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RESUMO

ALVES, Marcela de Souza Alves. Composi¢do quimica e atividade bioldgica dos
0leos essenciais de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. e Cymbopogon nardus (L.)
Rendle, sobre o ciclo reprodutivo, enzimas de resisténcia e a composi¢do lipidica
do Callosobruchus maculatus Fabricius, 1775 (Coleoptera: Bruchidae.), inseto-
praga do feijao Vigna unguiculata (L.) Walp. 2015. 108p. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica, Bioquimica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Atualmente, existe o interesse em alternativas naturais para o controle de insetos pragas
de grdos armazenados, entre elas pode-se citar a utilizacdo dos dleos essenciais. Deste
modo, o objetivo deste trabalho consistiu em estudar o efeito dos 6leos essenciais de
Cymbopogon citratus e C. nardus sobre o ciclo reprodutivo do Callosobruchus
maculatus e alguns aspectos relacionados ao metabolismo de xenobidticos e lipidios.
Sendo assim, os 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus foram extraidos por
hidrodestilacdo e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa. Depois, os efeitos fumigantes dos 6leos essenciais foram testados em diferentes
concentracdes (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 pL cm™) sobre C. maculatus e, em seguida,
alguns aspectos do ciclo reprodutivo avaliados, como a concentracdo letal para metade
da populagdo (CL50), oviposi¢édo e emergéncia de novos adultos. Os efeitos fumigantes
dos 6leos essenciais também foram testados para se avaliar a proteina bruta, atividade
total de algumas enzimas (acetilcolinesterase, glutationa S-transferase, carboxiesterase,
alfa e beta-esterases) e fragdes lipidicas (com fémeas virgens e copuladas
separadamente), na concentracdo 0,4 e 0,1 pL e no tempo de 12 e 6 horas,
respectivamente, para C. citratus e C. nardus. Os resultados obtidos ap6s a andlise
quimica dos Oleos essenciais mostraram 0s majoritarios neral (36,6%) e geranial
(50,5%), para C. citratus e citronelal (50,3%) e nerol (10,8%) para C. nardus. O efeito
fumigante dos 6leos essenciais promoveram uma mortalidade acentuada no teste com C.
nardus (CL50 = 0,12 pL cm™); ambos os 6leos essenciais diminuiram a oviposicdo e a
emergéncia de novos adultos. As anélises de proteina nos extratos brutos, mostraram
que os Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus promoveram aumento no conteido
protéico das fémeas e reducdo nos machos. As enzimas de resisténcia das fémeas de C.
maculatus sob efeito do Oleo essencial de C. citratus, apresentaram aumento de
atividade da alfa-esterase e carboxiesterase e diminuicdo da beta-esterase,
acetilcolinesterase e glutationa S-transferase; nos machos foram observadas diminuicéo
das atividades acetilcolinesterase e carboxiesterase e aumento da alfa-esterase e
glutationa S-transferase; as fémeas de C. maculatus sob efeito do dleo essencial de C.
nardus promoveram diminuicdo da atividade das enzimas acetilcolinesterase,
carboxiesterase, alfa e beta-esterases; nos machos foram observadas a diminui¢do da
atividade da alfa-esterase e aumento da carboxiesterase. Quanto as fracdes lipidicas,
houve reducdo no contetdo de triacilglicerois nas fémeas copuladas sob efeito
fumegante do 6leo essencial de C. citratus.

Palavras-chave: Feijdo-caupi, caruncho, volateis, capim-lim&o, capim-citronela.



ABSTRACT

ALVES, Marcela de Souza Alves. Chemical composition and biological activity of
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. & Cymbopogon nardus (L.) Rendle essential oils
on reproductive cycle, resistance enzymes and lipid composition of Callosobruchus
maculatus Fabricius, 1775 (Coleoptera: Bruchidae), insect pests of cowpea Vigna
unguiculata (L.) Walp. 2015. 108p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Bioquimica).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Nowadays, there is an interest in natural alternatives for insect control pests of stored
grain, including use of essential oils. Thus, the objective of this work was to study the
Cymbopogon nardus and C. citratus essential oils effect on reproductive cycle of
Callosobruchus maculatus and some aspects regarding to xenobiotic and lipids
metabolism. Thus, Cymbopogon citratus and C. nardus essential oils were extracted by
hydrodistillation and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry. Then,
essential oils fumigants effects were tested at different concentrations (0.1; 0.2; 0.4; 0.6;
0.8 and 1pL cm™) on C. maculatus and then evaluated some aspects of reproductive
cycle, such as, lethal concentration to kill half of population members (LC50),
oviposition and emergency of new adults. Essential oils fumigant effects were also
tested to evaluated crude protein, total activity of some enzymes (acetylcholinesterase,
glutathione S-transferase, carboxiesterase, alpha and beta-esterases) and lipid fractions
(with virgin and copulated females separately), at concentration, 0.4 and 0.1 pL, and
periods, 12 and 6 hours, for C. citratus and C. nardus, respectively. Results obtained
after essential oils chemical analysis showed main compounds, neral (36.6%), geranial
(50.5%) to C. citratus, citronellal (50.3%) and nerol (10.8%) for C. nardus. Essential
oils fumigant effects promoted increased mortality in C. nardus assay (LC50 = 0.12 pL
cm®); both essential oils decreased oviposition and emergence of new adults. Crude
extracts protein analysis showed that C. citratus and C. nardus essential oils promoted
increase in females protein content and decrease in males. C. maculatus females
resistance enzymes under C. citratus essential oil influence, showed increase activity for
alfa-esterase, carboxylesterase and decrease for beta-esterase, acetylcholinesterase and
glutathione S-transferase; in males were observed decrease in activity for
acetylcholinesterase, carboxylesterase and increase for alfa-esterase and glutathione S-
transferase; C. maculatus females under C. nardus essential oil influence promoted
decrease in activity enzyme for acetylcholinesterase, carboxylesterase, alpha and beta-
esterase; in males were observed decrease in activity for alpha-esterase and increase for
carboxylesterase. In lipid fractions there was decrease in triacylglycerols content for
females copulated under fumigant effect of C. citratus essential oil.

