com a espécie, nao sendo inferior a 5. O fruto é uma
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capsula triococa, de 2 a 6 mm de didmetro e as sementes, via de regra sdo escuras e oleaginosas.

Esse género é bastante rico em metabolitos secundérios, principalmente alcaloides e
terpenoides (GILLIJ et al., 2008) e estes metabolitos sdo 0s principais responsaveis pelas
propriedades farmacolodgicas identificadas nessas espécies, e por sua defesa contra herbivoros
e atracdo dos polinizadores (BARRETO et al., 2013).

Os 6leos essenciais das espécies do género Croton possuem diversas atividades bioldgicas,
como antimicrobiana, inseticida, antinoceptiva, entre outras, como pode ser observado na tabela
1.

Apesar do grande nimero de substancias ja isoladas e das atividades bioldgicas
investigadas, ainda sdo poucas as espécies de Croton estudadas, quer seja do ponto de vista
quimico ou ecologico envolvendo plantas deste género, e é de extrema importancia para um

melhor conhecimento do potencial destas.
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Tabela 1 — Espécies de Croton produtoras de dleo essencial encontradas em &reas de Caatinga, seus principais constituintes quimicos e atividades
bioldgicas relacionadas na literatura.

Espécie

Principais
constituintes

Local de coleta

Atividade bioldgica

Referéncia

Croton adamantinus Miill.

Metileugenol e 1,8-
cineol

Salgueiro-PE

Antinociceptivo
Cicatrizante
Antibacteriano

XIMENES, R. M. et al., 2013

Croton

Biciclogermacreno,

S&o Domingos-

Antibacteriano

DA SILVA BRITO, S. S. et al., 2018

argyrophyllus Kunth. B-pineno e BA; Conceicdo Antioxidante
espatulenol do Coité-BA
Croton argyrophyloides a-Pineno e trans-p- Vicosa-CE Larvicida LIMA, M. G. A. etal., 2006

Muell. Arg.

guaieno

Croton blanchetianus

Sonderianina,

Serra Talhada-

Antimicrobiano

XAVIER, M. V. A etal., 2015;

Baill. Escopoletina, PE (conservante alimentar) MELDO. et al., 2013
sonderianol e 3,4- Inseticida
seco-sonderianol
Croton cordiifolius Baill. a- € B-pineno Salgueiro-PE Anti-inflamatoria ALVES, I. A.B. S. etal., 2017; NOGUEIRA, L. M. et
Antinociceptivo al., 2015
Croton grewioides Baill. Estragol e anetol Vicosa-CE Antifungico FONTENELLE, R. O. S. etal., 2008

Croton heliotropiifolius
Kunth.

B-cariofileno, y-
muuroleno e
viridiflorene

Amargosa-BA,
S&o Domingos-
BA; Conceicéo
do Coité-BA,

Antibacteriano
Antioxidante
Inseticida

DA SILVA BRITO, S. S. et al., 2018;
ARAUJO, F. M. etal.,, 2017; BRITO, S. S. S. et al,,
2015; MAGALHAES, C.R. I. et al., 2015;
MAGALHAES, C. R. |. et al., 2014
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Triunfo-PE
Croton nepetaefolius Baill. Metileugenol, a- Vicosa-CE Larvicida LIMA, M. G. A. etal., 2006
Copaeno e Trans-
cariofileno
Croton pulegiodorus Baill. B-cariofileno, Triunfo-PE Inseticida BRITO, S. S. S. etal., 2015; MAGALHAES, C.R. 1.
biciclogermacreno, etal., 2015; MAGALHAES, C. R. I. et al., 2014;
germacreno D e B-
Copaen-4-a-ol
Croton zehntneri Pax et | Anetol, estragol, 1,8- Vigosa-CE Cicatrizante MALVEIRA CAVALCANTI, J. etal., 2012

Hoffm.

cineol e trans-
cariofileno
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2.6 ATIVIDADE INSETICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS

O uso intensivo, incorreto e indiscriminado de inseticidas sintéticos para realizar o controle
de vérios insetos-praga, provoca varios problemas como a presenca de residuos toxicos em
alimentos, intoxicacdo dos aplicadores e consumidores, contaminacdo da agua edo solo,
selecdo de individuos resistentes e danos a populagdes de organismos ndo-alvo, como os
inimigos naturais (BRAVO etal., 2011; HASSAN; PRIJONO, 2011; LOPEZ etal., 2011). Estes
problemas vém motivando a busca por novas moléculas, naturais ou sintéticas, para um controle
eficiente de pragas de importancia agricola. E entre as possiveis alternativas estdo os 6leos
essenciais, que possuem comprovadas atividades inseticida, repelente e deterrente de
oviposicdo (SANTOS et al., 2019; MAGALHAES et al., 2015; SANTOS et al., 2014).

Karaborklu et al. (2010) avaliaram a atividade inseticida do 6leo essencial de varias plantas
sobre Acanthoscelides obtectus (Say) e verificaram uma relacdo inversa entre a dose testada e
a longevidade. Em gréos de feijdo tratados com o6leos essenciais de Myrtus communis L.,
Laurus nobilis L. e Tanacetum armenum DC., a mortalidade do inseto foi de 100% em todas as
concentragdes (de 50 a 150 ul por 24 h), exceto para M. communis, que causou 100% de
mortalidade com doses a partir de 100 pL.

Hameed et al. (2012) avaliando extratos de nim (Azadirchta indica) e de Kanair (Nerium
oleander) para o controle de Tribolium castaneum (Herbst) em gréos de trigo armazenados,
utilizando as doses de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5% com tempos de exposicdo de 24, 48, 72 e 168 h;
verificaram que a dose e 0 tempo de exposi¢cdo aumentaram a taxa de mortalidade.

Soares et al. (2011) verificaram uma mortalidade elevada sobre a lagarta desfolhadora
Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) com o 6leo essencial de Piper
longum, que causou 80% de mortalidade na concentracdo de 1,0%, e 100% de mortalidade
nas concentragdes mais altas (5,0 e 10,0%).

Bueno e Andrade (2010) avaliaram o efeito repelente de éleos essenciais de nove plantas
sobre fémeas de Aedes albopictus, comprovando que o O6leo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus (L.)) promoveu repeléncia expressiva, com indices médios de 98%.

O oleo essencial de frutos de Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) demonstrou atividade
larvicida, inseticida e repelente contra o Aedes aegypti (COLE, 2008) e inseticida para

Anopheles gambiae e Culex quinquefasciatus (KWEKA et al., 2011).
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2.7 ATIVIDADE INSETICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS DO GENERO
CROTON

Os bleos essenciais das espécies do género Croton sdo constituidos geralmente por terpenos
(mono e sesquiterpenos) e fenilpropanoides. Os monoterpenos mais frequentes séo o a- e -
pineno, linalol e 1,8-cineol. Entre os sesquiterpenos estdo o (-cariofileno e germacreno
D. E entre os fenilpropanoides, o metileugenol (REGNAULT-ROGER; VINCENT,;
ARNASON, 2012) e a atividade inseticida, pode estar associada a composi¢do quimica de cada
6leo, e seu modo de acdo pode variar desde a morte por contato, repeléncia, inibicdo da
oviposicdo, reducdo no desenvolvimento larval e até redugdo nas taxas de fecundidade e
fertilidade de adultos (OLIVEIRA et al., 1999), podendo ser toxicos por via topica ou fumigante
(PAPACHRISTOS et al., 2004; PHILLIPS e APPEL, 2010).

Estudos realizados por Kim et al. (2003b), descreveram a importancia da afinidade entre a
estrutura quimica e atividade bioldgica das substancias presentes nos 6leos essenciais. Quanto
maior for a capacidade do composto em se ligar a camada lipidica maior sera a penetracéo deste
no tegumento do inseto.

O género Croton merece destaque quanto a eficiéncia dos 6leos essenciais como inseticida,
por apresentar inimeros resultados que comprovam tal potencial, como observado por Doria et
al. (2010), que comprovaram que o0s Oleos essenciais obtidos de folhas de Croton
heliotropiifolius Kunth. e Croton pulegiodorus Baill. causaram em 100% de mortalidade em
larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Linnaeus, 1762).

Os oleos essenciais das folhas e caule de Croton grewioides Baill. demonstraram atividade
inseticida por fumigacdo contra Zabrotes subfasciatus (Bohemann, 1833) (Coleoptera,
Bruchidae), com CLso de 4,0 uL/L e 13,7 uL/L, respectivamente (SILVA et al., 2008). O 6leo
essencial extraido de Croton sonderianus Muell. Arg., demonstrou atividades inseticida contra
Nasutitermes corniger (Motsch.) (Isoptera: Termitidae (LIMA et al., 2013) e repelente contra
Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) (MELO et al., 2015),
Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Coleoptera: Bruchidae) (SILVA et al., 2008) e Tribolium
castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) (JARAMILLO- COLORADO et al., 2014.

Lima et al. (2006) constataram que hidrolatos, oriundos de caules e das folhas de Croton
zehntneri Pax e Hoffm., Croton nepetaefolius Baill. e Croton argyrophyloides Muell Arg.,

resultaram em 100% de mortalidade das larvas de A. aegypti.
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Souza et al. (2016) observaram que o 6leo essencial de C. pulegiodorus apresentou
propriedades fumigantes para controlar Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae)
ratificando o potencial de utilizagdo no manejo deste coledptero.

Figueiredo et al. (2010), testaram diferentes concentracdes (1,0; 2,0; e 3,0%) do 6leo
essencial de C. grewioides sobre a mosca das frutas Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae),
sendo que as concentragdes CLso e CLgo foram estimadas em 0,29 e 0,95%, respectivamente. O
estudo demonstrou que o 6leo essencial afetou significativamente a mortalidade de pupas de
C. capitata, permitindo tornar-se mais uma medida alternativa em programas de manejo deste

inseto.

2.8 ESPECIES UTILIZADAS NO ESTUDO

2.8.1 Croton argenteus Linnaeus

E uma espécie neotropical com vasta distribuicdo no Brasil sendo encontrada nos estados
do AM, BA, MT, MA, MS, PA, PE, PI, RJ e RN. Geralmente pode ser encontrada em areas
alagadicas, em matas ciliares sobre solos do tipo arenoso, podendo ocorrer do nivel do mar até
500 metros de altitude. No estado de Pernambuco foi encontrada na zona da Mata,
desenvolvendo-se na borda da mata, em solos arenosos (SILVA et al., 2010) e no Parque
Estadual Mata da Pimenteira em Serra Talhada, nas bordas de lagoas.

Pode ser descrito como um pequeno arbusto que pode chegar a 1,20 cm de altura, possui
folhas com tonalidade verde escura, aveludadas e flores amarelas (MORON RODRIGUEZ et

al., 2006) como pode ser observado nas figuras 4 e 5.

Figura 4 — Croton argenteus desenvolvendo-se nas bordas de lagoa no Parque Estadual Mata

da Pimenteira em Serra Talhada-PE.
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Fonte: Silva (2017).

Figura 5 — Folha de Croton argenteus.

Fonte: Silva (2017).

2.8.2 Croton laceratoglandulosus Caruzo & Cordeiro

E uma espécie descrita no ano de 2008, que apresenta distribuicio disjunta entre osemiarido
brasileiro nos estados brasileiros do Piaui, Ceara, Bahia e Minas Gerais e no sudeste da Bolivia
podendo ser encontrada em ambientes de florestas secas e Caatinga com
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altitudes entre 300 e 820 metros (CORDEIRO et al., 2008). Em Pernambuco foi registrada
por Silva et al. (2010) na zona fitogeografica das caatingas (subzona do Sertdo)desenvolvendo-
se em vegetacao sobre solo do tipo arenoso no municipio de Salgueiro. Também encontrada no
Sitio Agreste, municipio de Sao José do Belmonte-PE.

Sé&o plantas arbustivas que podem medir entre 0,7 e 2 metros de altura, apresentam folhas
cordadas a largo-elipticas, possui latex incolor, ramos pilosos, tricomas denso-estrelados,
estipulas extensas e profundamente lacerato-glandulosas, bracteas lacerato-glandulosas e
estiletes multifidos (SILVA et al., 2010) (Figura 6).

Figura 6 — Arbusto e folhas de Croton laceratoglandulosus.
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Fonte: Marques (2017).
2.8.3 Croton urticifolius Lamarck
Geralmente presente em ambientes secos, € encontrada nos estados brasileiros de AM, AL,

BA, CE, ES, MG, PA, PI, PE, PB, RJ, RN e SE, em zonas de Caatinga, floresta decidua ecampo
rupestre (CARNEIRO-TORRES, 2009). No estado de Pernambuco é encontrada desde
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a zona da Mata até a zona da Caatinga, geralmente encontrada em areas degradadas, margens
de estradas e bordas de mata (SILVA et al., 2010) (Figura 7).

Figura 7 — Planta e folhas de Croton urticifolius.

Fonte: Lira (2017).

29 SITOPHILUS ZEAMAIS MOTSCHULSKY 1885 (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE)

Comumente chamada de gorgulho do milho, € uma das mais importantes pragas de graos
armazenados no milho. Trata-se de uma praga primaria (ataca grdos intactos) e cosmopolita.
Apresenta infestacdo cruzada, ou seja, pode infestar os grdos ainda no campo e também no
armazenamento. Pode atacar varios graos além do milho, como trigo, arroz e cevada. Sao
inimeros os danos causados, podendo destacar a redugdo de peso e da qualidade do gréo
(LORINI & SCHNEIDER, 1994; LOECK, 2002; LORINI, 2008).
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Os ovos de S. zeamais apresentam coloragdo amarelo-claro, tamanho médio de 0,8 x 0,3
mm (ANTUNES; DIONELLO, 2010). As larvas sdo &podas, do tipo curculioniforme, também
apresentam coloragdo amarelada, a cabeca € um pouco mais escura, perfil ventral retilineo,
perfil dorsal semicircular com os trés primeiros seguimentos abdominais possuindo duas
pregas/sucos transversais no dorso. As pupas tém coloragdo amarelo-claro. Os adultos podem
medir 2,0 a 3,5 mm, apresentam coloracdo castanho-escura com algumas manchas claras nos
élitros (asas anteriores), que sdo melhores observadas apds a emergéncia. A cabeca é projetada
para frente na forma de rostro curvado. Os machos apresentam o rostro um pouco menor e mais
grosso, ja as fémeas apresentam o rostro maior e mais fino (LORINI &SCHNEIDER, 1994;
LOECK, 2002; ATHIE, 2002; GALLO et al., 2002; ANTUNES;

DIONELLO, 2010; FERNANDES, 2012; LORINI etal., 2015).

Para realizar a postura, as fémeas, com o auxilio do rostro, abrem uma pequena abertura no
gréo e depositam apenas um ovo por grdo. Posteriormente, através de glandulas presenteno
ovipositor, secretam uma substancia de aspecto gelatinoso, que funciona para fechar a cavidade
aberta. Ao eclodirem, as larvas se alimentam no interior dos graos, e passam por quatro instares.
A fase de pupa ainda ocorre no interior do gréo e apos esta fase ocorre a emergéncia do inseto
ja na fase adulta, que cava sua saida e deixa uma abertura no grdo (ATHIE, 2002; ANTUNES;
DIONELLO, 2010).

O S. zeamais exibe seu melhor comportamento em graos de milho sob a temperatura de
28 °C e umidade relativa de 60% (LORINI et al., 2015). Antunes; Dionello (2010) observaram
gue em grdos com umidade inferior a 12,5% as fémeas ndo conseguem ovipositar,pois quanto
mais seco for o grdo maior € a sua dureza e desse modo maior sera a resisténciaao ataque do
inseto.

O controle de S. zeamais esta relacionado com a adocdo de procedimentos simples que
incluem limpeza e secagem dos grdos, correta aeracdo e temperatura, bem como o uso de
inseticidas sintéticos, como malathion, deltametrina e fosfina (LAZZARI et al., 2006; VINHA
et al., 2011). Entretanto, o controle quimico intensivo pode originar diversos problemas como,
contaminacdo de aplicadores, atacar insetos ndo alvo, além do surgimento de resisténcia entre
os insetos (VENDRAMIM; THOMAZINI, 2001; BENHALIMA et al., 2004). Por isso, se faz
necessaria a avaliacdo de produtos naturais que possuam atividade inseticida, como os 6leos
essenciais.

Alguns estudos realizados com o uso de 6leos essenciais (com propriedades bioinseticidas)
extraidos de plantas tem se mostrado eficaz no controle de insetos-praga, (PROCOPIO et al.,
2015).
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Em estudos realizados por Coitinho et al. (2006) com 6leos essenciais sobre o controle de
S. zeamais, evidenciaram que os 6leos de Eucaliptus globulus Labill, Syzygium aromaticum,
Lippia gracillis Schauer e Azadirachta indica A. Jussieu na dose de 50 pL em 20 gramas de
milho, apresentaram uma toxicidade alevada, causando 100% de mortalidade em insetos
adultos de S. zeamais em gréos de milho.

Savaris et al. (2014) avaliando a eficiéncia do 6leo essencial de Cunila angustifolia
Bentham, sobre adultos de S. zeamais, verificaram eficiéncia de 100% do 6leo sobre 0s insetos
apos 24 h de tratamento nas concentracdes de 0,04; 0,08 e 0,16ml.

Os oleos essenciais extraidos das folhas de Artemisia capillaris Thunb. e Artemisia
mongolica Fisch. ex Bess. exibiram efeito fumigante contra S. zeamais (CLso de 5,31 e 7,35
pg/mL). Os oleos também causaram toxidade por contato com DLso de 105,95 e 87,92ug/adulto
(LIU et al., 2010).

Chu et al. (2012) verificaram que 6leos essenciais de flores de Artemisia giraldii Pamp. e
Artemisia subdigitata Mattf. apresentaram efeito fumigante para S. zeamais com CLso de

6,29 e 17,01 mg/L de ar, além de toxicidade por contato (DLsg de 40,51 ¢ 76,34 pg/adultos).
Estudo realizado por Torres et al. (2014) mostrou que o 0leo essencial de Laurelia
sempervirens Tul. exibiu atividade inseticida por contato (CLso de 2,3 mL de OE/Kg de gréos)

e por fumigacéo (CLso de 177 uL/L de ar) contra S. zeamais.