Keywords: Cowpea, cowpea-weevil, volatile, lemongrass, citronella grass



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

FAO
AGROFIT
MAPA
AChE
A-Est
B-Est
GST
CbE
OP
CB
DDT
DTNB
GSH
CDNB
AG
TG
CHO
CHOE
FVC
FVT
FCC
FCT
MC
MT

Organizacdo das NacGes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
Sitema de Agrotoxicos Fitossanitarios
Ministério da Agricultuta e Pecuéria
Acetilcolinesterase

Alfa-esterase

Beta-Esterase
Glutationa-S-transferase
Carboxiesterase/carboxilesterase
Organofosforados

Carbamatos
Dicloro-difenil-tricloroetano

Acido 5,5 ditionitrobenzeno
Glutationa reduzida

1- cloro-2,4 dinitrobenzeno

Acido graxo

Triacilglicerol

Colesterol

Colesterol éster

Fémea virgem controle

Fémea virgem tratada

Fémea copulada controle

Fémea copulada tratada

Macho controle

Macho tratado



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Feijdo-caupi ou fradinho (V. unguiculata) no campo (A). Detalhe da vagem
aberta expondo 0s gréos (B) e 0 grao separado (C).......cccevvriereerieiiinseene e seese e 15
FIGURA 2.Caruncho Callosobruchus maculatus. vista dorsal do macho (A), fémea (B)
e lateral de Uma fEBMEA (C)....ccviiieieie e et 19
FIGURA 3. ciclo reprodutivo de C. maculatus. ovos depositados sobre a superficie do
grdo (A). Larva recém emergida penetrando no gréo (B). Larva no interior do gréo (C).
Diferentes estagios larvais (D). Detalhe da pulpa de segundo estagio (E) Formacdo da
janela para saida do inseto adulto (F) detalhe da cavidade de pulpagdo ap6s emergéncia

do novo adulto (G). Copula dos insetos adultos............ccvevveeieiicie i 20
FIGURA 4. Estrutura quimica do DDT........cccveiiiieiieie e 21
FIGURA 5. Estrutura quimica dos inseticida paration (A) e malation (B). .................. 22
FIGURA 6. Estrutura da fosfina (PH3).......cccooiriiiiiiieeeeeeeee s 22
FIGURA 7. Estrutura quimica da rotenona (A), piretrina (B) e azadiractina (C). ........ 25
FIGURA 8. Alguns compostos volateis de plantas aromaticas.. .........c.ccccevveveeiveieennns 26
FIGURA 9. Seccdo transversal de lamina foliar de C. Citratus...........ccocceoiveviveieivennnns 27
FIGURA 10. Plantas de capim-lim&o (Cymbopogon citratus) no campo..................... 29
FIGURA 11. Cultivo de capim-CItroNEla..........c.ccoveiiieeiieiii e 31

FIGURA 12. Mecanismo geral de resisténcia metabolica aos xenobi6ticos, envolvendo
LT - FT= TSR 32
FIGURA 13. Atividade geral das enzimas de detoxificacdo de fase | esterases (A) e

acetilcolinesterase (B) e de fase Il glutationa S-transferase (C)........cccovevvrieiiennnnnnne. 34
FIGURA 14.Mobilizacéo de lipidios do corpo gorduroso para a ovogénese................ 36
FIGURA 15. Aparelho reprodutor de uma fémea de C. maculatus.. .........c.ccceeevvrvennenn 37
FIGURA 16. Slstema de hidrodestilagao. ..........ccevvrreriiiniiiiinieee e 38

FIGURA 17. Efeito fumigante do 6leo essencial de C. citratus (0,4 pl cm™) por 12
horas, sobre machos e fémeas de C. MacUltuS. ........cccccovvvvieiiniiniieicie e 50
FIGURA 18. Contetdo de &cidos graxos e triacilglicerol em fémeas copuladas e
virgens de C. macultus sob efeito fumigante do 6leo essencial de C. citratus (0,4 ul
CM®), POF 12 NOTS. .vvoveoeeeeeee e 51
FIGURA 19. Proteina total (mg ml™) obtido de fémeas e machos de C. maculatus sob

o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus € C. NArdusS. .........coeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 52



FIGURA 20. Atividade de acetilcolinesterase (mU. min™) obtido de fémeas e machos
de C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus e C. nardus......... 53
FIGURA 21. Atividade da alfa-esterase (g min™) obtido de fémeas e machos de C.
maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus e C. nardus.................. 54
FIGURA 22. Atividade da beta-esterase (ug min™) obtido de fémeas e machos de C.
maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus e C. nardus.................. 56
FIGURA 23. Atividade de carboxiesterase (mol min™)obtido de fémeas e machos de
C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus e C. nardus . ........... 57
FIGURA 24. Atividade da glutationa s-transferase (umol min™) obtido de fémeas e
machos) de C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus e C.

NMATTUS ...ttt e ettt e e e e e e e e ettt eee e et e e et eeeeee e e e e e —eteaeeeeaana——————.s 58



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Andlise quimica (CG-EM) do 6leo essencial de Cymbopogon citratus. .. 44

TABELA 2. Analise quimica (CG-EM) do 6leo essencial de Cymbopogon nardus..... 45

TABELA 3. Mortalidade (%) e CLso, de Callosobruchus maculatus apés 48 horas sob

o efeito fumigante dos dleos essenciais de Cymbopogon citratus e C. nardus.............. 47

TABELA 4. Postura de ovos de Callosobruchus maculatus apds 48 horas sob o efeito

fumigante dos dleos essenciais de Cymbopogon citratus e C. nardus. .............ccceeveene. 48