2.10 TRIBOLIUM CASTANEUM (HERBST) (COLEOPTERA:
TENEBRIONIDAE)

A familia Tenebrionidae inclui a espécie Tribolium castaneum, que tem ocorréncia
mundial, sendo uma praga secundaria de cereais, como o arroz, milho e trigo (LORINI et al.,
2010).

Os ovos de T. castaneum séo pequenos, medem 0,6 x 0,3 mm de comprimento, sdo claros
e envolvidos por uma substancia viscosa. Sdo postos de forma aleatéria, com periodo de
incubacdo de sete dias. Uma Unica fémea pode ovipositar cerca de 450 ovos, mediantecondicdes
Otimas para o desenvolvimento, que sdo temperatura de 32 °C e 70% de umidade relativa
(PUZZI, 1977). O ciclo de vida de T. castaneum pode variar de 30 a 40 dias(GALLO et al.,
2002). Diferentemente de S. zeamais, a postura € realizada fora dos grdos em média de duas a
trés vezes ao dia (BELCHOL; TEIXEIRA, 2007). As larvas sdo branco- amareladas,

cilindricas, medem 7 mm de comprimento, com mandibulas pouco resistentes.
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Passam por 6 a 8 instares e possuem o Ultimo segmento abdominal bifurcado. Apresentam um
periodo pupal de 7 a 8 dias (GALLO et al., 2002). Os insetos na fase adulta podem atingir de
3 a4 mm de comprimento, com coloragdo marrom avermelhada. Tem corpo achatado, comduas
depressdes transversais na cabeca (CORREA, 2008).

O T. castaneum ataca praticamente todos os tipos de grdos moidos, desde farelos, graos
com trincas, defeituosos ou que j& tenham sido atacados por outras pragas. Sua presenca €
geralmente associada ao fato de os graos estarem infestados por pragas primarias. Pode causar
prejuizos maiores que os causados pelo ataque de pragas priméarias que permitiram sua
instalacdo (GALLO et al., 2002).

O controle desses insetos tem sido realizado principalmente com o uso do inseticida
fumigante fosfeto de aluminio, cujo principio ativo € a fosfina (BRIDI et al., 2010), o que
representa grande risco ao desenvolvimento de resisténcia a este produto, como ja observado
por Chaudhry et al. (2004) e Pratt (2005). E por isso como uma alternativa, o uso deinseticidas
naturais entra como opc¢ao para o controle aos insetos.

Magalhées et al. (2015) observaram que os 0leos essenciais de folhas de C.heliotropiifolius
e C. pulegiodorus apresentaram efeito repelente e reduziram a taxa instantanea de crescimento
desse inseto.

Olmedo et al. (2015) ao estudarem o efeito do 6leo essencial de Tagetes filifolia Lag
(Asteraceae) sobre T. castaneum concluiram que o 6leo puro causou efeito toxico nos insetos
comparados aos compostos isolados anetol e estragol.

Almeida et al. (2014) ao expor insetos adultos de T. castaneum ao 6leo de copaiba
(Copaifera langsdorffii) com a concentracdo de 10% em um periodo de 24 h obteve 36,8% de
eficiéncia.

Karaborkli et al. (2010) avaliaram a atividade inseticida do Oleo essencial de nim
(Azadirchta indica) e de Kanair (Nerium oleander) para o controle de T. castaneum em graos
de trigo armazenados, utilizando as doses de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5% de 6leo e com tempos
de exposicao de 24, 48, 72 e 168 h, concluiram que tanto a dose como o tempo de exposicao

aumentaram a taxa de mortalidade.



41

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar e avaliar o potencial inseticida dos 6leo essenciais obtidos de folhas de Croton

argenteus, Croton laceratoglandulosus e Croton urticifolius sobre coledpteros-praga de milho
(Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair os 6leos essenciais de Croton argenteus, Croton laceratoglandulosus e Croton

urticifolius por meio de hidrodestilacdo em aparelho de clevenger.

e Determinar a composi¢do quimica dos oleos essenciais de folhas de C. argenteus, C.

laceratoglandulosus e C. urticifolius.
e Auvaliar o potencial inseticida por meio de bioensaios de fumigacéo e ingestéo.

e Avaliar o efeito repelente e sua consequéncia na taxa instantanea de crescimento da

populacdo (ri).

e Avaliar as consequéncias da toxicidade por ingestdo dos 6leos nos parametros
nutricionais (taxa relativa de ganho de biomassa, taxa de consumo relativo e eficiéncia

de conversdo do alimento ingerido) de adultos de S. zeamais e T. castaneum.
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RESUMO

Plantas com acdo inseticida tém sido cada vez mais utilizadas como método alternativo no
controle de pragas que ocorrem em produtos armazenados. Neste trabalho foram avaliadas a
composicao quimica e a toxicidade do 6leo essencial obtido de folhas de C. argenteus sobre as
espécies-praga Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum. O 0leo foi obtido por meio de
hidrodestilacdo em Clevenger e seus constituintes foram caracterizados e quantificados por
cromatografia gasosa seguida de espectrometria de massa (CG/MS). A andlise cromatografica
revelou o (E)-cariofileno (23,38%), germacreno D (14,66%), a-Guaieno (9,75%) e B-Elemeno
(7,05%) como sendo compostos encontrados em maior quantidade. Nos ensaios de toxicidade
por fumigacdo e ingestdo, o Oleo essencial de C. argenteus mostrou-se inseticida sobre S.
zeamais e T. castaneum. As CLso para os ensaios de fumigacdo foram de 5,75 e 1,7 pg/g de

milho para S. zeamais e T. castaneum respectivamente. No ensaio de toxicidade por ingestdo
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0 6leo apresentou CLso de 35,22 e 27,5 pL/L para S. zeamais e T. castaneum. Foi observada
atividade repelente para ambas espécies de insetos, provocando reducdo na oviposicdo e
emergéncia, resultando, consequentemente, em reducdo na taxa instantanea de crescimento. A
repeléncia também afetou os pardmetros nutricionais, pois havendo recusa a dieta artificial
oferecida houve perda de peso. Apds as andlises, conclui-se que 6leo essencial de C. argenteus
provocou efeito toxico por fumigacgdo e ingestdo a S. zeamais e T. castaneum, demonstrando
ser uma alternativa para 0 uso nos programas de manejo desses insetos em unidades

armazenadoras.

Palavras-chave: Produtos armazenados; Inseticidas botanicos; Insetos-praga.

ABSTRACT

Plantas com acédo inseticida tém sido cada vez mais utilizadas como método alternativo no
controle de pragas que ocorrem em produtos armazenados. Neste trabalho foram avaliadas a
composicao quimica e a toxicidade do 6leo essencial obtido de folhas de C. argenteus sobre as
espécies-praga Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum. O 0leo foi obtido por meio de
hidrodestilacdo em Clevenger e seus constituintes foram caracterizados e quantificados por
cromatografia gasosa seguida de espectrometria de massa (CG/MS). A analise cromatografica
revelou o (E)-cariofileno (23,38%), germacreno D (14,66%), a-Guaieno (9,75%) e B-Elemeno
(7,05%) como sendo compostos encontrados em maior quantidade. Nos ensaios de toxicidade
por fumigacdo e ingestdo, o Gleo essencial de C. argenteus mostrou-se inseticida sobre S.
zeamais e T. castaneum. As CLso para os ensaios de fumigacéo foram de 5,75 e 1,7 pg/g de
milho para S. zeamais e T. castaneum respectivamente. No ensaio de toxicidade por ingestdo
0 Oleo apresentou CLso de 35,22 e 27,5 pL/L para S. zeamais e T. castaneum. Foi observada
atividade repelente para ambas espécies de insetos, provocando reducdo na oviposicdo e
emergéncia, resultando, consequentemente, em reducdo na taxa instantanea de crescimento. A
repeléncia também afetou os parametros nutricionais, pois havendo recusa a dieta artificial
oferecida houve perda de peso. Apos as analises, conclui-se que 6leo essencial de C. argenteus
provocou efeito toxico por fumigacdo e ingestdo a S. zeamais e T. castaneum, demonstrando
ser uma alternativa para 0 uso nos programas de manejo desses insetos em unidades

armazenadoras.
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1. Introducéo

O Brasil apresenta um consideravel potencial para o crescimento de sua producao de
cereais, incluindo o milho (Zea mays L.), de forma eficiente e menos agressiva com relagéo
ao meio ambiente, por meio do aumento da produtividade, produgdo e com melhorias nas
condigBes no armazenamento. Atualmente, é o terceiro maior produtor de milho, tendo sido
produzidas cerca de 82 milhGes de toneladas nas safras 2018/2019 e com aumento para a safra
de 2019/2020, cerca de 98.409,3 milhdes de toneladas (CONAB, 2019). Mesmo com tamanha
produtividade, ocorrem enormes perdas durante 0 armazenamento do grao por varios fatores,
incluindo o ataque de insetos praga, destacando-se o Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1885)
(Coleoptera: Curculionidae) como praga primaria e Tribolium castaneum (Herbest, 1797)
(Coleoptera: Tenebrionidae) como secundaria (SILVA et al., 2012; MIKAMI et al., 2012).

O S. zeamais e a principal praga primaria de milho armazenado, conhecida
popularmente como caruncho. Possui elevada capacidade reprodutiva, habilidade para atacar
grdos nos mais variados ambientes, desde o campo até os armazéns e de sobreviver nos
ambientes mais hostis (silos) e, devido a sua alta taxa de multiplicacao, causa elevados prejuizos
econémicos (ELIAS et al., 2009). T. castaneum é uma praga secundaria, devido ao fato de se
aproveitar para estabelecer-se em grdos moidos, quebradicos ou ja atacados por pragas
primarias (LORINI et al., 2010; ANTUNES et al., 2011). Esse inseto pode ocasionar perdas
ainda maiores que as causadas pelo ataque de pragas primarias (ATHIE, 2002).

O método mais utilizado para controlar insetos-praga na agricultura ainda se da por meio
da utilizacdo de inseticidas quimicos. Contudo, inimeros fatores negativos apareceram devido
ao uso indiscriminado desses inseticidas, 0s quais sdo altamente tdxicos aos aplicadores,
causam contaminacdo ambiental e tém sido associados com o desenvolvimentode populac6es
de insetos resistentes (BRAVO et al., 2011; FINKLER, 2012).

Com a finalidade de reduzir tais impactos negativos, alternativas para 0 manejo destes
insetos-praga vém sendo estudadas (FINKLER, 2012). Uma das formas para minimizar o uso
dos inseticidas sintéticos € o uso de 0Oleos essenciais de plantas, pos ou extratos vegetais, que
sdo degradados de maneira mais rapida e que geralmente sdo ecologicamente corretos e seguros
para os seres humanos (SMANIOTTO et al., 2010; EBADOLLAHI, 2011; DUTTA, 2015).

Pesquisas atuais vém evidenciando o potencial de 6leos essenciais na protecdo de
sementes e no manejo de varias pragas de produtos armazenados no Brasil (COITINHO et al.,
2011; BRITO et al., 2015; MAGALHAES et al., 2015; SOUZA et al., 2016; ARAUJO
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etal., 2017). Os 6leos essenciais podem agir de diferentes formas sobre os insetos (SUTHISUT;
FIELDS; CHANDRAPATYA, 2011; KLYS; MALEJKY; NOWAK-

CHMURA, 2017), provocando alteracBes bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais que
podem resultar em morte ou afetarem o seu crescimento e reprodugdo (CABALLERO-
GALLARDO et al., 2011; CHAUBEY, 2016).

Diversos trabalhos comprovam a eficacia de 6leos essenciais obtidos de espécies de
Croton L. (Euphorbiaceae), quanto ao potencial inseticida sobre coledpteros pragas de produtos
armazenados. Silva et al. (2012) avaliando a toxicidade de contato do extrato etandlico de
Croton heliotropiifolius Kunth. sobre S. zeamais, concluiram que o mesmopossui atividade
inseticida de contato contra adultos de S. zeamais e que a resposta a essa toxicidade varia de
acordo com a origem geogréafica da populacdo analisada. Brito et al. (2015) avaliaram a
toxicidade por fumigacao, o efeito repelente, o efeito na oviposicao e na emergéncia da geracao
F1 dos o6leos essenciais de C. heliotropiifolius, Crotonpulegiodorus Baill., Myracrodruon
urundeuva Alleméo e Ocimum basilicum L. sobre Zabrotes subfasciatus Boh.
(Coleoptera: Chrysomelidae) e concluiram que os 0leosde O. basilicum e C. pulegiodorus
sdo promissores no controle de populagcdes de Z.subfasciatus. Magalhdes et al. (2015) ao
investigarem o potencial inseticida dos mesmos 6leosessenciais usados por Brito et al. (2015)
sobre adultos de Tribolium castaneumem (Herbst, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae),
verificaram atividade inseticida do 6leo essencial de M. urundeuva; atividade repelente e
reducdo na taxa de emergéncia para os quatro Oleos testadose reducdo no crescimento
populacional de T. castaneum em gréos de milho tratados os 6leos essenciais de C. pulegiodorus
e O. basilicum. Em um estudo realizado por Carvalho et al. (2016), foi possivel mostrar que 0s
6leos essenciais da casca e das folhas de Croton urucurana Baill (Euphorbiaceae) foram
toxicos para o gorgulho do feijdo Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae:
Bruchinae), onde o 6leo essencial da casca causou uma mortalidade superior a 80% e ambos
reduziram o crescimento populacional de insetos. JAno que se refere as pesquisas sobre o
potencial do 6leo essencial obtido de Croton argenteus Linnaeus no controle de insetos, nada
foi encontrado até 0 momento na literatura.

Diante do ponto de vista de fornecer subsidios para o manejo de S. zeamais e de T.
castaneum e com o intuito de encontrar métodos alternativos sob a perspectiva ecoldgica, esta
pesquisa teve como objetivos caracterizar os compostos secundarios do 6leo essencial obtido
de folhas de C. argenteus, avaliar sua toxicidade por meio de fumigacgéo e ingestdo, analisando
parametros como repeléncia, taxa instantanea de crescimento e fatores nutricionaissobre as

espécies de coledpteros-praga de milho, Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum.
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2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

Os experimentos foram desenvolvidos no Nucleo de Ecologia de Artropodes (NEA) e
no Laboratério da P6s-Graduacdo em Producdo Vegetal, da Unidade Académica de Serra
Talhada (UAST), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), no municipio de
Serra Talhada-PE.

2.2. Criag0es de Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum

Primeiramente foram mantidas criagdes sucessivas de S. zeamais e T. castaneum em
condicdes de laboratorio. Os insetos foram postos em potes plasticos, fechados, com a tampa
plastica sido perfurada e revestida internamente com tecido fino para que houvessem as trocas
gasosas. As criacdes foram mantidas em camara climatica tipo B.O.D, a 28 +2°C, 70 = 5% de
UR e 24h de fotofase, tendo sido utilizados grdos de milho e p6 de milho triturado como
substrato alimentar, com teor de umidade de 13% base imida (b.u.). Em todos os ensaios foram

utilizados insetos ndo sexados e com idade conhecida (0 a 15 dias).

2.3. Coleta do material vegetal

O material vegetal utilizado para a producdo do 6leo essencial de C. argenteus foi
coletado no Parque Estadual Mata da Pimenteira no Municipio de Serra Talhada—PE, Brasil,
em 22 de Marco de 2017, no horario entre 07h00 e 09h00, localizado nas coordenadas
geogréficas: latitude 7° 51 45.234”S e longitude 38° 10 30.389”W. Foi realizada apenas uma
coleta. O clima, segundo a classificacdo de Koppen, € do tipo BSwh. Os dados climatolégicos
no més da realizacdo do estudo foram obtidos do INMET - Instituto Nacional de Meteorologia.
A temperatura manteve uma média de 27,1 °C com a temperatura maxima de 33,2 °C e minima
de 22,4°C, precipitacdo de 103 mm e umidade relativa de 57%. A identificacdo da planta foi
realizada por especialista do Herbario do Semiarido do Brasil (HESBRA) onde exsicatas
testemunhas foram depositadas, sob Voucher: HESBRA 1944 (R. Melo & S. S. Matos 59).
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2.4. Obtencao do dleo essencial

Para obtencéo do 6leo essencial, foram utilizadas folhas de C. argenteus. Apos a coleta,
as folhas foram colocadas em sacos de papel do tipo kraft (2 kg) e em seguida colocadas para
secar em uma estufa a 50 °C, durante aproximadamente 48 horas. Posteriormente, as folhas
secas foram submetidas ao processo de hidrodestilagdo com aparato de Clevenger, seguindo a
metodologia de Santos et al., (2007) com modificagdes, por aproximadamente 2 horas. Em cada
extracdo foram utilizadas 200 g de folhas secas e 3 L de agua destilada. Em seguida, com o
auxilio de um funil de decantacdo foram adicionados 400 mL de emulséo e 100 mL do solvente
diclorometano (CH2Cl>), e a reacdo formou duas fases: uma de 6leo-solvente e outra de agua.
Apos a retirada do funil, a mistura dleo-solvente foi submetida ao processo de separacdo do
Oleo/solvente através de um rotaevaporador acopladoa uma bomba de vacuo. O 6leo essencial

obtido foi armazenado em um vidro do tipo &mbar, sob temperatura entre 6 e 10 °C.

2.5. Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Para a analise dos compostos do 6leo essencial de C. argenteus, foram dissolvidos 2 mg
do 6leo em 1 mL de hexano bidestilado. 1 pL dessa solugdo foi injetada e analisada em um
cromatografo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas com analisador do tipo
quadrupolo Agilent 5975C Series (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipado com
coluna apolar HP-5 (Agilent J&W, 60 m x 0.25 mm diametro interno; espessura do filme 0.25
um). As amostras foram avaliadas sob as seguintes condi¢des: temperatura inicial de 40 °C
(mantida por 2 min), rampa de aquecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que
foi mantida por 5 minutos. O géas de arraste utilizado foi o hélio, a fluxo constante de 1 mL por
minuto e a temperatura do injetor foi mantida a 250 °C. Os compostos eluidos da coluna
cromatografica foram ionizados por impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ionizagdo foi
mantida a 230 °C e o quadrupolo a 150 °C. Os espectros de massa foram obtidos no modo scan
com velocidade de 0,5 scan por segundo, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550.