10



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ........ocviieeeeeeieeeeeeee e 7
LISTADE FIGURAS ..ottt et a e st e e sae e e nnaaeennneas 8
L INTRODUGAO ......cooieeeeeeeeeeeeteeteetes s tes s ses st se st 13
2 REVISAO DE LITERATURA ..ot eeeee e e een s s en s 14
2.1 Os Insetos-Praga Na AgQriCUITUIA. .........oouiiiieiiii e 14
2.1.1 Impacto econdmico e sobre a producao de aliMentos ...........coccuvveeiriiieeeiiiiiee e 14
2.1.2 Impactos sobre 0 ambiente € a salde huMana............ccoviiiiiiiiiiiee e 16
2.2 O Inseto-Praga Caruncho do Feijao-Caupi (Callosobruchus maculatus) ................cc........ 18
2.2.1 Origem, distribuic@o € h&bito alimentar ............coouuiiriiiiire e 19
B 4 [od (o T 0 [ T - SRR 19
2.3 Controle do Caruncho do Feijao-Caupi ........cccuurieeiiiiiieiiieiee e 21
2.3.1 Historico do controle tradicional QUIMICO ..........occuviiiiiiiiiieiiiiiee e 21
2.3.2 Manejo integrado de pragas (MIP) .......oooiiuiiiiiiiiiie e 23
2.3.3 CONLrole AIEINALIVO ...oceiiviiie ittt e e s eeeeans 24
2.4 OlE0S ESSENCIAIS ....cvevveveerereeeeeeteeeeteeeeteestesesteteesstessseeseeseseesstesssaeseesesesssesessesesessensssenes 25
2.4.1 Produg@o de COMPOSLOS VOIALEIS .....ceuvvieeeiiiiiee e eiiiie e e e e e nneee e 25
2.4.2 Oleos essenciais N0 controle de iNSEtOS-Pragas...........co.evereeeeevererereeeereeereseeesssesesesenns 27
2.5 Plantas ATOMALICAS .......eeeeiiriieeeiiiiee e sttt e e e sttt e e e et e e e e st e e e e e sste e e e e ssnaeeeaansreeeeaansneeeeans 29
2.5.1 Capim-limao (CymbopOogon CItFAtUS).........coiveeurririeeeeeeeecciiirer e e e e e s eeivrree e e e e e e s eeneees 29
2.5.2 Capim-citronela (Cymbopogon NArdus)..........cccuureeeeieeeiiiiiiiiiee e e e e e e e e e s 30
2.6 Resisténcia Metabdlica dos Insetos aos XenobiOtiCOS ...........eveiiivireeiiiiiieeesrieeeeesiieee e 31
2.7 ENZIMAS (8 RESISTENCIA ..eeiiuvveieesiiiiieeeiiiiee e e sitie e e ettt e e e e s et e e e s stnee e e s nnnreeeeennseeeeeans 32
2.8 MetabolismOo de LipidiOS.......ccciiiuiiiieiiiiiie e et e et e e see e e e e e snne e e e e nnnaeeeean 35
S METODOLOGIA ... oot ennneas 37
TR V- (=T - VLSRR 37
3.1.1. Obteng@o € ManuteNGAO A0S INSELOS ......eeeirurrrreeiriiiieeiaiteeeeeebeeeessbre e e e s sbree e s e nreeeeeans 37
3.1.2 Coleta das PIANTAS ......ccoiiueiieeiiiiiee et 37
3.2 Extracdo, Analise Quimica e Identificagdo dos Compostos VOIAteis ............ccceveeviiieeennns 37
3.2.1 Extracéo do 06leo essencial por hidrodestilagao ............cccvreeiiiireeiiiiieee e 37
3.2.2 Andlise quimica dos 6leos essenciais por CG-DIC e CG-EM .......cccceeviieiiiiieniiieenen. 38
3.2.3 Identificacdo dos Volateis NOS G1e0S ESSENCIAIS ... .vvvrrieeeeieiiiiiiiiie e e e e e e e e 39



3.3 Atividade Biolégica dos Oleos Essenciais H Callosobruchus maculatus.......................... 39

3.3.1 Concentragdes crescentes dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus............c........ 39
3.3.2 Efeito do 6leo essencial de C. citratus H fémeas virgens e copuladas .......................... 40
3.3.3 Alguns aspectos metabdlicos de C. maculatus sob efeito dos 6leos essenciais ............... 40

3.3.3.1 Conteldo protéico no extrato bruto de C. maculatus sob efeito dos éleos essenciais de
C. CItFAtUS € C. NAFTUUS ... .eeieeeiiiiie ettt e sttt et e e sttt e e e st e e e e s bt e e e s snbne e e e aansreeeeennreeeeeans 40
3.3.3.2 Determinacéo das atividades total de algumas enzimas no extrato bruto de C. maculatus
sob efeito dos 6leos essenciais de C. citratus € C. NArduS.........c.coecveerieeeriieeniiee e 41

3.3.3.3 Determinagdo do contetdo lipidico de fémeas de C. maculatus sob efeito dos dleos

ESSENCIAIS 0B C. CILFALUS. ....eeieiiieiie ettt e e e et e e e e st e e e s e e e e nnbneeeeans 43
3.8 ANALISE ESALISTICA. ... vveeeeitiie ettt 44
4 RESULTADOS E DISCUSSAD........cooiiriieeiieeesieeesieesesseeissssssesssesnassessesessesensenes 44
4.1 Perfil QUIMICO A0S OlE0S ESSENCIALS -....ve.veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeseeeeeesneeeeeeeeeas 44
4.1.1 Oleo essencial de CymbDOPOGON CITALUS. ..........veverrevreeeeireeeeeeeseeeeeeseeseeses e seeseeensne s 44
4.1.2 Oleo essencial de Cymbopogon NATTUS............ceevereeverereeereeeereeeeeeseeessessseesseeesseeseenns 45
4.2 Atividade Bioldgica dos Oleos Essenciais H Callosobruchus maculatus .......................... 46
4.2.1 Concentrac@es crescentes dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus..................... 46
4.2.2 Efeito do 6leo essencial de C. citratus H fémeas virgens e copuladas .........ccc..cceceuueeee. 49
4.2.3 Efeito dos 6leos essenciais sobre aspectos do metabolismo de C. maculatus ................. 50
4.2.3.1 Conteudo lipidico em cromatografia de camada fina...........cccccceeeiiiciiiieee e, 50
O B ] 1 (=100 (o1 o] o] (<] T o J TSP 51
4.2.3.3 Atividade da acetilcOliNESIEIASE ..........eveiiiiiiee et 53
4.2.3.4 Atividade da alfa-EStErase..........uuieiiuirieeiiiiiie et 54
4.2.3.5 Atividade da DEtA-ESIEIASE ........viiiiiiiirie et 55
4.2.3.6 Atividade da carboxiesterase ou CarbOXileSterase...........oovvvrerivieriiieiiieesie e 56
4.2.3.7 Atividade da glutationa S-tranSferase ............uueeururriuiururiinininiereier——————— 57
5 CONCLUSAOD ...ttt 59
6 REFERENCIAIS BIBLIOGRAFICAS .......cooiirireireieessesesnsessesesssesssssssesessssneens 60
T ANEXO . 78

12



1 INTRODUCAO

No Brasil, o feijdo € um dos grdos de maior consumo por ser fonte de proteinas,
sendo necessdria a importacdo do produto para cobrir sua alta demanda (Lamri-
Senhadji, 2013). As perdas econdmicas decorrentes da infestacdo de C. maculatus
podem chegar a 90%, por isso faz-se necessario a utilizacdo de defensivos agricolas
(Pascual-Villalobos & Ballesta-Acosta, 2003). Os gastos com defensivos agricolas no
Brasil s&o exorbitantes, chegando a milhdes de ddlares em 2011 (Bettiol, 2011b).

O Callosobruchus maculatus (Fabr.) é um inseto-praga de grdos armazenados e
principalmente do feijdo Vigna unguiculata. A infestacdo de C. maculatus pode
ocasionar proliferacdo de fungos e grandes perdas como o poder germinativo da
semente e do seu valor protéico, resultando na desvalorizacdo econémica do produto.

Comumente insetos que possuem altas taxas de multiplicagdo como as pragas de
grdos armazenados desenvolvem mecanismos de resisténcia ao principio ativo dos
agrotoxicos. Com isso, 0 agricultor muitas vezes aumenta a dose de defensivo aplicado
nas culturas, como tentativa de controlar a praga.

Por isso, 0 uso extensivo de defensivos agricolas (agrotéxicos) é de grande
preocupacdo, pois muitos desses compostos, como a fosfina utilizada no controle de
pragas de grdos armazenados como o Callosobruchus maculatus, possuem dificil
degradacdo no ambiente. Também, ndo se pode deixar de mencionar os danos causados
a salde, seja ao aplicador do produto, pelo contato direto ou as pessoas das
comunidades adjacentes, através do contato indireto, pela &gua ou alimento
contaminado.

Contudo com a pratica do Manejo Integrado de Pragas surge um novo olhar, de
uma producdo agricola sustentavel, onde o objetivo principal ndo é a erradicacdo da
praga, mas manté-la abaixo do nivel de dano econdmico, mantendo-se assim o
equilibrio ecoldgico (Pinto-Zevallos & Zarbin, 2013).

E com o surgimento de novas discussdes, surgiu o interesse por moléculas
biodegradaveis a fim de preservar os recursos hidricos e evitar o processo de
bioacumulacdo, ou seja, a formulacdo de biopesticidas, que requerem a utilizacdo de
compostos de origem natural como o0s 6leos essenciais que sdo substancias volateis

produzidas pelo metabolismo secundario das plantas.
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Neste contexto, o objetivo dessa dissertacdo envolveu o estudo do efeito
fumegante dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus sobre o ciclo reprodutivo e
aspectos do metabolismo de C. maculatus.

Deste modo, realizou-se a extragdo de dleo essencial das plantas aromaticas,
capim-limdo (Cymbopogon citratus L.) e capim-citronela (C. nardus L.) e analise da
composicdo quimica dos 0leos essenciais por cromatografia em fase gasosa, CG-DIC e
CG-EM. Esses Oleos essenciais foram testados por fumigacdo em diferentes
concentracOes e avaliou-se 0 impacto sobre a concentragdo letal (CL50), oviposicédo e
emergéncia de novos adultos. Foram avaliados também a proteina bruta, atividade total
de algumas enzimas de resisténcia e o contetdo de triacilglicerol.

De modo geral, os resultados obtidos mostraram o potencial que os 0leos
essenciais testados possuem para o controle bioldgico do inseto praga do feijao-caupi,
por terem afetado aspectos importantes relacionados ao metabolismo e fisiologia do

inseto.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os Insetos-Praga na Agricultura

2.1.1 Impacto econémico e sobre a producéo de alimentos

O feijdo € uma leguminosa de grande importancia alimentar por ser fonte de
proteina vegetal, que combinado com o arroz constitui a dieta basica do brasileiro,
sendo o Brasil o maior consumidor dessa leguminosa (Lamri-Senhadji, 2013).

A producdo de feijdo em graos segundo levantamento do IBGE em junho deste
ano foi de 3.268.503 toneladas representando uma diminuicdo de 1,2% em relagédo ao
ano anterior (IBGE, 2015).

Apesar do constante aumento da producdo em torno de 30%, e da reducéo do
consumo per capita, o Brasil ainda possui uma ampla demanda insatisfeita, que é
abastecida com importacdes (MAPA, 2015). Em valores essas importacdes liquidas tém
ultrapassado a margem dos US$ 20 milhdes anuais (EMBRAPA, 2015).

Entre as diferentes espécies de feijdo pode-se citar a Vigna unguiculata (Figura

1) que é uma cultura global de grande importancia nas regides tropicais e subtropicais.
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No Brasil a V. unguiculata é conhecida como feijao macassa, feijdo macassar, feijao-de-
corda, feijdo-de-moita (Nordeste), feijdo-de-praia (Norte), feijdo catador, feijdo

gurutuba, feijao fradinho (Sudeste) e feijdo miado (Sul) (Marfrig, 2013).

(B)

Figura 1. Feijdo-caupi ou fradinho (V. unguiculata) no campo (A). Detalhe da
vagem aberta expondo os grdos (B) e o grao separado (C). Fonte: Banco de imagens da
EMBRAPA, disponivel em: <https://www.embrapa.br/busca-de-imagens/-
/midia/905001/caupi>.

De acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO) estima-se que a populacdo mundial deverd dobrar até 2050 e a

producéo de alimentos deve aumentar em pelo menos 60% (FAO, 2014).

Os ganhos com a agroindustria no Brasil no periodo de 2003-2009 foram de U$
3,5 bilhdes. Em 2010, houve aumento de 4 milhdes de hectares em area de cultivo
agricola e neste mesmo ano, o Brasil foi 0 segundo maior produtor de culturas
biotecnolégicas no mundo (James, 2011).

Neste contexto, as principais alternativas para se elevar a producdo agricola
envolvem: aumento da produtividade acompanhado por avanco tecnoldgico e
biotecnoldgico, melhoria do ambiente e melhoramento genético das espécie (Vermeulen
et al. 2012).

Deve-se ressaltar a relagdo inseto-planta e as consequéncias dessa relacdo sobre
a producdo agricola, deste modo, a utilizacdo de um controle de pragas faz-se necessario
para reduzir os impactos negativos sobre a produg&o.
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O aumento das safras de gréos, necessidade de estocagem, beneficiamento e
transporte estimularam o aumento na populacdo de pragas, pois uma quantidade
consideravel da producdo de grdos e sementes de feijdo caupi € perdida durante o
armazenamento por agdo do inseto-praga C. maculatus, principalmente nas regides
tropicais da Africa e da América Central e do Sul onde essa variedade de feijio é muito
consumida (Ouali-N’et al. 2014).

Os danos provocados pelos bruquideos sdo decorrentes da penetracdo e
alimentacdo das larvas no interior dos gréos, provocando perda de peso, reducdo do
valor nutritivo e do grau de higiene do produto, além de reducdo ou perda do poder
germinativo das sementes (Azevedo & Moura, 2013). Os prejuizos econémicos da acédo
de C. maculatus sobre o feijdo caupi envolvem perdas de 60 a 70% do peso em graos
armazenados, podendo evoluir em seis meses para 90% (Gallo et al. 2002; Pascual-
Villalobos & Ballesta-Acosta, 2003).

2.1.2 Impactos sobre o ambiente e a saude humana

Em 1962 surgiram as primeiras discussdes acerca do uso desordenado de
defensivos agricolas com a publicacdo do livro “Primavera Silenciosa” em que Rachel
Carson propunha que o DDT poderia ser a principal causa dos desequilibrios ecolégicos
nos EUA (Krebs et al. 1999).

Anteriormente, estima-se que cada pessoa nos EUA em 1950, tenha ingerido
através dos alimentos 0,28 mg de DDT por dia (Campbell et al. 1965 apud D’ Amato et
al. 2002). Esse processo chamado de biomagnificagdo ou bioacumulagdo constitui no
aumento da concentracdo de uma substancia & medida que percorre a cadeia alimentar
se acumulando no nivel tréfico mais elevado (Johnson & Kennedy 1973).

O processo de biomagnificagdo ocorre em diversos organismos como
microorganismos, vegetais e mamiferos. No Brasil a biomagnificacdo de metil-mercurio
e DDT na Amazodnia segundo dados coletados por autores é preocupante (Torres et al.
2009).

Esses autores (Torres et al. 2009) encontraram residuos no solo e em toda
populacdo ribeirinha do Rio Negro pricipalmente no leite materno, além de peixes e
duas espécies de cetaceos o boto (Inia geoffrensis) e o golfinho- vermelho (Sotalia

fluviatilis.
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Em 2009, devido a sua alta permanéncia no ambiente e contaminacdo, foi
decretada a lei 11.936/9 que proibiu qualquer forma de comercializacdo do pesticida
(ANVISA, 2009).

Porém, outros pesticisdas regularmente comercializados como a fosfina utilizada
no controle de C. maculatus, sdo prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana. Em
1988, a fosfina foi classificada pela Organizacdo Mundial da Satde como extremamente

toxica para os seres humanos (World Health Organization, 1988).

A exposicgdo oral em seres humanos € caracterizada por efeitos gastrointestinais,
mais precisamente sobre os rins, figado além de alteracBes no sistema cardiovascular,

sistema nervoso central e respitatdrio (Sudakin, 2005).

Um caso ocorrido no Canada em 2010 confirma tal afirmacdo em que o gas
fosfina inalado por criangas teria levado-as a 6bito por insuficiéncia respiratoria e
alteragdes gastrointestinais (Lemoine et al. 2011). Outro caso de intoxicacdo por fosfina
de repercussdo na midia foi a intoxicacdo de tripulantes de um navio que carregava
ervilhas em 2008 na Franca. Parte da tripulacdo comecou a se queixar de dores

abdominais, vOomito e tonturas (Loddé et al. 2015).

Infelizmente o uso indiscriminado de inseticidas é uma realidade no Brasil, que
provoca impactos ambientais e danos a saide do homem, principalmente no trabalhador
rural que esta exposto mais intensamente a estes produtos (Flordo et al. 2004; Oliveira
et al. 2001), alem de afetar indiretamente os membros das comunidades adjacentes,
através da contaminacdo do ambiente, da exportacdo de alimentos contaminados e

consumo da &gua contaminada (Belluta et al. 2014).

Podem ser encontrados residuos de pesticidas nos alimentos e o Brasil possui
dois programas de monitoramento o Programa de Analise de Residuos de Pesticidas em
Alimentos (PARA), coordenado pela ANVISA e o Programa de Controle Nacional de
Residuos Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo MAPA (Jardim & Caldas, 2012).

No entanto, o Brasil ainda ndo possui um regimento de seguranca alimentar e
nutricional assegurando a qualidade do alimento que chega a mesa do consumidor
(Magalhaes, 2014). Assim, como consequéncia do consumo de alimentos contaminados

tem surgido problemas de salde nas pessoas afetadas (Caldas & Jardim, 2011).