Uma aliquota de 1 uL do 6leo essencial foi injetada em modo split 1:50. Os compostos
foram identificados por meio da analise dos espectros de massa de cada pico cromatogréfico,
comparacdo com padrbes auténticos e calculo de indices de retencdo. Foram calculados 0s
indices de retencdo linear dos componentes do dleo de C. argenteus utilizando-se 0s tempos

de retencdo de cada composto e os tempos de retencdo de n-alcanos (Co a Czs) analisados sob
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as mesmas condicOes. Os valores calculados foram comparados com os indices de retencao
publicados na literatura (ADAMS, 2007; NIST WebBook, 2014).

A mesma amostra foi quantificada através da injecdo em triplicata de 1 uL. em modo
splitless em um cromatdgrafo gasoso equipado com coluna apolar VB-5 (thermo trace GC ultra,
60 m x 0.25 mm diametro interno; espessura do filme 0.25 um). As amostras foram analisadas
sob as seguintes condicdes: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min), rampa de
aquecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantida por 5 minutos. O gas
de arraste utilizado foi o nitrogénio, a fluxo constante de 1 mL por minuto e a temperatura do
injetor foi mantida a 250 °C. Os compostos eluidos da coluna cromatogréafica foram detectados

através de queimadores em chama (FID) a 250 °C.

2.6. Efeito fumigante do 6leo essencial sobre Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum

Os experimentos foram conduzidos em camara climatizada ajustada a 28 £ 2 °C, 70 +
5% UR e fotofase de 24 h. Avaliou-se o efeito fumigante do éleo essencial de C. argenteus
sobre adultos de S. zeamais e T. castaneum de acordo com uma adaptacdo da metodologia
descrita por Aslan et al. (2004). Foram utilizados como camaras de fumigacgéo potes de vidro
(tipo bomboniere) de 300 mL de capacidade, onde foram confinados 10 adultos de S. zeamais
ou T. castaneum (em experimentos individuais) ndo sexados e com zero a quinze dias de idade.
As concentracdes utilizadas do 6leo essencial de C. argenteus foram 10, 20, 40, 60, 80e 100
uL/L de ar e controle (sem tratamento). O Gleo foi impregnado com pipetador automatico, em
tiras de papel de filtro de 5 x 2 cm, fixadas na superficie inferior da tampa dosrecipientes.

Para evitar o contato direto dos insetos com o 0leo essencial, foi utilizado um tecido
poroso (tipo “voil”), entre a tampa e o recipiente propriamente dito. Os recipientes foram
vedados com filme plastico (PVC) e fita adesiva, visando evitar a saida dos vapores. Apos 48
horas avaliou-se a porcentagem de mortalidade. Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de probitos para a estimativa das concentracdes letais (CLso € CLgo), para cada um dos
insetos, ou seja, a concentracao necessaria para matar 50% e 90% dos insetos. Apds oresultado
da analise de Probit, os resultados foram testados novamente para confirmacao das CLso e CLgo.
Os bioensaios foram montados separadamente para cada espécie, em delineamento inteiramente

casualizado, com sete concentra¢Ges em quadruplicata.
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2.7. Avaliacdo da toxicidade por ingestdo do 6leo essencial na fisiologia nutricional de

Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum

Os ensaios foram realizados de acordo com uma adaptacdo da metodologia de Xie et
al. (1996) descrita por Napole&o et al. (2013). Cada ensaio consistiu em placas de petri com
dimens6es de 90 x 15 mm contendo cinco discos de uma mistura composta por farinha de trigo
com o Oleo essencial de C. argenteus. Para o preparo da dieta artificial, quantidades crescentes
de 6leo em 1% de dimetilsulfoxido (DMSO) foram utilizadas para preparar suspensées com
farinha de trigo autoclavada com concentracdes finais de 10, 30, 40 e 50uL/g (UL Oleo
puro/g de farinha de trigo) e no controle negativo foi utilizada farinha contendo 1%
dimetilsulfoxido. A suspensdo foi homogeneizada por cerca de 5 min, em seguida foram
preparados os discos, retirando-se uma aliquota de 200 uLL da mistura para cada disco. As placas
de petri foram levadas a estufa na temperatura de 56 °C por um periodo de 24 h, posteriormente
0 peso dos discos foi registrado. Grupos de 15 insetos (S. zeamais ou T. castaneum) com peso
conhecido foram transferidos para cada uma das placas de petri. Os ensaios foram realizados
em quintuplicata e levados a B.O.D com temperatura de 28 + 2 °C. Decorridos 7 dias da
montagem do experimento, foram avaliados o peso dos discos e dos insetos. E passados 7 e 15
dias avaliada a taxa de mortalidade. Ainda foram estimados os seguintes dados nutricionais:
Taxa de ganho relativo de biomassa (TGB): (biomassa ganha)/(biomassa inicial dos insetos x
dias) e eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECAI): (biomassa adquirida/biomassa
ingerida) x 100.

2.8. Efeitos repelente e emergéncia de adultos de sobre Sitophilus zeamais e Tribolium

castaneum

Os experimentos foram conduzidos em camara climatizada ajustada a 28 + 2 °C, 70 +
5% UR e fotofase de 24 h. Avaliou-se o efeito repelente do 6leo essencial de C. argenteus sobre
adultos de S. zeamais e T. castaneum, sendo utilizadas as concentrac6es de 10, 20, 40, 60, 80 e
100 uL e controle (sem tratamento).

O oleo foi testado em arenas compostas por dois potes plasticos, um contendo 20 g de
grdos de milho para S. zeamais ou p6 de milho triturado para T. castaneum tratados com o 6leo
essencial e no outro a mesma quantidade ndo tratada (controle), ambos interligados
simetricamente a um pote central por dois tubos plasticos. As concentracGes do 6leo foram

aplicadas diretamente nos graos de milho ou p6 com pipetador automatico. No pote localizado
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na regido central foram colocados 10 adultos n&o sexados de S. zeamais ou T. castaneum com
0 a 15 dias de idade. Foram montados experimentos individuais para cada uma das espécies,
em delineamento inteiramente casualizado, com 07 concentracfes e quatro repeticoes.

Apos cinco dias da colocagdo no pote central, 0s insetos contidos em cada pote foram
contabilizados e descartados. Os grdos ou p6 foram acondicionados em outros recipientes
plasticos e levados a B.O.D a 28 + 2 °C, 70 + 5% UR e fotofase de 24 h e os adultos emergidos
foram contabilizados ap6s 34 dias (S. zeamais) e 28 dias (T. castaneum) dainfestacéo.

O indice de repeléncia (IR) foi obtido pela férmula: IR =2G / (G + P), onde G = % de
insetos atraidos no tratamento e P = % de insetos atraidos na testemunha. Os valores de IR
podem variar 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 relagéo a
testemunha (tratamento atraente) e IR < 1 corresponde a maior repeléncia do tratamento em
relacdo a testemunha (tratamento repelente). O intervalo de seguranca (IS) é utilizado para
considerar se o tratamento é ou ndo repelente, obtido usando-se a média dos IR (indice de
repeléncia) e o respectivo desvio padréo (DP), ou seja, se a média dos IR for menorque 1 - DP,
0 0Oleo é repelente; se for maior que 1 + DP 0 6leo ¢ atraente e se estiver entre 1 - DP e 1 + DP
0 0Oleo é considerado neutro (FINNEY, 1971).

A porcentagem média da emergéncia de adultos foi calculada, de acordo com aférmula:
PR =[(NC —NT)/(NC + NT) x 100], sendo PR= percentual médio de emergéncia, NC= média
de insetos emergidos na testemunha e NT= média de insetos emergidos no tratamento
(OBENG-OFORI, 1995).

2.9. Efeito do 6leo essencial sobre a taxa instantanea de crescimento (ri) de Sitophilus

zeamais e Tribolium castaneum

Foram montados experimentos independentes para cada espécie de inseto, sob
delineamento inteiramente casualizado, com as concentrag¢des de 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pL e
controle (sem tratamento) em quadruplicata.

As unidades experimentais consistiram de potes fechados com a tampa plastica
perfurada e revestida internamente com tecido fino para permitir as trocas gasosas. Em cada
pote foram colocadas 20 g de gréos de milho para S. zeamais ou p6 de milho triturado para T.
castaneum. O 6leo foi aplicado diretamente nos grdos de milho ou pd de milho triturado com

auxilio de pipetador automatico. Em cada um dos potes foram liberados 10 adultos ndo
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sexados de S. zeamais ou T. castaneum com 0 a 15 dias de idade. Os potes foram armazenados
por 60 dias em camara climatizada ajustada a 28 £ 2 °C, 70 + 5% UR e fotofase de 24 h.

Decorridos 60 dias, foi contabilizado o numero de insetos emergidos e calculada a taxa
instantanea de crescimento populacional. Utilizando-se a equacdo: ri = [In(Nf/N0)/AT], onde
Nf = Numero final de insetos; NO = Numero inicial de insetos e AT = Variacdo de tempo
(nimero de dias em que o ensaio foi executado). Valor positivo de r; indica crescimento
populacional; ri = 0 significa que a populacdo encontra-se estavel e valor negativo de r; indica
declinio da populacdo até a extincdo, quando Nf =0 (WALTHALL; STARK, 1997).

2.10. Anélise estatistica

As diferengas significativas entre os tratamentos foram analisadas pelo teste de Tukey
(p <0,05) empregando-se o programa computacional ASSISTAT verséo 7.7 Beta.

Os dados de mortalidade foram analisados pelo modelo Probit (FINNEY, 1971) para
determinar os valores da CLsp e CLgo, com intervalos de confianca de 95%, por meio do

software R versdo 3.5.0 para Windows

3. Resultados e discussao

O género Croton possui varias espécies com potencial inseticida, inclusive encontradas
na Caatinga, que tém se mostrado promissoras para 0 controle de insetos-pragade gréos
armazenados (SOUZA et al., 2010; COITINHO et al., 2011; OOTANI et al., 2011; HAMEED
etal., 2012; QUEIROGA et al., 2012).

As andlises cromatogréficas realizadas em CG/EM permitiram a deteccdo dos

componentes presentes no 0leo essencial de C. argenteus (Tabela 1).

Tabela 1 — Compostos quimicos presente no 6leo essencial extraidos das folhas de C.

argenteus.

Indice de Retencéao

Composto Calculado Literatura Area (%) S.D
d-Elemeno 1341 1335 2,21 0,06
a-Copaeno 1380 1374 6,34 0,17

B-Elemeno 1396 1389 7,05 0,12
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Cypereno 1403 1398 2,68 0,06
(E)-Cariofileno 1424 1417 23,38 0,58
y-Elemeno 1438 1434 2,18 0,13
a-Guaieno 1443 1437 9,75 0,07
a-Humuleno 1458 1452 4,65 0,12
y-Muuroleno 1481 1478 1,16 0,10
Germacreno D 1486 1480 14,66 0,14
d-Selineno 1496 1492 1,14 0,04
Biciclogermacreno 1501 1500 4,59 0,02
a-Bulneseno 1511 1509 2,84 0,04
d-Cadineno 1529 1522 2,21 0,06
Germacreno B 1563 1559 0,53 0,02

Identificados 85,38

Nao identificados 14,62

A analise dos constituintes do Oleo essencial de folhas C. argenteus permitiu a
identificacdo de 15 compostos representando 85,38% dos constituintes do oOleo e revelou a
presenca de componentes reconhecidamente inseticidas, como o (E)-Cariofileno, germacreno
D, y-elemeno e biciclogermacreno (PIETRO et al., 2011; GUO et al., 2015). Essa analise
revelou também que os compostos majoritarios eram: (E)-Cariofileno (23,38%), Germacreno
D (14,66%), a-Guaieno (9,75%) e B-Elemeno (7,05%). O indice de retencdo e a percentagem
de compostos identificados constam na Tabela 1. O 6leo essencial de C. argenteus foi
caracterizado pela predominancia de constituintes quimicos da classe dos sesquiterpenoscomo
principais componentes.

Oleos essenciais de varias espécies do género Croton tém sido classificados como
misturas complexas, apresentando monoterpenos e sesquiterpenos como composicdo
predominante (MECCIA et al., 2000), dados compativeis aos encontrados neste trabalho. No
que se diz respeito aos sesquiterpenos, encontrados em maiores proporcdes no 6leo essencial
de C. argenteus, o germacrene D é encontrado em varios 6leos essenciais, e apresenta atividades
bioldgicas, incluindo toxicidade para algumas espécies de insetos (PIETRO et al., 2011).

Santos (2016) identificou e quantificou 15 constituintes presentes em folhas e caule de
C. argenteus, correspondendo a 66% em massa, dos quais 2 eram monoterpenos, 12
sesquiterpenos e 1 diterpeno. Entre os compostos identificados estdo 6xido de cariofileno

(26,6%) como composto majoritario, seguido de espatulenol (9,0%) e cariofileno (4,8%).
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A composi¢do quimica de C. argenteus é semelhante com dados da literatura para varias
espécies de Croton, onde monoterpenos e sesquiterpenos sdo predominantes na composicao
quimica desses 6leos essenciais (MECCIA et al., 2000).

Foram observadas diferengas significativas em todas as concentragfes na taxa de
mortalidade para o efeito fumigante do 6leo essencial de C. argenteus sobre S. zeamais (F=
6.77; p <0.000; GL=6) (Figura 1A) e para T. castaneum (F= 47.78; p < 0.000; GL= 6) (Figura
1B). De maneira geral, nos testes de fumigagdo observou-se um aumento gradativo da
mortalidade tanto para S. zeamais como para T. castaneum, com o0 aumento das concentragdes
utilizadas (Figuras 1A e 1B). Quando comparado o efeito do 6leo essencial de C. argenteus
entre os dois insetos, nota-se que em S. zeamais apresentou mortalidades inferiores as de T.
castaneum, onde a partir da concentragdo de 100 pL/L de ar s6 foi observada 60% para S.
zeamais, ja para T. castaneum, com doses mais baixas, 40 pL/L de ar, foi detectada 60% de
mortalidade.

Brito et al. (2015), estudando os Oleos essenciais de Croton heliotropiifolius Kunth
(Euphorbiacea) e Croton pulegiodorus Baill (Euphorbiaceae), espécies encontradas na
Caatinga, sobre coleOpteros-praga de feijao armazenado, observaram em testes de fumigacéo
que C. pulegiodorus é promissor para 0 manejo integrado de Zabrotes subfasciatus(Coleoptera,
Bruchidae) em feijdo-comum armazenado, tendo a concentragdo mais baixa (5 pL/L de ar)
provocado 100% de mortalidade dos adultos infestantes.

Silva (2006) identificou 56 constituintes do 6leo essencial do C. pulegiodorus, 0s quais
representaram 85,32% do total. Os monoterpenos e 0s sesquiterpenos representaram 2,11% e
83,21% respectivamente, do total de constituintes. Sendo p-Cariofileno (21,80%),
biciclogermacreno (17,49%), germacreno D (10,16%), t- Cadinol (4,22%) e b- Copaen-4-a-ol
(4,15%) como constituintes majoritarios.

Mercés et al. (2018) avaliaram e identificaram a composicdo fitoquimica do 6leo
essencial de Hymenea courbaril L. var. courbaril e verificaram os efeitos sobre Tetranychus
urticae Koch e S. zeamais, sendo identificado o 6xido de cariofileno e B-cariofileno como
compostos majoritarios no 6leo essencial desta espécie, 20,63 = 0,18% e 16,78 £ 0,54%,
respectivamente. Ainda foi observado que o 6leo essencial demonstrou ser um potencial
controle das pragas testadas por afetar o metabolismo e a reproducédo, corroborando com 0s
resultados obtidos para S. zeamais com C. argenteus, ja que o (E)-Caryophyllene também foi
0 composto majoritario.

O (E)-Caryophyllene, componente em maior abundancia em C. argenteus, também foi

encontrado por Guo et al. (2015) no dleo essencial obtido de Etlingera yunnanensis e testado
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no controle de T. castaneum e Liposcelis bostrychophila, tendo ocasionado mortalidades
significativas, ressaltando, que o fato do 6leo ter demostrado boa eficiéncia, provavelmente esta
relacionado a presenca desse componente quimico.

Uma das principais propriedades de um fumigante é o poder de difusdo na massa de
grdos (TINKEU et al., 2004). A mortalidade de insetos é de inicio um dos principais efeitos a
serem atingidos no controle de pragas com plantas que possuam efeito inseticida, porém almeja-
se que plantas inseticidas também causem efeitos secundéarios, como diminuicdo da
alimentacéo, reducéo da taxa de oviposic¢do, e consequentemente diminui¢do na reproducao dos
insetos-praga (VENDRAMIM & CASTIGLIONE, 2000).

Figura 1 — Efeito fumigante do 6leo essencial de C. argenteus sobre adultos de S. zeamais (A)

e T. castaneum (B).
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Foram obtidas as CLso e CLgo da populacdo de T. castaneum e CLso para S. zeamais
referentes ao 6leo essencial de C. argenteus (Tabela 2), sendo observada variacdo na resposta
de S. zeamais a toxicidade deste oleo essencial. A CLso (5,75 pL/g de milho) seguiu uma
linearidade como demonstrado no teste de fumigacéao (Figura 1A), porém nao foi possivel obter
a CLoo. Para T. castaneum observou-se que as CLso (1,7 uL/g) e CLgo (5,75 ulL/g) (Tabela 2)
mantiveram-se em concordancia com o obtido nos testes de fumigacdo para o 6leo de C.
argenteus (Figura 1B). Neste sentido, a populacdo de T. castaneum foi considerada sensivel ao

6leo essencial de C. argenteus do que S. zeamais.

Tabela 2 — Toxicidade por fumigacao do 6leo essencial de C. argenteus sobre S. zeamais e T.
castaneum em laboratério (Temperatura: 28 + 2 °C; Umidade Relativa: 70 + 5%; escotofase:
24 horas).
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(CLso uL/g de milho) (CLgo pL/g de milho) >
Inseto N (1.C. 95%) (1.C. 95%) oL
Sltophll_us 240 575 ND 4 5,38
zeamais
Tribolium 240 1,7 5,75 4 1,64
castaneum

N= Ndmero de individuos testados; CL= Concentracao letal; I.C= Intervalo de confianca; GL.:
Graus de liberdade; X?= Qui-quadrado; ND= N&o definida.

Pesquisas com populagdes de S. zeamais demonstraram resisténcia a alguns inseticidas
e fumigantes e também tem apresentado alta tolerancia ou susceptibilidade a alguns oleos
essenciais (PIMENTEL, 2009; ARAUJO et al., 2017), o que mostra grande plasticidade desse
inseto.

A ingestdo da dieta artificial contendo 6leo essencial de C. argenteus foi toxica ao S.
zeamais, causando respostas fisiologicas e comportamentais, pois a medida que as
concentragdes foram aumentadas houve aumento da mortalidade, ultrapassando 60% (Figura
2). A curva de concentracdo-mortalidade de S. zeamais exposta ao 6leo essencial C. argenteus,

foi usada para determinar a CLso no valor de 35,22 ulL/g.

Figura 2 — Mortalidade de adultos de S. zeamais alimentados com dieta artificial contendo

6leo essencial de C. argenteus.
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A ingestdo dos discos contendo o 0leo essencial provocou distirbios nutricionais em
todas as concentracdes testadas. Os valores de ganho relativo de biomassa foi reduzido na
concetragdo de 10 plL/g (Figura 3A), e negativo nas concentragdes de 30, 40 e 50 ulL/g,
indicando que houve perda de biomassa pelos insetos. A ECAI teve 0 mesmo comportamento

(Figura 3B), indicando que o alimento ingerido foi insuficiente para contrabalancear os danos
causados.

Figura 3 — Par@metros nutricionais de adultos de S. zeamais alimentados com dieta artificial
contendo 6leo essencial de C. argenteus: A) Ganho relativo de biomassa; B) ECALI: Eficiéncia

de conversdo do alimento ingerido.
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A adicdo do oleo essencial de C. argenteus a alimentagéo de T. castaneum teve 0 mesmo
comportamento que em S. zeamais. Com o0 aumento das concentra¢fes usadas aumentou-se a
taxa de insetos mortos (Figura 4). A CLso obtida foi de 27,50 pL/g.

Figura 4 — Mortalidade de adultos de T. castaneum alimentados com dieta artificial contendo

o0leo essencial de C. argenteus.
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T. castaneum sofreu alterac6es em seus parametros nutricionais e/ou fisioldgicos. O 6leo
essencial de C. argenteus acrescentado a alimentacdo artificial resultou em baixos valores de
ganho relativo de biomassa (Figura 5A), e como esperado, 0 maior ganho de biomassa se deu
no controle e com valores negativos para a concentragéo de 50 pL/g promovendo perda de

biomassa pelo inseto-praga. Valores da eficiéncia de conversdo do
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alimento ingerido (ECAI) mostram o quanto da dieta alimentar foi ingerida e convertida em
biomassa do inseto, exibiram maiores valores no controle com redugédo nas concentragdes de

40 pL/g e valores negativos para a concentragdo de 50 pL/g (Figura 5B).

Figura 5 — Parametros nutricionais de adultos de T. castaneum alimentados com dieta
artificial contendo 6leo essencial de C. argenteus. A) Ganho relativo de biomassa; B. ECAI:
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A taxa de ganho relativo de biomassa nos tratamentos com o 0leo para as duasespécies
de insetos foi significativamente mais baixa (P < 0.05) do que o controle (Figuras 5Ae 5A).
Esses valores seguiram negativos nos tratamentos com as concentracGes mais altas do 6leo
essencial, sugerindo que o inseto ndo so teve baixo ganho de peso, mas que também perdeu
biomassa. Napoledo et al. (2013) verificou o extrato e lectina de M. urundeuvamodificaram os
processos de ingestdo e a absorcdo, de modo que o inseto comecou a metabolizar as suas
reservas corporais para sobreviver. Os resultados da eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido (ECAI) para as duas espécies de insetos, com excecdo da concentracdo de 40 pL/g
para S. zeamais mostram que 0s insetos ndo conseguiram incorporar a dieta artificial e que a
quantidade do alimento que foi ingerido ndo foi ideal para contrabalancar os efeitos deletérios
provocados pelo 6leo, acarretando em perda de biomassa, logo isso evidenciou que a adi¢do do
6leo das folhas de C. argenteus na dieta dos insetos, provocou em alteracfes no crescimento e
na fisiologia do inseto.

O oleo essencial de C. argenteus alterou os parametros nutricionais de S. zeamais e T.

castaneum de forma significativa nas miores concentracgdes testadas e esses efeitos na
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fisiologia nutricional, observados para os dois insetos indicam que este dleo essencial pode
promover toxicidade permanente sobre as duas pragas de grdos armazenados.

Nos ensaios de repeléncia para S. zeamais, observaram-se diferencas significativas entre
todas as concentracdes testadas do 6leo essencial de C. argenteus e suas testemunhas, com
excecdo da concentragdo de 40 uL/20g que foi classificada como neutra, as demais foram
consideradas repelentes (Tabela 3). Para T. castaneum, com exce¢do da menor concentracao
(10 uL/20g) de C. argenteus, as demais diferiram significativamente de suas testemunhas pelo
teste “t” (P < 0,05) e foram classificadas como repelentes (Tabela 3). Resultando em indices de

repeléncia (IR) de 0,2 a 0,15 para S. zeamais e 0,25 a 0,89 para T. castaneum (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito repelente de C. argenteus sobre adultos de S. zeamais e T. castaneum em
gréos e po de milho tratados. Temp.: 28 + 2 °C, UR: 70 £ 5% e fotofase: 24 horas.

Média de Adultos Atraidos

Tratamento (uij)zsg 2) : (%) MIiR[l)P IS?
Oleo Controle

10 1,0 9,0 * 0,2+0,23 R

20 1,0 9,0 * 0,2+0,28 R

. . . 40 0,75 7,75* 0,15+0,3 N

Sitophilus zeamais

60 0,75 70* 0,15+0,19 R

80 0,5 8,25 * 0,10+0,12 R

100 0,5 8,25 * 0,11+0,22 R

10 3,0 4,0 0,89+0,32 N

20 2,25 7,25* 049+0,17 R

Tribolium 40 2,25 6,75 * 045+041 R
castaneum 60 2,25 75%* 047+031 R
80 1,25 8,75* 025+0,19 R

100 1,75 8,25* 0,35+0,34 R

* Médias, nas linhas, diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

"S Médias, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).
! indice de Repeléncia.

M = Média.

DP = Desvio Padrao.

2 1S = Intervalo de Seguranca, onde R= Repelente, N= Neutro e A= Atraente.
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A repeléncia dos adultos de S. zeamais e T. castaneum certamente foi a responsavel pela
ndo emergéncia de insetos nos graos e pd tratados com 6leo essencial de C. argenteus, como
pode observado na tabela 4. Para S. zeamais, a partir da concentragdo de 20 pL ja houvebaixa
emergéncia de insetos e todos os tratamentos diferiram estatisticamente de suas testemunhas
pelo teste “t” (P < 0,05) (Tabela 4). Ja, para T. castaneum todas as concentragcdestestadas

reduziram em 100% a emergéncia de insetos (Tabela 4).

Tabela 4 — Porcentagem de reducdo do nimero de adultos de S. zeamais e T. castaneum

emergidos em grdos e pé de milho tratados com de C. argenteus. Temp.: 28 + 2°C, UR: 70 +
5% e fotofase: 24 horas.

Tratamento  Concentragdo (uL/20g) ~ Media de Adultos Emergidos DP Re(o(l)l/i();ao
Oleo Controle | Oleo Controle
10 1,0 25M™ 1,41 1,29 42,86
20 0,5 2,0m 1 1,63 60,00
Sitophil'us 40 0,25 2,75 0,5 1,71 83,33
zeamals 60 0,0 1,0 0 0,82 100
80 0,0 2,25 0 2,22 100
100 0,0 1,25"™ 0 0,96 100
10 0,0 20%* 0 0,82 100
20 0,0 15m 0 1,29 100
Tribolium 40 0,0 1,25"™ 0 1,89 100
castaneum 60 0.0 6.25 ™ 0 4,03 100
80 0,0 55%* 0 1,91 100
100 0,0 15* 0 0,58 100

* Médias, nas linhas, diferem estatisticamente entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

"S Meédias, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

DP = Desvio Padréo.

Brito et al. (2015), analisando o efeito de 6leos essenciais de C. heliotropiifolius e

C. pulegiodorus sobre coleopteros-praga de feijdo armazenado, verificaram redugéo na

emergéncia de adultos, além de efeito ovicida/larvicida. Da mesma forma, também foi
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constatado por Magalhdes et al. (2015), tendo os mesmos 6leos essenciais ocasionado reducao
de 100% na emergéncia de T. castaneum em milho armazenado, como observado para T.
castaneum com C. argenteus.

A mortalidade dos insetos é apenas um dos efeitos a serem alcancados no controle de
pragas utilizando plantas inseticidas. No entanto, a principal finalidade nesse tipo de controle
é que estas acarretem efeitos secundarios como diminuir a oviposi¢do, a alimentacdo e a
reproducédo dos insetos-praga e estas implicagdes podem ser observadas em testes de repeléncia
(VENDRAMIM; CASTIGLIONE, 2000; BRITO et al., 2015).

O género Croton é considerado o mais rico da familia como fonte de substancias
bioativas (GUERRERO et al., 2004). A analise da composicdo quimica de algumas espécies do
género mostrou como constituintes majoritarios monoterpenoides, sesquiterpenoides e
fenilpropanoides (TORRES, 2008; SANTANA, 2011), assim como em C. argenteus que
prevaleceu a presenca de sesquiterpenos. Para Isman (2006), a acdo inseticida dos 0leos
essenciais estd correlacionada aos seus compostos majoritarios (monoterpenos e
sesquiterpenos), entretanto, seu potencial pode ser modulado pelas demais substancias que
compdem a amostra (HOET et al., 2006), fato que pode explicar a escolha de S. zeamais e T.
castaneum ao milho e pé nédo tratados com o 0leo essencial de C. argenteus.

O oleo essencial de C. argenteus promoveu a reducéo na taxa instantanea de crescimento
(ri) de S. zeamais e T. castaneum para os gréos de milho e p6 com esse 0leo essencial (Figura
6A e 6B). Foram observadas diferencas significativas entre as concentra¢éesdo 6leo essencial
de C. argenteus sobre S. zeamais (F=3.516; p < 0.0144; GL=6) (Figura 6A) e para T. castaneum
(F=12.421; p < 0.0000; GL=6) (Figura 6B).

Os baixos valores observados para a taxa de crescimento dos dois insetos indicam o
potencial do dleo de C. argenteus, podendo reduzir o nimero de geracdes dos insetos-praga,

em relacdo a grdos ndo tratados.

Figura 6 — Efeito do 6leo essencial de C. argenteus sobre a taxa instantanea de crescimento

(ri) de S. zeamais (A) e T. castaneum (B).
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Com o aumento das concentragdes, a ri de C. argenteus decresceu significativamente
para os dois insetos, o que indica que as populacdes de ambos diminuiriam até a extin¢ao. Estes
dados concordam com Ndomo et al. (2008) tendo a (ri) de Acanthoscelides obtectus (Say)
decrescido a medida que a dose por contato de Oleo essencial de Clausena anisata (Willd)
aumentou.

Jumbo (2013) também observou comportamento semelhante ao apresentado pelo 6leo
essencial de C. argenteus sobre S. zeamais e T. castaneum, onde a (ri) de A. obtectus decresceu
a medida que se foi aumentando a dose aplicada de 6leos essenciais de cravo e canela, apos 45
dias. Deste modo, a redugéo da r; pode ter sido influenciada pelos compostos volateis do oleo

essencial reduzindo assim a eclosao das larvas.

4. Conclusodes

O ¢leo essencial de folhas de C. argenteus é fonte de diversos componentes inseticida
e mostrou-se toXico para as espécies-pragas S. zeamais e T. castaneum. Os resultados
mostraram que a toxicidade por fumigacdo ¢ um método mais eficaz em relacdo a ingestdo por
ser eficiente em concentracdes menores. O 6leo mostrou ser repelente tanto por fumigacao
guanto por ingestdo, pois reduziu a taxa de emergéncia e provocou recusa da dieta artificial
oferecida. Essa atividade reduziu a taxa de crescimento populacional e produziu efeitos anti-
nutricionais. De fato, o 6leo essencial extraido das folhas de C. argenteus é fonte de compostos

com acdo deletéria sobre funcbes bioquimicas e fisiologicas de S. zeamais e T. castaneum.
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RESUMO

Dentre as pragas que atacam o milho (Zea mays L..), Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum
destacam-se por ser responsaveis por perdas qualitativas e quantitativas nos graos armazenados.
Inseticidas sintéticos fumigantes e protetores sdo muito utilizados no controle desses insetos,
porém sdo toxicos ao homem e podem induzir o surgimento de populac@es resistentes. Produtos
alternativos como 6leos essenciais de origem vegetal, tém sido bastante pesquisados nos ultimos
anos, com resultados promissores. Neste trabalho, o 6leo essencial obtido das folhas de Croton
laceratoglandulosus foi avaliado quanto a constituicdo quimica, atoxicidade por fumigacéo e
por ingestdo, a acdo repelente e influéncia sobre taxa instantanea de crescimento de Sitophilus
zeamais e Tribolium castaneum. A andlise por GC/MS revelou

18 componentes pertencentes as classes dos monoterpenos e sesquiterpenos. O
biciclogermacreno (28,08%) e (E)-Cariofileno (24,95%) foram os compostos majoritarios. O

6leo essencial apresentou toxicidade por fumigacdo para as duas espécies de insetos de modo


mailto:ppaivaufpe@yahoo.com.br

83

dose dependente, com CLso de 1,65 ul/g e 2,2 ul/g para S. zeamais e T. castaneum,
respectivamente. O 6leo essencial também foi toxico quando ingerido, com CLsg de 36,59 pL/g
e 35,51 pL/g para S. zeamais e T. castaneum, respectivamente, além de causar alteracdesnos
parametros nutricionais. O 6leo de C. laceratoglandulosus foi repelente e reduziu a taxade
crescimento populacional dos insetos. Em conclusdo, o 6leo essencial de folhas de C.
laceratoglandulosus apresentou toxicidade contra os insetos praga S. zeamais e T. castaneum,
podendo ser um potencial agente inseticida.

Palavras-chave: Controle alternativo; Inseticidas botanicos; Coleoptera; Graos armazenados.

ABSTRACT

Among the pests that attack corn (Zea mays L.), Sitophilus zeamais and Tribolium castaneum
stand out for being responsible for qualitative and quantitative losses in stored grains. Synthetic
fumigant and protective insecticides are widely used to control these insects, but they are toxic
to humans and can induce the emergence of resistant populations. Alternative products such as
essential oils of vegetable origin have been extensively researched in recent years, with
promising results. In this work, the essential oil obtained from the leaves of Croton
laceratoglandulosus was evaluated for chemical constitution, toxicity by fumigation and
ingestion, repellent action and influence on the instantaneous growth rate of Sitophilus zeamais
and Tribolium castaneum. The GC/MS analysis revealed 18 components belongingto the
classes of monoterpenes and sesquiterpenes. Bicyclogermacrene (28.08%) and (E)-
Caryophyllene (24.95%) were the major compounds. The essential oil showed toxicity by
fumigation for both insect species in a dose-dependent manner, with a LC50 of 1.65 pL/g and
2.2 ul/g for S. zeamais and T. castaneum, respectively. The essential oil was also toxic when
ingested, with a LC50 of 36.59 uL/g and 35.51 pL/g for S. zeamais and T. castaneum,
respectively, in addition to causing changes in nutritional parameters. The oil of C.
laceratoglandulosus was repellent and reduced the insect population growth rate. In conclusion,
the essential oil from leaves of C. laceratoglandulosus presented toxicity against the pest insects

S. zeamais and T. castaneum, and could be a potential insecticidal agent.

Keywords: Alternative control; Botanical insecticides; Coleoptera; Stored grains.
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1. Introducéo

O milho (Zea mays L.) € um dos trés cereais mais cultivados no mundo e contribui, em
vérios paises da Africa, América Latina e Asia, com aproximadamente 20% da energia e 15%
da proteina dietaria, e em alguns casos, esse cereal é Unica fonte diaria de proteina da
alimentacéo de algumas pessoas (CASTRO et al., 2009). Sendo assim, o milho é largamente
empregado na alimentacdo humana e animal, devido ao seu alto conteido em amido, disponivel
numa forma naturalmente digerivel (NAVES et al., 2011).

Os insetos-praga causam graves danos nos grdos de milho durante o periodo de
armazenamento, e em alguns casos, danos irreversiveis (LORINI et al., 2015). Varias sdo as
espécies de insetos que se alimentam do grdo de milho ou de seus subprodutos, porém o
gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1885) (Coleoptera: Curculionidae) e o
Tribolium castaneum (Herbest, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), tém causado muitos
prejuizos durante o armazenamento do grdo, sendo responsaveis por danos quantitativos e
qualitativos (GALLO et al., 2002).

O controle quimico destes insetos €, normalmente, efetuado através de inseticidas
fumigantes (fosfeto de aluminio e de magnésio) e com residuais protetores (piretroides e
organofosforados). Esses inseticidas sao a principal forma de controle e tem, como finalidade,
controlar e proteger os armazéns dos ataques de pragas. Mas apesar de eficiéncia bastante
conhecida, podem ocasionar intoxicacGes aos aplicadores, presenca de residuos toxicos nos
gréos e surgimento de populacdes de insetos resistentes (VASQUEZ-CASTRO, 2006; LORINI,
2013).

Diante da preocupacao cada vez mais crescente com relacdo aos danos provenientes do
uso exacerbado de inseticidas quimicos para o controle de insetos pragas em grdos
armazenados, surge como alternativa o0 uso de inseticidas vegetais. Podendo estes serem
utilizados como pds, extratos aquosos ou organicos, 6leos essenciais e emulsionaveis, exibindo
toxicidade aos insetos via contato, ingestdo e fumigacdo (BUSTAMANTE, 1999; COITINHO,
2009).

De acordo com Silva et al. (2010), o género Croton vem se destacando nas pesquisas
com Oleos essenciais, devido ao numero de espécies com bioatividade e eficiéncia inseticida.
Silva et al. (2006) verificaram atividade inseticida do 6leo essencial de Croton grewioides
Baill. sobre Zabrotes subfasciatus Boheman, uma importante praga de grdos armazenados,
tendo a dose de 10 pL do dleo essencial de C. grewioides, dose relativamente baixa, resultado

em 100% de mortalidade de insetos machos. Souza et al (2016) comprovaram
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que o Oleo essencial de Croton pulegiodorus Baill apresentou propriedades fumigantes para
controlar Rhyzopertha dominica Fabricius (Coleoptera: Bostrycidae).