De acordo com dados da literatura as consequéncias da intoxicagdo por

agrotoxicos podem ser: diminuicdo das defesas imunoldgicas, anemia, impoténcia
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sexual masculina, cefaléia, insonia, alteracdo de humor e doencas neuroldgicas como o
mal de Parkinson (Biazon & Baccon, 2014; Schmidt, 2009; Barth & Biazon, 2010).
Segundo o Ministéerio da Saude do Brasil os casos de intoxicagcdo com agrotoxicos subiu
de 3 para 8 mil entre 2006 e 2011 (Ministério da Saude, 2012).

Cabe resaltar que, além da contaminacdo do solo e dos recursos hidricos, pode
ocorrer a adsorcdo dos constituintes do solo (matéria organica, contetdo argiloso e
outros minerais) e dos micro-organismos que sdo responsaveis por decompor a matéria
organica (Gama et al. 2013). Um exemplo de contaminagdo de recursos hidricos por uso
extensivo de agrotéxicos na cultura de tomate diz respeito ao Municipio de Paty do
Alferes, interior do Estado do Rio de Janeiro (Veiga et al. 2006).

Outra problematica é a utilizacdo de defensivos ndo registrados no sistema
AGROFIT. Em estudos realizados por autores no semi-arido cearense foi verificado que
alguns defensivos utilizados na regido ndo possuiam registro para uso e classificacdo do
principio ativo; dentre os quais 60-70% sdo utilizados na cultura de feijdo e milho

(Gama et al. 2013), base da alimentacéo regional.

O Brasil necessita de avaliagdes de risco ambientais sobre o uso de agrotoxicos,
pois mesmo possuindo uma legislacdo que controla o uso, ainda faltam medidas seguras
para 0s recursos hidricos, solo e a saude populacional (Belluta et al. 2014).

Devido a estes fatores os compostos naturais de origem vegetal surgem como
fontes de novas moléculas com atividade inseticida, tornando-se uma alternativa
promissora ao controle de pragas de armazenamento (Souto et al. 2012, Regnault-Roger
et al. 2012), em face de um menor impacto ambiental, econd6mico e em contraposi¢cao
ao uso tradicional de agrotdxicos (Regnault-Roger et al. 2011, Dubey 2011, EI-Wakeil
2013).

Portanto, para atingir o objetivo de uma agricultura sustentavel, o grande desafio
da producdo agricola sera integrar os processos bioldgicos e ecoldgicos diminuindo o
uso de substancias que causam danos ao ambiente e a salde dos agricultores e

consumidores.

2.2 O Inseto-Praga Caruncho do Feijao-Caupi (Callosobruchus maculatus)
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2.2.1 Origem, distribuicdo e habito alimentar

O Callosobruchus maculatus (Fabr.) é um inseto da familia Bruchidae,
conhecido como caruncho do feijao, e é considerado uma das mais importantes pragas
do feijdo Vigna unguiculata armazenado no Norte e Nordeste brasileiros (Castro et al.
2013; Marfrig 2013).

O C. maculatus (Figura 2) é descrito como originario da Africa e atualmente se
encontra na maioria das regides tropicais e subtropicais do mundo; os adultos séo de
coloragdo escura, com cabeca, térax e abdome pretos, apresentando élitros estriados,
pubescéncia no térax; nos élitros distinguem-se trés manchas mais escuras, de tamanhos
diferentes (Haines 1989; Mohapatra et al. 2014) O inseto adulto apresenta dimorfismo
sexual (Brito & Bortoli, 2006).

(A) ©)

(B)

Figura 2.Caruncho Callosobruchus maculatus, praga do feijdo-caupi. Vista
dorsal do macho (A), da fémea (B) e lateral de uma fémea (C). Adaptado de Beck and
Blumer (2014) e Li et al. (2014).

2.2.2 Ciclo de Vida
A duracdo do ciclo de vida de C. maculatus (Figura 3) pode variar conforme as
condi¢Bes ambientais e 0 material infestado, sendo que o tempo médio de ovo a adulto

estd em torno de 27 dias (Carvalho et al. 2011).
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Figura 3. Ciclo reprodutivo de C. maculatus. Ovos depositados sobre a

superficie do grédo (A). Larva recém emergida penetrando no grdo (B). Larva no interior
do grdo (C). Diferentes estagios larvais (D). Detalhe da pulpa de segundo estagio (E)
Formacdo da janela para saida do inseto adulto (F) e detalhe da cavidade de pulpacao
apos emergéncia do novo adulto (G). Cdépula dos insetos adultos, dando inicio a uma
nova geracdo. Adaptado de Beck and Blumer (2014) e Devi and Devi (2014).

Para efetuar a postura, a fémea expele um liquido claro e de aspecto pegajoso,
sendo o ovo colocado nesse meio, que endurece rapidamente e em seguida as larvas
penetram e se desenvolvem no interior dos mesmos (Credland 1992; Regmi et al.
2012).

As larvas sdo do tipo curculioniforme, com coloracdo branco-leitosa, dotadas de
mandibulas desenvolvidas, capazes de romper os graos (Gallo et al. 2002). As pupas
sdo maiores que os adultos, da mesma coloragéo das larvas, medindo de 2,5 a 3,5 mm
de comprimento e 1,5 a 2,0 mm de largura e préximo a emergéncia se tornam escuras
(Credland et al. 1986; De Saet al. 2014).

As fémeas ovipositam em média setenta ovos, que apresentam aspecto

assimétrico. A média de duracédo da fase larval é de quatorze dias e a pupal, de seis dias.
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Os adultos apresentam-se na propor¢do de uma fémea para um macho e tém sete a nove
dias de longevidade medindo de 1,8 a 2,5 mm. (Mitchell 1975; Gallo et al. 2002).

2.3 Controle do Caruncho do Feijao-Caupi

2.3.1 Historico do controle tradicional quimico

O registros historicos datam a utilizacdo de pesticidas 2.500 a.C. pelos Sumérios,
que esfregavam enxofre no corpo para espantar pragas. Posteriormente em 1.500 a. C.
0s egipcios no documento Ebers, descrevem mais de 800 receitas como pesticidas e
venenos (Taylor & Holley, 2007).