A espécie Croton laceratoglandulosus Caruzo & Cordeiro (Euphorbiaceae) ndo possui
estudos relatados na literatura, logo este trabalho pretende contribuir para o conhecimento
quimico e de atividades bioldgicas desta espécie atraves da caracterizacdo quimica do 6leo das

folhas e das atividades inseticida e repelente contra adultos de S. zeamais e de T. castaneum.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

A parte experimental foi desenvolvida no Nucleo de Ecologia de Artrépodes (NEA) e
no Laboratorio da Pés-Graduacdo em Producdo Vegetal, da Unidade Académica de Serra
Talhada (UAST), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) em Serra Talhada-
PE.

2.2. Criagdes de Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum

Foram mantidas criacBes continuas de S. zeamais e T. castaneum em condicdes de
laboratério. Os insetos foram mantidos em recipientes plasticos, fechados, com a tampa
contendo furos e revestida internamente com tecido fino que permitisse as trocas gasosas. As
criagdes permaneceram em camara climatica tipo B.O.D, a 28 +2°C, 70 = 5% de UR e 24h de
fotofase, sendo utilizados graos de milho e p6 de milho triturado como substrato alimentar,com
teor de umidade de 13% base Umida (b.u.). Em todos os bioensaios foram usados insetos nao

sexados e com idade de 0 a 15 dias.

2.3. Coleta do material vegetal para obtencéo do 6leo essencial

C. laceratoglandulosus foi coletado no Sitio Agreste, Municipio de Sdo José do
Belmonte—PE, Brasil, localizado nas coordenadas geograficas: latitude 7° 55 20.334”S ¢
longitude 38° 33 2.056”W. Foi coletado em uma etapa, em 09 de junho de 2017, no horario

das 08h00 e 10h00. O clima, segundo a classificacdo de Kdppen, é do tipo BSwh (clima semi-
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arido e quente). Os dados climatoldgicos no més da realizacdo do estudo foram fornecidos
pela APAC - Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima. A temperatura manteve uma média de
25,5 °C com a temperatura maxima de 30,2 °C e minima de 21,0°C, precipitagdo de 186mm,
umidade relativa de 59%. A identificacdo da planta foi realizada por especialista do Herbéario
do Semiéarido do Brasil (HESBRA) e exsicatas testemunhas foram mantidas, sob Voucher:
HESBRA 2301 (A. Laurénio 3144).

2.4. Extracdo do 6leo essencial

Para extracdo do 6leo essencial, foram usadas folhas de C. laceratoglandulosus, que
apos serem coletas, foram acondicionadas em sacolas de papel do tipo kraft (2 kg) e levadas
para estufa a 50 °C, por um periodo de 48 horas. Em seguida, as folhas passaram pelo processo
de hidrodestilacdo com aparato de Clevenger, adotando a metodologia de Santos et al., (2007)
com modificagdes, por um periodo de 2 horas. A cada extracdo do oleo foram usadas 200 g de
folhas secas e 3 L de agua destilada. Posteriormente, foram acrescentados 400 mL de emulsao
e 100 mL do solvente diclorometano (CH2Clz), e a reacéo resultou em duas fases: uma de oleo-
solvente e outra de agua. Apds a remoc¢do do funil, a mistura 6éleo- solvente passou por
separacao do oleo/solvente utilizando-se um rotaevaporador acoplado a uma bomba de vacuo.

O dleo essencial extraido foi mantido em vidro do tipo &mbar, em temperatura de 6 e 10 °C.

2.5. Analise quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa

2 mg do oleo essencial de C. laceratoglandulosus foi dissolvido em 1 mL de hexano
bidestilado. 1 pL dessa solucdo foi injetada e analisada em um cromatografo gasoso acoplado
a um espectrometro de massas com analisador do tipo quadrupolo Agilent 5975C Series
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipado com coluna apolar HP-5 (Agilent J&W, 60
m x 0.25 mm didmetro interno; espessura do filme 0.25 um). As amostras foram avaliadas
sob as seguintes condicdes: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min), rampa de
aquecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantida por 5 minutos. O gas
de arraste utilizado foi o hélio, a fluxo constante de 1 mL por minuto e a temperatura doinjetor
foi mantida a 250 °C. Os compostos eluidos da coluna cromatografica foram ionizadospor

impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ionizacdo foi mantida a 230 °C e o quadrupolo a
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150 °C. Os espectros de massa foram obtidos no modo scan com velocidade de 0,5 scan por
segundo, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550.

Uma aliquota de 1 uL do dleo foi injetada em modo split 1:50. Os compostos foram
identificados por meio da andlise dos espectros de massa de cada pico cromatografico,
comparacdo com padrdes auténticos e célculo de indices de retencdo. Foram calculados os
indices de retencdo linear dos componentes do 6leo de C. laceratoglandulosus utilizando-se 0s
tempos de retencao de cada composto e os tempos de retengéo de n-alcanos (Ce a C2s) analisados
sob as mesmas condicdes. Os valores calculados foram comparados com os indicesde retencao
publicados na literatura (ADAMS, 2007; NIST WebBook, 2014).

A mesma solucao foi quantificada através da injecao em triplicata de 1 uL. em modo
splitless dessa solu¢do em um cromatdgrafo gasoso equipado com coluna apolar VB-5 (thermo
trace GC ultra, 60 m x 0.25 mm diametro interno; espessura do filme 0.25 pum). As amostras
foram analisadas sob as seguintes condig¢fes: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min),
rampa de aquecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantidapor 5 minutos.
O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio, a fluxo constante de 1 mL por minuto e a temperatura
do injetor foi mantida a 250 °C. Os compostos eluidos da coluna cromatografica foram

detectados através de queimadores em chama (FID) a 250 °C.

2.6. Potencial fumigante do 6leo essencial de Croton laceratoglandulosus sobre Sitophilus

zeamais e Tribolium castaneum

Os ensaios foram desenvolvidos em B.O.D a 28 + 2 °C, 70 + 5% UR e fotofase de 24
h. Foi verificado o efeito fumigante do 6leo essencial de C. laceratoglandulosus sobre S.
zeamais e T. castaneum, seguindo uma adaptacdo da metodologia de Aslan et al. (2004). Como
camaras de fumigacdo foram usados potes de vidro (tipo bomboniere) com 300 mL de
capacidade, onde foram mantidos 10 adultos de S. zeamais ou T. castaneum nao sexados e com
zero a quinze dias de idade, em experimentos individuais para cada espécie. Foram usadas as
seguintes concentracdes do 6leo essencial de C. laceratoglandulosus: 10, 20, 40, 60,80 e 100
uL L de ar e controle (sem tratamento). O dleo foi pipetado em tiras de papel de filtro de 5 x
2 cm, pressas na parte inferior da tampa dos potes de vidro.

Foi usado um tecido tipo “voil” entre a tampa e o restante do pote para impedir o contato
direto dos insetos com o 6leo essencial. Os potes foram fechados com filme plastico (PVC) e
fita adesiva, para evitar a saida dos vapores. 48 horas depois foi avaliada a quantidade de

insetos mortos. Os dados foram submetidos a analise de Probit para a
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estimativa das concentracdes letais (CLso e CLgo) para cada uma das espécies de inseto, e tais
resultados foram reutilizados para confirmagdo das CLso e ClLgo. Os experimentos foram
preparados de forma individual para cada espécie, em delineamento inteiramente casualizado,

com sete concentragdes e quatro repeti¢des.

2.7. Avaliacdo da toxicidade na fisiologia de Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum
apos ingestao de dieta alimentar contendo 6leo essencial de Croton laceratoglandulosus

Os experimentos foram realizados utilizando-se uma adaptacdo da metodologia de Xie
et al. (1996) descrita por Napoledo et al. (2013). Foram utilizadas placas de petri comdimensdes
de 90 x 15 mm com cinco discos da dieta artificial. Para o preparo da dieta artificial,
concentragdes crescentes de 0leo em 1% de dimetilsulfoxido (DMSQO) foram usadas para
preparar solu¢des com farinha de trigo autoclavada com concentrages finais de 10, 30, 40 e 50
uL/g (LL oleo puro/g de farinha de trigo) e no controle negativo foi utilizada farinha contendo
agua destilada e 1% dimetilsulfoxido. Homogeneizada por aproximadamente cinco min, em
seguida foram preparados os discos, utilizando uma aliquota de 200 puLL da mistura para cada
disco. As placas de petri foram mantidas em estufa na temperatura de 56 °C por cerca 24 h,
sendo os pesos dos discos anotados. 15 insetos (S. zeamais ou T. castaneum) com pesos
identificados foram postos em cada uma das placas de petri. Os experimentos foram realizados
em quintuplicata e levados a B.O.D sob temperatura de 28 = 2 °C. Apdés 7 dias da montagem
do experimento, 0 peso dos discos e dos insetos foram avaliados. E ap6s 7 e 15dias foram
contabilizados os insetos mortos. Além disso, foram avaliados outros parametros nutricionais:
Taxa de ganho relativo de biomassa (TGB): (biomassa ganha)/(biomassa inicial dos insetos x
dias) e a eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECAI): (biomassa adquirida/biomassa
ingerida) x 100.

2.8. Efeito repelente do 6leo essencial de Croton laceratoglandulosus e na emergéncia de

Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum

Os testes foram conduzidos em cdmara climatizada com temperatura de 28 + 2 °C, 70

+ 5% UR e fotofase de 24 h. Foi avaliado o efeito repelente do 6leo essencial de C.
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laceratoglandulosus sobre adultos de S. zeamais e T. castaneum. O 6leo foi aplicado nas
concentragdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uL e controle: sem tratamento.

Foram utilizadas arenas compostas por dois potes plasticos, unidos por dois tubos
plasticos a um pote central, em um dos potes foram adicionadas 20 g de grdos de milho para
S. zeamais ou p6 de milho triturado para T. castaneum tratados com o 6leo essencial e nooutro
pote a mesma quantidade ndo tratada (controle). O 6leo foi aplicado sobre os graos de milho ou
p6. No pote da regido central foram liberados 10 adultos ndo sexados de S. zeamais ou T.
castaneum com 0 a 15 dias de idade. Os experimentos foram individualizados para cada uma
das espécies, em delineamento inteiramente casualizado, com 07 concentracdes e 04 repeticoes.

Decorridos cinco dias da liberacéo dos insetos no pote central, foram contabilizados os
insetos presente em cada pote e em seguida, descartados. Os gréos ou po6 foram acondicionados
em outros recipientes plasticos e levados a B.O.D a 28 + 2 °C, 70 + 5% UR e fotofase de 24 h
e 0s adultos emergidos foram contabilizados ap6s 34 dias (S. zeamais) e 28 dias (T. castaneum)
da infestagdo.

Para calcular o indice de repeléncia (IR) utilizou-se a seguinte 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 semelhanteentre
o0 tratamento e a testemunha (tratamento neutro), IR > 1 indica menor repeléncia do tratamento
em relacdo a testemunha (tratamento atraente) e IR < 1 corresponde a maior repeléncia do
tratamento em relacdo a testemunha (tratamento repelente). O intervalo de seguranca (IS) é
empregado para avaliar se o tratamento € ou ndo repelente, obtido através da media dos IR
(indice de repeléncia) e o respectivo desvio padrdo (DP), ou seja, se a média dosIR for menor
que 1 - DP, o 6leo é repelente; se for maior que 1 + DP o 6leo é atraente e se estiver entre 1 -
DP e 1 + DP o 6leo é considerado neutro (FINNEY, 1971).

A porcentagem média da emergéncia de adultos foi calculada através da formula: PR
= [(NC — NT) / (NC + NT) x 100], sendo PR= percentual médio de emergéncia, NC= média
de insetos emergidos na testemunha e NT= média de insetos emergidos no tratamento
(OBENG-OFORI, 1995).

2.9. Efeito do bleo essencial de Croton laceratoglandulosus sobre a ri de Sitophilus zeamais

e Tribolium castaneum



90

Foram realizados experimentos individuais para cada espécie de inseto, em
delineamento inteiramente casualizado, com as seguintes concentragdes: 10, 20, 40, 60, 80 e
100 pL e controle (sem tratamento) em quatro repeticoes.

Foram utilizados potes plasticos como unidades experimentais, com a tampa plastica
perfurada e revestida internamente com tecido fino que permitisse as trocas gasosas. Em cada
pote foram colocadas 20 g de grdos de milho para os ensaios com S. zeamais ou p6 de milho
triturado para os ensaios com T. castaneum. O 6leo foi aplicado sobre os grdos de milho ou p6
de milho triturado com auxilio de pipetador automéatico. Em cada pote foram liberados 10
adultos ndo sexados de S. zeamais ou T. castaneum com 0 a 15 dias de idade, sendo estes
armazenados por 60 dias em B.O.D ajustada a 28 £ 2 °C, 70 + 5% UR e fotofase de 24 h.

Apobs 60 dias, foi verificada a quantidade de insetos emergidos e calculada a taxa
instantanea de crescimento populacional. Empregando-se a equacéo: ri = [In(Nf/NO0)/AT], onde
Nf = Numero final de insetos; NO = Numero inicial de insetos ¢ AT = Variagdao de tempo
(nimero de dias em que o ensaio foi executado). Valor positivo de ri indica crescimento
populacional; ri = 0 significa que a populagé@o encontra-se estavel e valor negativo de r; indica
declinio da populacéo até a extingdo, quando Nf =0 (WALTHALL,; STARK, 1997).

2.10. Analise estatistica

As diferencas significativas entre os tratamentos foram analisadas pelo teste de Tukey
(p <0,05) aplicando-se o programa computacional ASSISTAT versdo 7.7 Beta.

Os dados referentes a mortalidade foram analisados pelo modelo Probit (FINNEY,
1971) para definir os valores da CLso e CLgo, com intervalos de confianca de 95%, por meio do

software R versdo 3.5.0 para Windows.

3. Resultados e discussao

Os resultados das analises cromatograficas do Oleo essencial das folhas de C.
laceratoglandulosus podem ser observados na tabela 1, onde um total de 18 componentes foram
identificados. O o6leo essencial obtido das folhas de C. laceratoglandulosus apresentou
biciclogermacreno (28,08%) como composto majoritario, seguido de (E)-Cariofileno (24,95%)
perfazendo 53,03% da composicao total do 6leo. De todos os compostos identificados 4 se

tratavam de monoterpenos e 14 sesquiterpenos.
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Tabela 1 — Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial obtido das folhas de C.

laceratoglandulosus.

Composto indice de retencéo Area (%) SD
Calculado Literatura

1,8-Cineol 1031 1026 3,90 0,07
Linalol 1100 1095 0,27 0,01
Terpinen-4-ol 1178 1174 2,22 0,04
a-Terpineol 1191 1186 0,19 0,00
Ciclosativeno 1368 1369 1,50 0,01
a-Copaeno 1378 1374 1,49 0,01
B-Elemeno 1394 1389 1,24 0,07
(E)-Cariofileno 1422 1417 24,95 0,75
Aromadendreno 1442 1439 0,18 0,00
a-Humuleno 1456 1452 0,43 0,14
allo-Aromadendreno 1464 1458 1,19 0,42
Germacreno D 1484 1480 4,99 0,10
Biciclogermacreno 1499 1500 28,08 0,76
y-Cadineno 1517 1513 2,43 0,03
d-Cadineno 1527 1522 2,69 0,17
Germacreno B 1546 1559 1,56 0,17
epi-a-Cadinol 1645 1638 5,14 0,33
a-Muurolol 1650 1644 1,10 0,13

Identificados 83,55

Nao identificados 16,45

A composicao do 6leo essencial das folhas de C. laceratoglandulosus relatado no
presente artigo esta de acordo com o estabelecido por Neves e Camara (2011), que verificaram
que 64 espécies do género Croton foram investigadas quanto a sua composi¢do quimica e/ou
papel bioldgico do 6leo essencial. Quanto a composicdo quimica dos 6leos essenciais, 111
compostos diferentes foram encontrados, sendo 0s sesquiterpenos, a classe predominante, assim
como em C. laceratoglandulosus. E nesta classe quimica, o cariofileno esta presente em cerca
de 23 espécies diferentes, seguido de biciclogermacreno presente em 15 espécies. A classe
quimica dos monoterpenos € encontrada em menor propor¢do, tendo o a-pineno sido
encontrado em 19 espécies e 1,8 cineol encontrado em 11 espécies do género.

Para o efeito fumigante do dleo essencial de C. laceratoglandulosus sobre S. zeamais
(F=46.13; p < 0.000; GL= 6) (Figura 1A) e para T. castaneum (F= 28.09; p < 0.000; GL= 6)
(Figura 1B) foram observadas diferencas significativas. Foi verificado aumento da mortalidade

das duas espécies de insetos (Figuras 1A e 1B) a medida que a concentracdo do
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6leo essencial foi aumentada. A maior concentracdo, 100 uL/L de ar ocasionou 85% de
mortalidade para S. zeamais e 82,5 % para T. castaneum.

Figura 1 — Efeito fumigante do 6leo essencial de C. laceratoglandulosus sobre S. zeamais (A)
e T. castaneum (B).

>
o

100 * 100
y=00045x2 +0,6488x - 1,5735

o
=3

R2=09401 20

W
S o o

Concentragio pL L' de ar
R A
s 3

Concentragio plL L' de ar
3

_-
o o

=
.
L 4

0 20 40 60 80 100

20 40 60 80 100
Mortalidade (%)

Mortalidade (%)

De acordo com a tabela 2 verifica-se que o 0leo das folhas de C. laceratoglandulosus
foi toxico ao S. zeamais com uma CLso de 1,65 pl/g e CLgo de 5,5 pul/g, como também ao T.

castaneum com uma CLso de 2,2 ul/g e CLgo de 6,1 pL/g, provocando 85% de mortalidade
para S. zeamais a e 82,5% para T. castaneum em 48h.

Tabela 2 — Toxicidade por fumigacéo do 6leo essencial de C. laceratoglandulosus sobre S.
zeamais e T. castaneum em laboratério (Temperatura: 28 £ 2 °C; Umidade Relativa: 70 + 5%;

escotofase: 24 horas).

(CLso uL/g de milho) (CLgo uL/g de milho) )
Inseto N (1.C. 95%) (1.C. 95%) GL X
Sitophilus -, 1,65 5,5 4 866
Zeamals

Tribolium 5 22 6.1 4 748
castaneum
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N= Ndmero de individuos testados; CL= Concentracao letal; 1.C= Intervalo de confianca; GL:

Graus de liberdade; X2= Qui-quadrado.

O dleo das folhas de C. laceratoglandulosus pode ser considerado significativo, pois a
eficiéncia aumentou diretamente com a concentragdo, caracterizando o efeito fumigante.
Resultados semelhantes foram obtidos por Aslan et al. (2004) e Calmasur et al. (2006) com
6leos essenciais extraidos de outras plantas aromaticas contra espécies do género Hymenea.

A fumigagdo comumente é o método mais eficaz de controle de insetos de produtos
armazenados, o qual age diretamente sobre o sistema respiratorio dos insetos promovendo a
eliminacio dos mesmos. E uma metodologia de f4cil aplicacdo, geralmente mais barata, e com
eficiéncia bastante comprovada (NENAAH, 2014; LORINI et al., 2015; ARENA et al., 2017).

Apesar do mecanismo de acdo de como 0s monoterpenos e sesquiterpenos agem em
insetos ainda ndo ser bem conhecido (SOUZA et al., 2016), estudos propdem que 0s 0Oleos
essenciais podem agir por meio da inalacéo via espiraculos dos insetos (YANG et al., 2005),
inibicdo da atividade do citocromo P450 (JARAMILLO RAMIREZ et al., 2012), horménios
envolvidos na regulacédo do crescimento dos insetos e hormonio juvenil (LEE et al., 2018), ou
através da inibicdo da enzima acetilcolinesterase (LEE et al., 2001). Siramon et al. (2009)
sugerem que o0 composto 1,8-cineol como responsavel por inibir a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) em bioensaios de fumigacéo realizado com Coptotermesformosanus
Shiraki (espécie de cupim subterraneo). Mesmo o composto 1,8-cineol nédo ter sido majoritario
em C. laceratoglandulosus (3,90%, tabela 1), este pode ser um dos compostos responsaveis
pela toxicidade ao S. zeamais e T. castaneum. Kostyukovsky et al. (2002) verificaram que a
inibicdo da AChE ndo estava relacionada diretamente com as taxas de mortalidade de insetos.
Os terpendides podem agir sobre os receptores de GABA (Acido Gama-Aminobutirico)
(TONG; COATS, 2010) ou sobre os receptores de tiramina e octopamina (ENAN, 2001;
PRICE; BERRY, 2006). Os monoterpenos e sesquiterpenos podem ser 0s responsaveis por
causar efeitos toxicos em insetos, como ocorrido nos testes de fumigacdo com o 6leo essencial
de C. laceratoglandulosus para S. zeamais e T. castaneum.

A ingestdo da dieta artificial contendo Oleo essencial de C. laceratoglandulosus
provocou toxicidade sobre S. zeamais, com 0 aumento das concentracdes, simultaneamente
foi aumentada a mortalidade dos insetos (Figura 2). A concentracdo letal estimada para matar
50% dos insetos (CLso) foi de 36,59 pL/g. Toxicidade por ingestdo também foi observada

utilizando-se os 6leos essenciais de Eucalyptus saligna, Cupressus sempervirens, Ocimum
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gratissimum e Xylopia aethiopica contra o S. zeamais (TAPONDJOU et al., 2005; NGAMO
et al., 2007).

Figura 2 — Mortalidade de S. zeamais alimentados com dieta artificial incluida com 6leo

essencial de C. laceratoglandulosus.
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Os valores de ganho relativo de biomassa foram a declinio com o aumento das
concentragcdes e como se esperava, a concentracdo de 50 pL/g foi a que os insetos menos se
alimentaram (Figura 3A), podendo inferir que os compostos presentes no 6leo essencial de C.
laceratoglandulosus provocaram algum tipo de repulsa, evitando que o inseto se alimentasse.
Os valores da eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECAI), que indicam quanto da
dieta alimentar foi consumida e transformada em biomassa do inseto, apresentaram valores

negativos (Figura 3B) nos tratamentos em todas as concentracdes, exceto a concentracdo de 50
uL/g.

Figura 3 — Parametros nutricionais de S. zeamais alimentados com dieta artificial contendo
6leo essencial de C. laceratoglandulosus. A. TGB: Taxa de ganho relativo de biomassa; B.

ECAI: Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido.
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Mesmo tendo um ganho relativo de biomassa menor na concentragdo de 50 uL/g, S.
zeamais teve uma eficiéncia de conversdo do alimento ingerido maior nessa concentragéo,
esse resultado sugere interferéncia desses compostos no metabolismo do inseto podendo
inferir que tais compostos provocaram alteracdes na digestibilidade.

Para T. castaneum, a dieta alimentar acrescida do Oleo essencial de C.
laceratoglandulosus também resultou em alteragbes nos parametros nutricionais avaliados.
Assim como em S. zeamais, a partir do aumento da concentragdo do 6leo, aumentou-se a taxa
de mortalidade (Figura 4). A CLso estimada foi de 35,51 pL/g.

Figura 4 — Mortalidade de T. castaneum alimentados com dieta artificial incluida com dleo

essencial de C. laceratoglandulosus.
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O dleo essencial de C. laceratoglandulosus promoveu alteragdes nutricionais e
fisiolégicas em T. castaneum, o que resultou em valores negativos para o ganho relativo de
biomassa para as todas as concentragdes, com exce¢do do controle, tendo a concentracéo de
50 uL/g resultado em maior perda de biomassa pelo inseto (Figura 5A). Os valores da ECAL,
também resultaram em valores negativos (Figura 5B), sendo a menor eficiéncia de conversao
do alimento ingerido na concentracao de 40 uL/g. A perda de peso observada em T. castaneum
pode ser explicada devido a ingestao do alimento contendo o 6leo, alterando tanto os processos
de ingestdo quanto de absorcéo, de modo que o inseto comeca a metabolizar as proprias reservas
corporais para sobreviver. Tais resultados indicam que 0s insetos ndo conseguiram incorporar
a dieta de maneira satisfatoria e que a quantidade de alimento ingerido ndo foi ideal para
equilibrar os efeitos deletérios provocados pelo 6leo essencial, resultando em perda de
biomassa. Evidenciando que incorporacao do 6leo das folhas de C. laceratoglandulosus na dieta

dos insetos, resultou em alteracdes no crescimento e na fisiologia do inseto (NAPOLEAO et
al., 2013).

Figura 5 — Aspectos nutricionais de T. castaneum alimentados com dieta artificial contendo
6leo essencial de C. laceratoglandulosus. A. TGB: Taxa de ganho relativo de biomassa; B.

ECAI: Eficiéncia de conversao do alimento ingerido.



97

1,06-07 B
7 I 00 —_—
o v T
3 6oe0e B s 2
E 2 -200,0 T
2 o00Ev00 !
s ? 4000
* -
% -5,0E-08 = i
3 = 6000
3 . oe0r o
s 800,0
=]
>
£ 1507 -1.000,0
[
s ! . 40 50
£ 20807 * ! #1:2000 e - - "
3 =0 10 =30 =40 50

-2,6E.07

Os valores observados para 0s aspectos nutricionais avaliados mostram que o 6leo
essencial de C. laceratoglandulosus incluido na dieta alimentar dos dois insetos-praga, provoca
danos nutricionais, fisioldgicos e comportamentais pela alteracdo do metabolismo. A atividade
inseticida provocada por 0leos essenciais pode ocorrer por mortalidade, malformacdes nas
diferentes fases de desenvolvimento dos insetos, como também repelénciae deterréncia de
alimentacdo (ISMAN, 2006).

Os monoterpenos e sesquiterpenos podem causar interferéncia toxica nas fungdes
bioquimicas e fisioldgicas de insetos (SIMOES; SPTIZER, 2004). As espécies de Croton sdo
excelentes fontes de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (PALMEIRA et al.,
2006; PESSOA, etal., 2012) e com excelente acdo de deterréncia (PONTES et al., 2011). Pode-
se inferir que o 6leo essencial de C. laceratoglandulosus é fonte de compostos quimicoscom
potencial deletério sobre a fisiologia nutricional de S. zeamais e T. castaneum, podendo resultar
em interferéncia toxica nas funcdes bioquimicas e fisioldgicas de ambas as pragas.

Para os testes de repeléncia, foi possivel verificar que com excecdo da concentracdo de
10 uL para S. zeamais, houve diferenca significativa entre as demais concentracfes testadas do
6leo essencial de C. laceratoglandulosus e suas testemunhas e estas foram classificadas como
repelentes (Tabela 3). Nos testes com T. castaneum, todas as concentracOes testadas diferiram
significativamente de suas testemunhas pelo teste “t” (P < 0,05) e foram consideradas repelentes
(Tabela 3). O indice de repeléncia (IR) foi de 0,21 a 1,0 para S. zeamais e 0,1 a 0,8 para T.

castaneum (Tabela 3).

Tabela 3 — Potencial repelente de C. laceratoglandulosus sobre adultos de S. zeamaise T.
castaneum em graos e pé de milho tratados. Temp.: 28 £ 2 °C, UR: 70 + 5% e fotofase: 24

horas.
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Média de Adultos Atraidos

Tratamento (uliﬁ)zsgg) . (%) MIiR[l)P IS?
Oleo Controle
10 5,0 50" 1,0+0,16 N
20 1,75 8,25 * 0,35+ 0,34 R
Sitophilus zeamais 40 Lo o® 03+038 R

60 15 8,25 * 0,31+ 0,26 R
80 1,0 8,75 * 0,21+ 0,24 R
100 1,0 8* 0,22 £ 0,29 R
10 4,0 6,0 * 0,8+0,16 R
20 3,5 6,5* 0,7+0,26 R

Tribolium 40 35 6,5* 0,7+0,11 R

castaneum 60 2,75 7,25 * 0,55+0,19 R
80 1,75 8,25 * 0,35+0,1 R
100 0,5 95* 0,1+0,2 R

* Médias, nas linhas, diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

"S Médias, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

! Iindice de Repeléncia.
M = Média.

DP = Desvio Padrao.

2 1S = Intervalo de Seguranca, onde R= Repelente, N= Neutro e A= Atraente.

Nos ensaios de repeléncia, ao verificar a emergéncia dos insetos, observou-se reducao

na emergéncia em todas as concentracfes tanto para S. zeamais como T. castaneum, porém para

S. zeamais, somente a partir da concentragdo de 60 pL foi que houve uma boa redugdo na

emergéncia de insetos. Ao contrario do observado em T. castaneum, que da menor concentracao

até a maior, houve altas reducdes na emergéncia, tendo a concentracdo de 100 pL reduzido o

numero de adultos emergidos em 100% (Tabela 4).

Tabela 4 — Reducéo do nimero de S. zeamais e T. castaneum emergidos em gréos e pé de

milho tratados com éleo essencial de C. laceratoglandulosus. Temp.: 28 + 2°C, UR: 70 £ 5%

e fotofase: 24 horas.
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Tratamento Concentragédo (uL/20g) Me(g;(;?gﬁjdousltos oF Reg)zt);ao
Oleo Controle | Oleo Controle
10 22,5 57,0 13 30,39 43,40
20 22,5 59,25 " 8,42 30,34 45,40
Sitophil_us 40 11,75 35,75™ 8,5 23,08 50,53
zeamais 60 7,25 25,75 6,89 10,44 56,06
80 4,25 220" 3,09 8,68 67,62
100 25 35,75 1 5 24,09 86,93
10 3,0 14,25 " 1,41 7,76 65,22
20 2,5 15,25 " 1,29 7,80 71,83
Tribolium 40 1,0 215" 0,82 3,70 91,11
castaneum 60 0,75 2325" 096 55 93.75
80 0,75 23,25 * 0,96 8,5 93,75
100 0,0 23,25 * 0 7,5 100

* Médias, nas linhas, diferem estatisticamente entre si pelo teste “t” (P < 0,05).
"S Médias, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

DP = Desvio Padrao.

O Oleo essencial de C. laceratoglandulosus proporcionou elevada reducdo na
emergéncia de T. castaneum na maior parte das concentracfes utilizadas. Estes resultados
corroboram com Coitinho (2009) que propde que a agdo repelente € uma propriedade
importante no controle de pragas de grdos armazenados, evidenciando que guanto maior a
repeléncia ocasionada por um 0leo essencial menor sera a infestacdo, e como resultado, a
reducdo da postura e da quantidade de insetos emergidos. Alguns estudos evidenciaram que
alguns Gleos essenciais afetam diretamente o desenvolvimento embrionario dos ovos, reduzindo
assim a emergéncia de novos adultos, causando efeitos ovicida e/ou larvicida
(TAPONDJOU et al., 2005; KETOH et al., 2005), essa reducdo na emergéncia, ainda pode ser
devido a repeléncia causada pelo 6leo essencial de C. laceratoglandulosus.

A taxa instantanea de crescimento dos dois insetos sofreu alteracdes pelo uso do éleo
essencial de C. laceratoglandulosus nos graos de milho/p6 de milho triturado, como observado
nas figuras 6A e 6B. Houve diferencas significativas entre as concentra¢fes dodleo essencial
de C. laceratoglandulosus sobre S. zeamais (F= 12.248; p < 0.0000; F= 6) (Figura 6A) e para
T. castaneum (F= 79.531; p < 0.0000; F= 6) (Figura 6B). De acordo com
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os resultados obtidos, apds 60 dias pode-se observar a reducdo populacional com o aumento
gradativo das concentracOes, apresentando baixas r; (taxa instantanea de crescimento) podendo
levar a uma iminente extingdo populacional. Esses resultados corroboram comCorrea (2011),
que constatou reducdo na taxa de crescimento populacional em diferentes populacfes de S.
zeamais quando tratada com Oleo de cravo. Magalhdes et al. (2015) verificaram 0 mesmo
comportamento para T. castaneum, tendo os 6leos essenciais de C. pulegiodorus e Ocimum

basilicum Linnaeus reduzido consideravelmente ar;.

Figura 6 — Efeito do dleo essencial de C. laceratoglandulosus sobre a taxa instantanea de

crescimento (ri) de S. zeamais (A) em milho armazenado e T. castaneum (B).
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Assim, a taxa de crescimento instantanea (ri) dos dois insetos pode ter sido afetada pelos
compostos volateis do 6leo essencial extraido de C. laceratoglandulosus reduzindo assim a
eclosdo das larvas (SCHMIDT et al., 1991). Outro ponto que deve ser observado na reducao da
ri € que, provavelmente, o periodo de sobrevivéncia dos insetos adultos nos grdos/po tratados
com as concentracBes do 6leo essencial foi suficiente para alterar a taxa de oviposicéo,

impedindo a progénie.

4. Conclusodes

O 6leo essencial extraido de folhas de C. laceratoglandulosus, apresentou em sua
composicdo monoterpenos e sesquiterpenos, tendo como compostos marjoritarios o

biciclogermacreno e (E)-Cariofileno.
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O oleo essencial de C. laceratoglandulosus afetou a fisiologia nutricional dos insetos,
uma vez que causou alteracdo nos pardmetros nutricionais. Ainda, o 6leo essencial apresentou
efeito fumigante, capacidade repelente, reduzindo significativamente a emergéncia e a taxa
instantanea de crescimento de adultos de S. zeamais e T. castaneum.

Este € o primeiro registro da composicdo quimica do 6leo essencial da espécie C.
laceratoglandulosus e também o primeiro relato sobre a atividade inseticida. A mdltipla
toxicidade do Oleo essencial de C. laceratoglandulosus revela um composto inseticida com
efeito protetor contra os insetos praga S. zeamais e T. castaneum.
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RESUMO

As plantas produzem varios metabdlitos secundarios que podem exibir atividade inseticida,
podendo ser Gteis como alternativa de controle para insetos de grdos armazenados. Os objetivos
desse trabalho foram verificar a composicdo quimica e avaliar a atividade inseticida do 6leo
essencial obtido das folhas de Croton urticifolius sobre Sitophilus zeamais e Tribolium
castaneum. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo, e caracterizado por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas. Foram identificados 31 componentes, sendo
majoritario o bicyclogermacrene (44,53%). Os bioensaios de toxicicidade por fumigacao e
ingestdo revelaram o potencial inseticida do 6leo de C. urticifolius contra S. zeamais, com CLso
de 2,6 uL/g e 27,74 uL/g, respectivamente. Também foi toxico para T. castaneum com CLso de
2,371 e 48,4 plL/g, respectivamente. O método da fumigacdo pareceu ser mais eficaz contra as

ambas espécies. O bleo essencial provocou efeito
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repelente sobre S. zeamais e T. castaneum, além disso, resultou em alteragBes na taxa
instantanea de crescimento e na emergéncia de adultos. Assim, o 6leo essencial obtido das
folhas de C. urticifolius mostra-se promissor para o controle de S. zeamais e T. castaneum.

Palavras-chave: Caatinga; Insetos de gréos armazenados; Plantas.

ABSTRACT

Plants produce several secondary metabolites that can exhibit insecticidal activity and can be
useful as an alternative control for stored grain insects. The objectives of this work were to
verify the chemical composition and to evaluate the insecticidal activity of the essential oil
obtained from the leaves of Croton urticifolius on Sitophilus zeamais and Tribolium castaneum.
The essential oil was obtained by hydrodistillation, and characterized by gas chromatography
coupled with a mass spectrometer. Thirty-one components were identified, the majority being
bicyclogermacrene (44.53%). Toxicity bioassays by fumigation and ingestion revealed the
insecticidal potential of C. urticifolius oil against S. zeamais, with LC50 of 2.6 pL/g and 27.74
uL/g, respectively. It was also toxic to T. castaneum with a LC500f 2.371 and 48.4 uL/g,
respectively. The fumigation method seemed to be more effective against both species. The
essential oil had a repellent effect on S. zeamais and T. castaneum,in addition, it resulted in
changes in the instantaneous growth rate and in the emergence of adults. Thus, the essential oil
obtained from the leaves of C. urticifolius shows promise for thecontrol of S. zeamais and T.

castaneum.