Nos tempos modernos, a industria quimica de pesticidas obteve ascensdo na 2°
Guerra Mundial com a criagdo do DDT (diclorofeniltricloroetano) (Figura 4). O
objetivo era erradicar o tifo doenga transmitida pelo piolho para os soldados. Apos a 2°
Guerra Mundial o DDT foi encaminhado para uso na agricultura em todo o mundo,
sendo comercializado pela primeira vez em 1943 nos Estados Unidos (Delaplane,
2000).

Cl
Cl Cl

Cl : : Cl

Figura 4. Estrutura quimica do DDT.

Os primeiros organofosforados produzidos pela industria quimica na década de
40 foram o Paration e o Malation (Figura 5) que foram muito utilizados na Alemanha e
onde logo apareceram os primeiros efeitos colaterais decorrentes da utilizagdo desses
compostos (Casarett, 2008).
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Figura 5. Estrutura quimica dos inseticida paration (A) e malation (B).

Acredita-se que em 1999, 40% do mercado mundial de pesticidas era
representado por organofosforados, menos toxicos ao ambiente em relacdo aos
organoclorados (Santos et al. 2007). Dentro do cenario mundial, o Brasil € um dos
maiores consumidores de defensivos agricolas, em 2011 os gastos foram de US $ 8,3
bilhdes (Bettiol, 2011b).

O método tradicional para diminuir o dano econémico provocado pelo caruncho,
C. maculatus sobre o feijdo-fradinho envolve o uso de inseticidas fumigantes. O
processo de fumigacdo consiste na liberagdo de gas do principio ativo do inseticida.

No Brasil o gas utilizado para controle de pragas de grdos armazenados é a
fosfina (fosfeto de magnésio) (Figura 6) encontrada na forma de pastilha indicada pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento do Brasil, através do sistema
AGROFIT e classificada como extremamente toxico e perigoso ao meio ambiente
(AGROFIT-MAPA 2014).

.p\

& H

H

Figura 6. Estrutura da fosfina (PHs).

As pastilhas fumegantes liberam o gas PH3 que contém de 0,2 a 1 g do principio
ativo fosfina que em contato com o ambiente reage liberando o gas que possui efeito

biocida eliminando as pragas (Lorini, 2011). No entanto, o produto armazenado deve
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ser vedado (expurgo) para que apenas a praga entre em contato com o gas (Lorini,
2012).

De acordo com o autor (Lorini, 2011) o tempo minimo e a concentracdo de
exposicao das pragas a fosfina devem ser de 120 horas & uma concentracdo de 400 ppm.
No entanto, alguns problemas podem surgir do tratamento de sementes com fosfina
como inibicdo da germinacéo e residuos do composto nas sementes (FAO, 2015).

Em contrapartida, compostos de origem natural derivados de plantas podem ser
mais eficientes em relacdo aos defensivos tradicionais, além de serem biodegradaveis.
Dados da literatura relataram que os extratos alcodlicos das plantas Callopogonium
caeruleum e Piper nigrum aplicados no feijdo Vigna através de fumigacdo, promoveram
maior eficiéncia no controle de C. maculatus em relacdo a fosfina (Cruz et al. 2012).

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores com o 1,8-cineol
(eucaliptol) em pastilha sobre C. maculatus em relagdo ao defensivo agricola sintético
fosfina (Marzanghi et al. 2013). Esses resultados demonstram que compostos extraidos

de plantas sdo uma alternativa promissora no controle de C. maculatus.

2.3.2 Manejo integrado de pragas (MIP)

A aplicacdo de produtos quimicos de forma desordenada para o controle de
praga, promovem inimeros problemas como: resisténcia aos inseticidas, aparecimento
de pragas consideradas secundarias, o reaparecimento de pragas, efeitos maléficos sobre
os predadores naturais e insetos polinizadores além dos efeitos toxicos dos produtos ao
homem (Gallo et al. 2002).

Devido a toda problematica causada pelo uso desordenado de defensivos
agricolas, no periodo de 1960-1970 surgiram as primeiras discussdes sobre o
desenvolvimento sustentavel da agricultura no qual, coincidiu com a implementacao do
MIP, exigindo o desenvolvimento das técnicas de criacdo de acolhimento (natural ou
alternativo) para utilizacéo de programas de Controle Bioldgico (Parra, 2014).

No entanto, de acordo com a literatura a pratica de MIP é mais antiga. Em
registros datados a.C. relatam que os chineses usavam formigas predadoras para
proteger pomares de citros de lagartas e besouros (Taylor & Holley 2007).

O obijetivo principal do MIP ndo € erradicar a praga mas manté-la abaixo do
nivel de dano econdmico através de praticas que envolvem a utilizagdo de ferormonios,
plantas geneticamente modificadas, controle biologico e controle quimico onde o Unico

alvo seja a praga de interesse (Pinto-Zevallos & Zarbin, 2013).
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Deste modo, para a implementacdo de um programa de MIP algumas
consideracdes sdo imprescindiveis como reconhecimento das pragas mais importantes
(pragas-chaves), avaliagdo dos inimigos naturais, estudos de fatores climaticos que
afetam a dindmica populacional da praga e seus inimigos naturais, determinagdo dos
niveis de dano econbmico e de controle, avaliagdo populacional (Amostragem),
avaliacdo dos métodos mais adequados para incorporar um programa de manejo
(Chandler et al. 2011).

A aceitacdo do MIP pelos agricultores no Brasil foi satisfatdria, e um programa
desenvolvido e executado na década de 70, para o controle da lagarta Anticasia
gemmatalis (praga da soja) alcancou grande éxito (Panizzi, 2013). No entanto, para que
um programa de MIP obtenha sucesso € preciso investir em instrucao e capacitacdo dos
agricultores e demais trabalhadores do campo (Pretty, 2008).

O MIP possibilitou que novas tecnologias fossem implantadas na producdo
agricola e com ele o interesse em moléculas que alterassem o comportamento dos
insetos como os feromonios utilizados em armadilhas, os 6leos essenciais ou 0S Seus
compostos volateis, produzidos pelas plantas sdo utilizados como repelentes ou
inibidores de oviposicéo (Cook et al. 2007).