Keywords: Caatinga; Stored grain insects; Plants.
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1. Introducéo

O ataque por insetos-praga durante o periodo de armazenamento dos graos é responsavel
por perdas considerdveis no setor de armazenamento de produtos agricolas em todo o mundo.
Dentre as espécies de insetos mais importantes, destacam-se o gorgulhoTribolium castaneum
Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) responsavel por infestar farinhas e graos de cereais, além
de ser uma das primeiras espécies de inseto a aparecer em produtos recentemente colhidos e
armazenados (LOECK, 2002). Outra importante praga ¢ o gorgulho do milho, Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculioneidae), que é considerada uma das pragas de graos armazenados
com maior poder destrutivo e mundialmente distribuidas (LORINI, 1999; GUEDES, 2008).

A utilizacdo de inseticidas na agricultura ao decorrer dos anos tem se demonstrado como
um instrumento importante e indispensavel para 0 aumento da produtividade, principalmente
em grandes areas de cultivo. Esta importancia se deve ao aumento das perdas nas lavouras
provocadas pelos insetos (SANTOS et al., 2007). A manutencdo da alta produtividade agricola
atual ndo seria possivel sem a utilizacdo dos inseticidas, 0 que confirma que estes permanecerao
a ter um importante papel em programas de manejo integrado de pragas no futuro (HASSAN;
PRIJONO, 2011). Apesar da contribuicdo dos inseticidas sintéticos no aumento da producgéo
agricola, muitos sdo os problemas oriundos do uso intensivo, incorreto e indiscriminado. Nesse
contexto, se faz necessario a busca por novosmétodos de controle contra as pragas, uma
alternativa é a utilizacdo de plantas com propriedades inseticidas.

Os inseticidas a base de produtos vegetais, também chamados de inseticidas botanicos,
consistem um método alternativo que pode substituir os produtos sintéticos e que minimizem
efeitos causados por estes, ja que as plantas contém substancias chamadas de principios ativos
gue atuam como defesa contra insetos, patégenos e microorganismos. Além disso, a reducéo da
variedade de moléculas sintéticas que tém propriedades inseticidas e o elevado custo para
produzi-las tém incentivado as pesquisas com inseticidas de origem vegetal (POTENZA et al.,
2004; PONTES, 2005; SOUZA, 2007).

Os inseticidas vegetais podem ser usados como pos, extratos aquosos ou Organicos,
6leos essenciais e emulsionaveis, apresentando toxicidade aos insetos por contato, ingestao e
fumigacdo, devendo-se considerar qual parte da planta sera utilizada, a forma de comopreparar,
concentracdo utilizada e época de aplicacdo (BUSTAMANTE, 1999; COITINHO, 2009).
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Dentre as plantas aromaticas, as espécies de Croton possuem uma grande variedade
quimica de compostos secundarios, com o0leos essenciais e constituintes ativos como
terpendides, flavonoides e alcaloides (COSTA et al., 2008). Algumas espécies de Croton
produzem o6leos essenciais com terpendides e fenilpropandides em sua composi¢do, ja outras
produzem apenas terpenodides (SALATINO et al., 2007). Algumas espécies possuem
propriedades inseticidas ja comprovadas (VIEGAS JUNIOR, 2003; SILVA et al., 2010;LIMA
et al., 2013; DIAS; MORAES, 2014; MAGALHAES et al., 2015). Entretanto, o
potencial inseticida de muitas espécies permanece completamente inexplorado.

Os 6leos essenciais sdo substancias vegetais volateis e extremamente concentradas, que
podem ser extraidos a partir de flores, frutos, sementes, folhas, raizes e outras partes das plantas
por diferentes métodos de extracdo (ESCOBAR et al., 2010). Podem ser encontradas em
diferentes partes das plantas e tém seu potencial inseticida confirmado em estudos cientificos.
Por serem de facil extracdo e viaveis economicamente, os 6leos essenciais tém ganhado cada
vez mais destaque nos estudos com produtos naturais.

Porém, mesmo com toda importancia do género Croton L., 0s estudos a cerca deste em
areas de Caatinga, requerem de mais atencéo no que diz respeito as investigacdes quanto ao seu
potencial inseticida.

Considerando a busca por métodos de controle de pragas de base ecoldgica que
apresentem menores custos, facilidades de aplicacdo, reducdo dos riscos de contaminagdo
ambiental e maior seguranca para a salde, este estudo tem por intuito identificar os compostos
secundarios e avaliar o potencial inseticida do 6leo essencial das folhas de C. urticifolius para

0 uso no controle de Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

Os ensaios foram conduzidos no Nucleo de Ecologia de Artropodes (NEA) e no
Laboratorio da P6s-Graduacdo em Producédo Vegetal, da Unidade Académica de Serra Talhada
(UAST), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), no municipio de Serra
Talhada-PE.

2.2. Criag0es de insetos
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Foram mantidas cria¢cdes continuas de S. zeamais e T. castaneum em camara climética
tipo B.O.D, nas seguintes condigOes: 28 + 2 °C, 70 + 5% de UR e 24h de fotofase. Os insetos
foram mantidos em recipientes plasticos, fechados, com a tampa plastica contendo furos e
revestida internamente com tecido que facilitasse as trocas gasosas. Como substratos
alimentares foram utilizados gréos de milho e p6 de milho triturado. Foram utilizados em todos

0s experimentos insetos ndo sexados e com idade conhecida (0 a 15 dias).

2.3. Obtencgéo do material vegetal

C. urticifolius foi coletado no Municipio de Santa Cruz da Baixa Verde—PE, Brasil, em
20 de Julho de 2017, entre as 07h00 e 09h00 da manhd, localizado nas seguintes coordenadas
geograficas: latitude 7° 54 32.206”S e longitude 38° 18 1.17770. O material vegetal foi
coletado apenas uma vez. O clima, de acordo com a classificacdo de Kdppen, é do tipo BSwh.
Os dados referentes ao clima no més da coleta foram fornecidos pelo INMET - Instituto
Nacional de Meteorologia. A temperatura média foi de 14,11 °C, temperatura maxima de 19,9
°C e precipitacdo de 168,2 mm. A identificacdo do C. urticifolius foi feita por especialista do
Herbario do Semiéarido do Brasil (HESBRA) onde exsicatas testemunhas foram depositadas,
sob Voucher: HESBRA 1302 (S. S. Matos et al. 77).

2.4. Extracédo do 6leo essencial

O oleo essencial de foi extraido de folhas de C. urticifolius. Apés coletadas, as folhas
foram acondicionadas em sacos de papel de 2 kg e levadas para secar em estufa a 50 °C, por
48 horas. Ja secas, as folhas foram submetidas a hidrodestilagdo com auxilio de um Clevenger,
adotando a metodologia de Santos et al., (2007) com modificacdes, por 2 horas. Foram
utilizadas 200 g de folhas secas e 3 L de agua destilada em cada extracdo. Posteriormente, com
0 auxilio de um funil de decantacdo foram acrescentados 400 mL de emulsdo e 100 mL do
solvente diclorometano (CH2Cl>), e a reacdo resultou em duas fases: uma de 6leo-solvente e
outra de agua. A mistura 6leo-solvente passou pelo processo de separacdo do 6leo/solvente
através de um rotaevaporador acoplado a uma bomba de vacuo. O 6leo essencial extraido foi

acondicionado em um vidro do tipo &mbar, sob temperatura de 6 a 10 °C.
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2.5. Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas

Para a analise do dleo essencial de C. urticifolius, 2 mg do 6leo foi dissolvido em 1
mL de hexano bidestilado. 1 pL dessa solucdo foi injetada e analisada em um cromatografo
gasoso acoplado a um espectrometro de massas com analisador do tipo quadrupolo Agilent
5975C Series (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipado com coluna apolar HP-5
(Agilent J&W, 60 m % 0.25 mm didmetro interno; espessura do filme 0.25 um). As amostras
foram analisadas sob as seguintes condig¢Ges: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min),
rampa de aquecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantida por 5Sminutos.
O gas de arraste utilizado foi o hélio, a fluxo constante de 1 mL por minuto e a temperatura do
injetor foi mantida a 250 °C. Os compostos eluidos da coluna cromatografica foram ionizados
por impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ionizacdo foi mantida a 230 °C eo quadrupolo a
150 °C. Os espectros de massa foram obtidos no modo scan com velocidade de 0,5 scan por
segundo, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550.

1 uL do oleo essencial foi injetado em modo split 1:50. Os compostos foram
identificados por meio da analise dos espectros de massa de cada pico cromatografico,
comparacdo com padrdes auténticos e calculo de indices de retencdo. Foram calculados os
indices de retencdo linear dos componentes do 6leo de C. urticifolius utilizando-se os tempos
de retencdo de cada composto e os tempos de retencdo de n-alcanos (Cq a Czs) analisados sob
as mesmas condicdes. Os valores calculados foram comparados com os indices de retencdo
publicados na literatura (ADAMS, 2007; NIST WebBook, 2014).

A mesma solugdo foi quantificada por meio da injecdo em triplicata de 1 uL. em modo
splitless dessa solucdo em cromatografo gasoso equipado com coluna apolar VB-5 (thermo
trace GC ultra, 60 m x 0.25 mm diametro interno; espessura do filme 0.25 um). As amostras
foram analisadas sob as seguintes condic¢des: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min),
rampa de aquecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantida por 5minutos.
O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio, a fluxo constante de 1 mL por minuto e a temperatura
do injetor foi mantida a 250 °C. Os compostos eluidos da coluna cromatografica foram

detectados através de queimadores em chama (FID) a 250 °C.

2.6. Avaliacdo da toxicidade por fumigacao do oOleo essencial sobre Sitophilus zeamais e

Tribolium castaneum



113

Os ensaios foram realizados em camara climatizada a 28 + 2 °C, 70 £ 5% UR e fotofase
de 24 h. Foi verificada a toxicidade por fumigacdo do 6leo essencial de C. urticifoliussobre S.
zeamais e T. castaneum, de acordo com uma adaptacdo da metodologia descrita por Aslan et
al. (2004). Como camaras de fumigacao, utilizaram-se potes de vidro (tipo bomboniere) com
300 mL de capacidade, onde foram liberados 10 adultos de S. zeamais ou T.castaneum
(experimentos individuais para cada espécie) nao sexados e com zero a quinze diasde idade.
Foram usadas as seguintes concentragdes do 6leo: 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uL L de ar e controle
(sem tratamento), impregnadas em pedagos de papel filtro de 5 x 2 cm, presas na regido inferior
da tampa dos potes de vidro.

Utilizou-se o tecido poroso (tipo “voil”), entre a tampa e o pote para que fosse evitado
0 contato dos insetos com o0 6leo. As camaras de fumigacdo foram vedadas com filme plastico
(PVC) e fita adesiva, para impedir a saida do oleo. Decorridas 48 horas verificou-se a
mortalidade dos insetos. Os resultados foram submetidos a analise de Probit para obtengéo
das CLso e CLgo. ApOs a andlise de Probit, os dados obtidos foram submetidos a novos testes
para ratificagdo das CLso e CLgo. Para cada uma das espécies de inseto foram realizados ensaios
individuais, em delineamento inteiramente casualizado, com sete concentracdes e quatro

repeticoes.

2.7. Toxicidade por ingestdo do 6leo essencial na fisiologia nutricional de Sitophilus

zeamais e Tribolium castaneum

Os experimentos foram montados com base em uma adaptacdo da metodologia de Xie
et al. (1996) descrita por Napoledo et al. (2013). Foram utilizadas placas de petri de 90 x 15
mm com cinco discos de uma mistura contendo farinha de trigo e dleo essencial de C.
urticifolius. Para o preparo da dieta artificial, concentracdes crescentes do 6leo em 1% de
dimetilsulfoxido (DMSO) foram usadas para o preparo das solucdes com farinha de trigo
autoclavada com concentracdes finais de 10, 30, 40 e 50 uL/g (uL oleo puro/g de farinha de
trigo) e no controle negativo foi utilizada farinha contendo dgua destilada e 1%dimetilsulféxido.
Misturada por cinco min, posteriormente foram montados os discos, usando uma aliquota de
200 pL da mistura. As placas de petri contendo os discos foram secas em estufa a 56 °C por 24
h, em seguida o peso dos discos foi anotado. 15 insetos (S. zeamais ou
T. castaneum) com peso também anotado foram postos em cada uma das placas de petri. Os

experimentos foram feitos em quintuplicata e levados a B.O.D com temperatura de 28 + 2
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°C. Ap0s 7 dias da realizagdo do experimento, foram verificados o peso dos discos e dos insetos.
E em 7 e 15 dias foi verificada a taxa de mortalidade.

Ainda foram avaliados outros dados nutricionais: Taxa de ganho relativo de biomassa
(TGB): (biomassa ganha)/(biomassa inicial dos insetos x dias) e a eficiéncia de converséo do
alimento ingerido (ECAI): (biomassa adquirida/biomassa ingerida) x 100.

2.8. Potencial repelente do dleo essencial sobre Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum
e emergéncia de adultos

Os ensaios foram realizados em camara climatizada a 28 + 2 °C, 70 £ 5% UR e fotofase
de 24 h. Verificou-se o efeito repelente do 6leo essencial de C. urticifolius sobre S. zeamais e
T. castaneum, sendo usadas as seguintes concentrac6es de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uL e controle:
sem tratamento.

Utilizou-se arenas compostas por dois potes plasticos, em um contendo 20 g de graos
de milho para S. zeamais ou pé de milho triturado para T. castaneum tratados com o 06leo
essencial de C. urticifolius e no outro a mesma quantidade sem o 6leo essencial (controle),
estando esses potes conectados simetricamente a um pote central por dois tubos plasticos. As
concentracdes do 6leo foram pipetadas sobre os grédos de milho ou pd. No pote situado na
parte central foram postos 10 adultos ndo sexados de S. zeamais ou T. castaneum com 0 a 15
dias de idade. Os experimentos foram realizados de forma individual para cada um dos
insetos, em delineamento inteiramente casualizado, com 07 concentracGes e quatro repeticdes.

Decorridos cinco dias da colocacdo no pote central, os insetos presentes em cada um
dos potes foram contabilizados e descartados. Os gréos ou p6 foram colocados em outros
recipientes plasticos e levados a B.O.D a28 + 2 °C, 70 £ 5% UR e fotofase de 24 h e os adultos
emergidos ap0os 34 dias (S. zeamais) e 28 dias (T. castaneum) foram contabilizados.

O indice de repeléncia (IR) foi obtido através da formula: IR =2G /(G + P), onde G =
% de insetos atraidos no tratamento e P = % de insetos atraidos na testemunha. Os valores de
IR podem variar 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 relacdo a testemunha (tratamento atraente) e IR < 1 corresponde a maior repeléncia do
tratamento em relacdo a testemunha (tratamento repelente). O intervalo de seguranca (IS) €
usado para considerar se o tratamento € ou nao repelente, obtido utilizando-se a média dos IR

(indice de repeléncia) e o respectivo desvio padrdo (DP), ou seja, se a média dos IR for menor
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que 1 - DP, o 6leo é repelente; se for maior que 1 + DP o 6leo é atraente e se estiver entre 1 -
DP e 1 + DP o dleo € considerado neutro (FINNEY, 1971).

A porcentagem média da emergéncia de adultos foi avaliada através da formula: PR =
[(NC — NT) / (NC + NT) x 100], onde PR= percentual médio de emergéncia, NC= média de
insetos emergidos na testemunha e NT= média de insetos emergidos no tratamento (OBENG-
OFORI, 1995).

2.9. Efeito do 6leo essencial na r; de Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum

Foram preparados experimentos individuais para cada espécie de inseto, em
delineamento inteiramente casualizado, utilizando as concentragdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100
uL e controle (sem tratamento) com quatro repeticoes.

As unidades experimentais constituiam-se de potes plasticos fechados com a tampa
plastica perfurada e revestida internamente com um tecido que permitisse a respiracdo dos
insetos. Em cada unidade experimental foram usadas 20 g de gréos de milho para S. zeamais ou
20 g de p6 de milho triturado para T. castaneum. O 6leo essencial foi aplicado sobre os gréos
de milho ou pé de milho triturado usando um pipetador automéatico. Em cada um dos potes
foram colocados 10 adultos ndo sexados de S. zeamais ou T. castaneum com 0 a 15 dias de
idade. Posteriormente foram armazenados em camara climatizada ajustada a 28 + 2 °C, 70
+ 5% UR e fotofase de 24 h por um periodo de 60 dias.

Passado o periodo de armazenamento, foram contabilizados os insetos emergidos e
calculada a taxa instantdnea de crescimento populacional. Empregando-se a equacdo: ri =
[In(Nf/NO)/AT], onde Nf = Numero final de insetos; NO = Numero inicial de insetos e AT =

Variacdo de tempo (numero de dias em que o ensaio foi executado). Valor positivo de r;

indica crescimento populacional; r; = 0 significa que a populagdo encontra-se estavel e valor
negativo de r; indica declinio da populacdo até a extingdo, quando Nf = 0 (WALTHALL,;
STARK, 1997).

2.10. Anélise estatistica

Os dados com diferengas significativas entre os tratamentos foram estimados pelo
teste de Tukey (p <0,05) utilizando-se o programa computacional ASSISTAT versdo 7.7
Beta.
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Os resultados de mortalidade foram verificados pelo modelo Probit (FINNEY, 1971)
para definir os valores da CLso e CLgo, com intervalos de confianca de 95%, por meio do
software R versédo 3.5.0 para Windows.

3. Resultados e discussao

O perfil quimico do dleo foi analisado em CG/EM e seus componentes foram
identificados de forma quantitativa e qualitativa. Foram identificados 31 componentes em C.
urticifolius. O que corrobora com o ja descrito na literatura a respeito da grande diversidade
quimica deste género. Sendo identificados como majoritarios 0s sesquiterpenos
Biciclogermacreno (44,53%) e (E)-Cariofileno (21,20%) presentes na tabela 1.

Tabela 1 — Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial obtido das folhas de C.

urticifolius.

Composto Indice de retencao ] SD

Calculado Literatura Area (%)
a-Pineno 931 932 2,50 0,18
Benzaldeildo 958 952 0,09 0,01
Sabineno 972 969 0,63 0,05
p-Cimeno 1024 1020 0,63 0,05
Limoneno 1027 1024 0,70 0,06
1,8-Cineol 1030 1026 0,14 0,04
y-Terpineno 1058 1054 0,75 0,06
Terpinoleno 1088 1086 0,07 0,02
Terpinen-4-ol 1177 1174 0,66 0,03
Metil chavicol 1198 1195 0,11 0,00
Carvona 1245 1239 0,01 0,00
(2)-Metil cinamato 1306 1299 0,01 0,00
a-Copaeno 1378 1374 0,95 0,03
B-Elemeno 1394 1389 0,23 0,39
Metil eugenol 1406 1403 0,28 0,32
a-Gurjuneno 1412 1409 1,07 0,06
(E)-Cariofileno 1422 1417 21,20 0,92
B-Copaeno 1431 1430 0,01 0,03
a-Humuleno 1456 1452 1,29 0,03
allo-Aromadendreno 1463 1458 1,60 0,03
Germacreno D 1484 1480 1,75 0,05
Biciclogermacreno 1499 1500 44,53 0,08

B-Bisaboleno 1511 1505 2,52 0,08
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d-Cadineno 1526 1522 2,96 0,52
Germacreno B 1560 1559 3,39 0,41
(E)-Nerolidol 1566 1561 0,01 0,00

Espatulenol 1581 1577 6,37 0,21

Viridiflorol 1595 1592 0,26 0,02

Guaiol 1601 1600 1,19 0,07
a-Cadinol 1658 1652 0,17 0,01
Bulnesol 1671 1670 0,30 0,03
Identificados 96,37
Nao identificados 3,63

A composi¢do quimica do 6leo essencial de C. urticifolius equivale a dados da literatura
para outras espécies de Croton. Analisando 0leo essencial de Croton argyrophyllus Kunth,
Ramos et al. (2013) identificaram 86,02% dos constituintes totais do Oleo, dos quais
biciclogermacreno (14.60%), espatulenol (8.27%) e (E)-cariofileno (6.79%) estando emmaior
quantidade. Os resultados do presente estudo também corroboram com o obtido por Lima et al.
(2013), onde o perfil quimico de Croton sonderianus Muell. Arg. foi analisado e identificados
26 compostos (97.39%), dos quais biciclogermacreno (16.36%) apresentou-se como
componente majoritario.

Foram observadas diferencas significativas em todas as concentracfes na taxa de
mortalidade para o efeito fumigante do 6leo essencial de C. urticifolius para S. zeamais (F=
13.170; p < 0.0000; GL= 6) (Figura 1A) e para T. castaneum (F= 22.677; p < 0.0000; GL= 6)
(Figura 1B).

Nos ensaios de fumigacdo observou-se que ao aumentar a concentracdo do Oleo
aumentou-se diretamente a taxa de mortalidade para as duas espécies de insetos (Figuras 1A e
1B). O ¢6leo de C. urticifolius provocou 87,5% de mortalidade na concentragdo de 80 puL/L de

ar em S. zeamais e 87,5% na concentracdo de 100 uL/L de ar em T. castaneum.

Figura 1 — Toxicidade por fumigacédo do 6leo essencial de C. urticifolius sobre S. zeamais (A)

e T. castaneum (B).
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De acordo com a Tabela 2 verifica-se que o 6leo de C. urticifolius foi toxico ao S.
zeamais com uma CLso de 2,6 e CLgo de 4,8 uL/g

e para T. castaneum com CLsg de 2,371 e CLgo de 5,4 uL/g, provocando 87,5% e 82,5%
de mortalidades, respectivamente. O 6leo das folhas do C. urticifolius pode ser considerado

toxico, pois sua a acdo foi aumentada diretamente com o aumento das concentracdes testadas
(Figuras 1A e 1B).

Tabela 2 — Toxicidade por fumigacéo do 6leo essencial de C. urticifolius sobre S. zeamais e
T. castaneum em laboratdrio (Temperatura: 28 + 2 °C; Umidade Relativa: 70 = 5%;

escotofase: 24 horas).

(CLso uL/g de milho) (CLgo uL/g de milho) )
Inseto N (1.C. 95%) (1.C. 95%) ok X
Sitophilus 26 4.8 4 459
zeamais
Tribolium 4 2371 5.4 4 811
castaneum

N= Numero de individuos testados; CL= Concentracdo letal; 1.C= Intervalo de confianca; GL.:
Graus de liberdade; X?= Qui-quadrado; ND= N4o definida.
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Quanto aos testes de fumigacdo, o 6leo essencial obtido das folhas de C. urtificolius,
mostrou-se eficaz contra S. zeamais e T. castaneum. A alta eficacia do 6leo pode ser explicada
em funcdo de sua composicdo quimica, visto que possui principalmente sesquiterpenos em
sua composi¢do e estes podem ser 0s responsaveis pela toxicidade e consequente morte dos
insetos, conforme ressaltado por Dias; Moraes (2014).

Os 6leos volateis de Croton possuem composi¢do quimica bastante variada. Salatino et
al. (2007) subdividiram Croton em dois grupos, um que apresenta terpenoides (monoterpenos
e sesquiterpenos) e fenilpropanoides, e o outro que apresenta somente terpenoides.
Fenilpropanoides como anetol e eugenol, e terpenoides como ascaridole, linalol, cénfora,
biciclogermacreno, 1,8 cineol, limoneno, a e B-felandreno, copaeno, p-cimeno, a-pineno, sao
alguns dos principais compostos majoritarios encontrados em 0leos essenciais de Croton
(BRASIL et al., 2009; DE LIMA et al., 2013; SANTOS et al., 2014).

O género Croton é detentor de acdo inseticida. Silva et al. (2010) demonstraram a
atividade inseticida do extrato etanolico do caule de Croton linearifolius sobre individuos
adultos de Cochliomyia macellaria. Lima et al. (2013) relataram a atividade do 0leo essencial
de Croton sordertran no controle de Nasutitermes corniger. O 0leo essencial extraido de Croton
heliotropiifolius teve sua toxicidade comprovada, mostrando atividade frente a Tribolium
castaneum e Sitophilus zeamais (MAGALHAES et al., 2015). Estudos com extratos etandlicos
de Croton jacobinensis demonstraram sua atividade inseticida (PONTESet al., 2011). Outro
estudo com componentes volateis de Oleos essenciais de caules e folhas dessa espécie
evidenciaram atividade acaricida relevante contra Tetranychus urticae (NEVES;CAMARA,
2011).

A ingestdo da dieta artificial contendo 6leo essencial de C. urticifolius foi toxica ao S.
zeamais, causando respostas fisiologicas e comportamentais, pois a medida que as
concentracdes foram aumentadas houve aumento da mortalidade, ultrapassando 70% (Figura
2). A curva de concentracdo-mortalidade de S. zeamais exposta ao 6leo essencial C. urticifolius,

foi usada para determinar a CLso no valor de 27,74 uL/g.

Figura 2 — Mortalidade de adultos de S. zeamais alimentados com dieta artificial contendo

6leo essencial de C. urticifolius.
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A ingestdo dos discos contendo 0 0leo essencial induziu disturbios nutricionais nas
concentragdes testadas. Os valores do ganho relativo de biomassa foram negativos na maior
concentracdo, mostrando que a dieta artificial contendo uma maior concentracédo de 6leo e por
consequéncia de compostos, impediu que o inseto se alimentasse (Figura 3A), resultando em
perda de peso pelos insetos. A ECAI variou de 30,74% a 2,40%, e foi sendo reduzida com o
aumento das concentracdes (Figura 3B), indicando que o alimento ingerido foi insuficiente para
contrabalancear os danos causados. O desbalanco nutricional causado pode estar relacionado a

presenca dos sesquiterpenos

Figura 3 — Parametros nutricionais de adultos de S. zeamais alimentados com dieta artificial
contendo 6leo essencial de C. urticifolius. A) Ganho relativo de biomassa; B) ECAI:

Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido.
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Os resultados do ganho relativo de biomassa e da ECAI mostram o reflexo da reducao
da alimentacdo ou menor eficiéncia na conversdo dos alimentos ingeridos e digeridos em
biomassa (NATHAN et al., 2006) como observado para Spodoptera littoralis alimentadas com
dieta tratada com azadiractina (MARTINEZ; VAN EMDEN, 2001). A menor eficiéncia em
converter alimento em biomassa para o crescimento pode ser devido aos insetos desviarem
energia da biomassa para a desintoxicacdo (KUMAR et al., 2008). A reducédo alimentar pode
provocar a morte, resultar em danos no desenvolvimento dos insetos e acarretar infertilidade
(PACKIAM et al., 2014). Extratos de sementes de Peganum harmala L.e Catharanthus roseus
L. diminuiram o peso de pupas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) e Helicoverpa armigera (SATYAN et al., 2009; ABBASIPOUR et al., 2010).

Assim como em S. zeamais, a ingestdo da dieta artificial contendo 6leo essencial de C.
urticifolius resultou em mortalidade de adultos de T. castaneum apds 7 e 15 dias (Figura 4),
assim como relatado por Napoledo et al. (2013), em que o extrato de folhas de Myracrodruon
urundeuva incorporado a dieta artificial na concentracdo de 10 mg/g causou a morte de S.
zeamais. A curva de concentragdo-mortalidade de T. castaneum exposta ao 6leo essencial C.

urticifolius, foi usada para determinar a CLso no valor de 48,4 ulL/g.

Figura 4 — Mortalidade de adultos de T. castaneum alimentados com dieta artificial contendo

6leo essencial de C. urticifolius.
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A ingestdo da dieta artificial também promoveu alteragdes nos parametros nutricionais
de adultos de T. castaneum. As taxas de ganho relativo de biomassa foram muito inferioresem
todos os tratamentos com o 0Oleo (Figura 5A). A eficiéncia de conversdo do alimento ingerido
(Figura 5B) foi negativa nas concentragdes de 40 e 50 uL/g. Os resultados obtidos para C.
urticifolius mostram que o 6leo essencial das folhas funciona como uma alternativa para uso no
controle de T. castaneum devido a sua capacidade de reduzir a atividade alimentarde adultos de
T. castaneum e provocar sua mortalidade, provavelmente por inducdo de fome epela acéo de
componentes toxicos presentes (NAPOLEAO et al., 2013).

Figura 5 — Parametros nutricionais de adultos de T. castaneum submetidos a alimentagéo
artificial acrescida de 0Oleo essencial de C. urticifolius. A) Ganho relativo de biomassa; B)

ECAI: Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido.
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Com relacéo aos bioensaios de repeléncia utilizando as concentragdes anteriormente
mencionadas do 0leo essencial de C. urticifolius em ensaios de preferéncia alimentar com
chance de escolha, ndo verificado efeito repelente apenas na concentracdo de 40 uL em S.
zeamais, ja em T. castaneum todas as concentracOes utilizadas foram consideradas repelentes,
resultando em indices de repeléncia (IR) de 0,32 a 0,77 para S. zeamais e 0,22 a 1,00 para T.
castaneum. Considerando o intervalo de seguranca, os indices de repeléncia encontrados
demonstraram atividade neutra na concentragdo de 40 uL para S. zeamais, indicando de um
modo geral, preferéncia de S. zeamais e T. castaneum para a regido onde havia o milho ou p6

de milho néo tratado com o dleo essencial de C. urticifolius (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito repelente de C. urticifolius sobre adultos de S. zeamais e T. castaneum
estimado a partir da porcentagem de insetos que se deslocaram para a area contendo o milho
ou po de milho ndo tratado (controle) ou com o milho ou pé de milho tratado (tratamento)

com Gleo essencial. Temp.: 28 + 2 °C, UR: 70 £ 5% e fotofase: 24 horas.

Meédia de Adultos Atraidos

Dose (%) IR! 2
Tratamento (uL/20g) » M-+ DP IS
Oleo Controle
10 2,25 6,75 * 0,52 +0,39 R
Sitophilus zeamais 20 2,25 55" 059+0,10 R

40 2,5 475" 0,77+0,33 N
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60 2,5 70* 054+030 R
80 1,0 6,5* 032+034 R
100 1,75 8,5* 034+09 R
10 50 50" 1,0 £ 0,56 R
20 4,0 55"m 082+0,29 R
Tribolium 40 3,75 6,25 * 0,75+0,19 R
castaneum 60 3,25 6,75 * 0,65+0,3 R
80 1,25 8,75* 025+0,19 R
100 1,0 8,25 * 022+0,16 R

* Médias, nas linhas, diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

"S Médias, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

! Indice de Repeléncia.
M = Média.
DP = Desvio Padrao.

2 Intervalo de Seguranca, onde R= Repelente, N= Neutro e A= Atraente.

Os resultados observados nos testes de repeléncia mostraram que o 0leo essencial de

C. urticifolius apresentou efeito repelente sobre as duas pragas. Porém o efeito da repeléncia

sobre a emergéncia de novos insetos foi mais discreto para S. zeamais, que mostrou reducao

na emergéncia de insetos apenas na concentragdo de 100 puL. Ao contrario do observado em T.

castaneum, que houve uma diminuicdo no percentual de emergéncia de insetos apos 28 dias

no p6 de milho tratado para o p6 de milho ndo tratado a partir da concentragao de 40 uL (Tabela

4).

Tabela 4 — Porcentagem de reducdo do nimero de adultos de S. zeamais e T. castaneum

emergidos em gréaos e pd de milho tratados com de C. urticifolius. Temp.: 28 + 2°C, UR: 70 +

5% e fotofase: 24 horas.

y Média de Adultos DP Reducio
Tratamento Concentracgéo (nL/20g) Emergidos (%)
Oleo Controle | Oleo Controle
Sitophilus 10 29,75 30,75 ™ 2,5 7,72 1,65
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zeamais 20 27,25 58,25 * 4,86 17,5 36,25

40 18,0 40,5 * 4,08 1,77 38,46

60 15,5 44,25 * 420 17,88 48,12

80 7,5 27,715 * 6,45 11,73 57,45

100 3,25 19,75 * 2,87 4,79 71,74

10 28,75 440" 18,77 19,03 20,96

20 11,5 28,0 * 1,73 10,42 41,77

Tribolium 40 5,0 19,75™ 583 12,39 59,59
castaneum 60 0,0 6,25 ™ 0 4,03 100
80 0,0 55* 0 1,91 100
100 0,0 15* 0 0,58 100

* Médias, nas linhas, diferem estatisticamente entre si pelo teste “t” (P < 0,05).
"S Médias, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste “t” (P < 0,05).

DP = Desvio Padrao.

Segundo Almeida et al. (2013), a composicao do 6leo essencial extraido das folhas de
uma espécie pertencente ao género Croton é dada por sesquiterpenos (67,8%) e monoterpenos
(28,1%), em sua grande maioria. Assim, tendo majoritariamente em sua composicdo esses
compostos, pode-se associar a repeléncia acarretada pelo 6leo essencial de C. urticifolius ao
fato de que compostos como sesquiterpenos causam uma inibicdo no apetite, associado ao
retardo no desenvolvimento dos insetos e a reducdo na capacidade reprodutiva do inseto
(PAVELA et al., 2016), como pode ser observado na tabela 4, em que houve boa reducdo na
emergéncia de novos insetos na concentragdo de 100 pL (71,74%) para S. zeamais e reducao
de 100% nas concentracdes de 60, 80 ¢ 100 uL para T. castaneum.

Quanto a taxa instantanea de crescimento, as duas espécies apresentaram baixos
crescimentos populacionais. As taxas instantaneas de crescimento populacional (ri) de S.
zeamais foram todas positivas e diferiram (F= 32.449; p < 0.0000; GL= 6) (Figura 6A) e para
T. castaneum, a excegéo foi a concentragdo de 80 pL que apresentou valores negativos, tambem
foram observadas diferencas significativas entre as concentracbes do Oleo essencialde C.
urticifolius para T. castaneum (F= 12.727; p < 0.0000; GL=6) (Figura 6B).

Figura 6 — Efeito do 6leo essencial de C. argenteus sobre a taxa instantanea de crescimento

(ri) de S. zeamais (A) e T. castaneum (B).
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Neste estudo, a ri de S. zeamais e T. castaneum decresceu a medida que se aumentou a
concentracdo aplicada do 6leo essenciail de C. urticifolius, apds 60 dias, sugerindo que a
populacéo destes insetos foi reduzida até a extingao.

A taxa instantanea de crescimento populacional (ri) tem sido muito utilizada por
apresentar resultados consistentes. Essa taxa avalia a capacidade de uma populacdo aumentar
exponencialmente em um ambiente; pode ser utilizado como um modelo pratico, do ponto de
vista experimental, pois oferece resultados rapidos, utilizando populacbes de insetos
conhecidas, em um determinado periodo de exposi¢do (WALTHALL; STARK, 1997).

4. Conclusodes

O dleo essencial de C. urticifolius tem efeito inseticida via fumigacéo e ingestdo em
adultos de S. zeamais e T. castaneum. O efeito repelente sobre as duas espécies de insetos- praga
causou reducdo na taxa de crescimento populacional e perda de biomassa corporal destes
insetos. Os resultados obtidos reforcam os estudos sobre as potencialidades das plantas
encontradas na Caatinga e oferecem subsidios para futuras pesquisas que visem a identificacéo
e isolamento dos principios ativos de produtos naturais, sobretudo da espécie estudada, que

possam ser empregados no controle de S. zeamais e T. castaneum.
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7 CONCLUSAO

v Um total de 15 compostos foi identificado do dleo essencial de C. argenteus, onde o
composto majoritério foi (E)-Cariofileno. Em C. laceratoglandulosus foi identificado um total
de 18 componentes, sendo o biciclogermacreno o composto majoritario. E em C. urticifolius
foram identificados 31 compostos, sendo majoritario o biciclogermacreno.

v Os 6leos de C. argenteus, C. laceratoglandulosus e C. urticifolius foram caracterizados pela
predominancia de constituintes quimicos da classe dos sesquiterpenos como principais
componentes. A andlise dos constituintes dos 6leos revelou a presenca de componentes
reconhecidamente inseticidas.

v Os 6leos essenciais de C. argenteus, C. laceratoglandulosus e C. urticifolius apresentaram
atividade inseticida contra adultos de S. zeamais e T. castaneum por fumigag&o e ingestdo. Além
disso, o 6leo exerceu efeitos nos parametros nutricionais dos insetos, promoveu reducdona taxa

de crescimento populacional.
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