2.3.3 Controle Alternativo

A utilizacdo de produtos quimicos de origem natural para o controle de pragas
tem sido apoiada por politicas publicas de incentivo (Pretty, 2008). H& um grande
interesse nos métodos de controle de insetos que exploram essas substancias naturais
que desempenham funcBes de interacdo entre os seres vivos, como os feromonios, ou
que provoquem alteracbes comportamentais e/ou fisiologicas, como tem sido
observado, no caso dos compostos volateis que compdem os dleos essenciais (Cook et
al. 2007).

Contudo, para que essa inovagdo tecnologica possa ser explorada
comercialmente, algumas limitacbes devem ser superadas quanto aos aspectos
burocréticos, captagcdo de recursos para investimento, interesse e adesdo do agricultor,
entre outros (Chandler et al. 2011). Muitas sdo as etapas envolvidas com a
regularizagdo de defensivos agricolas no Brasil até que possam ser registrados pelas
agencias e orgdos federais como MAPA, ANVISA e IBAMA, tornando o caminho

longo e custoso (Goulart et al. 2015).
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No entanto, o Brasil ainda esta em busca de uma legislacdo especifica para o
registro de biopesticidas (Bettiol, 2011). O entrave para o aumento da comercializacdo
de biopesticidas no Brasil é devido aos tramites legais do governo, uma das
regularizagdes mais complexas do mundo. Existem inseticidas botanicos registrados a

base de rotenona, piretrina e azadiractina (Figura 7) (Isman 2006; Isman 2015).
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CH,
R’L\/X flro 0
o]
A\
\

Piretrina I, R = CH3
Piretrina I, R = CO2CH3

Figura 7. Estrutura quimica da rotenona (A), piretrina (B) e azadiractina (C).

A comercializacdo de inseticidas a base de azadiractina, um composto natural
isolado da planta nim (Azadirachta indica), vem crescendo, assim como, o nimero de
artigos publicados entre os anos de 2007 e 2012 sobre bioinseticidas, principalmente, na
india, China e Brasil (Isman & Grieneisen 2014).

Em 2009 o mercado de biopesticidas movimentou cerca de 25 milhdes de
dolares (Tripathi et al. 2009). O alto custo da regularizacdo de defensivos quimicos
tradicionais, a toxicidade dos mesmos ao ambiente e aos organismos nao-alvo,
contribuem para os investimentos em inovagbes tecnoldgicas envolvendo produtos
naturais e o controle de pragas.

Deste modo, para a concretizagdo do desenvolvimento agricola sustentavel os
setores econdmico, social e ambiental devem estar envolvidos em inovacéo tecnoldgica,
ou seja, em novas moléculas que possam proporcionar eficiéncia agronémica, novos
mecanismos de acdo, manejo da resisténcia de pragas, maior seletividade e menor

impacto ambiental.

2.4 Oleos Essenciais

2.4.1 Producéo de compostos volateis
Segundo a ISO 9235, o 6leo essencial € um produto obtido a partir da matéria-

prima natural de origem vegetal, extraido por destilacdo com vapor d'agua, por meio de
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processos mecénicos a partir do epicarpo de frutas citricas e por destilacdo a seco, apos
separacdo da fase aquosa, se houver (ISO-9235, 2013). Do ponto de vista puramente
quimico, € uma mistura complexa (Figura 8) formada por ésteres, alcodis, aldeidos,
terpenos, fenilpropanoides e outras substancias volateis (Dewick, 2002a; Dewick
2002b).
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Figura 8. Alguns compostos volateis de plantas aromaticas. a-pineno (1), B-
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pineno (2), 6-3-careno (3), p-cimeno (4), (—)-sabineno (5), mirceno (6), (—)-limoneno
(7), linalol (8), eucaliptol (9), citronelal (10), mentol (11), citronelol (12), nerol (13),
neral (14), geraniol (15), geranial (16) Acetato de citronelol (17), Acetato de mentol
(18), a-santaleno (19), B-cariofileno (20), germacreno D (21), (Z)-a-trans-bergamotol
(22), B-sinensal (23), eugenol (24) e metil eugenol (25).

Os volateis sdo encontrados em diferentes drgdos, em tecidos que apresentam
estruturas celulares especializadas, os quais s@o responsaveis pela sintese, estocagem e
liberacdo das substancias volateis (Svoboda et al. 2000). Os compostos volateis no
género Cymbopogon sdo encontrados principalmente em células parenquimaticas do
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lado adaxial das folhas (Martins et al. 2004; Ogie-Odia et al. 2010).. Estas células sdo
responsaveis pela sintese e a estocagem destes volateis, que para serem liberados na
atmosfera dependem de uma acéo fisica que leve ao rompimento das estruturas celulares
(Figura 9).

Figura 9. Seccdo transversal de lamina foliar de C. citratus. Setas: células
parenquimaticas diferenciadas coradas com reagente de Schiff, indicando a presenga de

substancias lipofilicas, principalmente aldeidos (Lewinsohn, 1998)

As principais vias envolvidas sdo: via chiquimato/ aragonato que ocorre nos
plastideos seguido por etapas no reticulo endoplasmatico que levara a sintese de
diferentes fenilpropanoides (Gang 2005; Gang et al. 2001; Dixon & Paiva 1995;
Winkel-shirley 1999; Wagner & Hrazdina 1984); e as vias mevalonica e independente
da mevaldnica (MEP), que ocorrem respectivamente no citosol e plastideos, e culminam
com a sintese de unidades isoprénicas, que sdo intermediarios na sintese de terpendides
(Paul M. Dewick 2002b; Cheng et al. 2007; Lichtenthaler et al. 1997; Lichtenthaler
1999).

O perfil quimico dos 6leos essenciais pode ser modulado diversos fatores como
a localizacédo na planta (folha, flor, fruto, caule), variagdes ambientais (composic¢do do
solo, temperatura, doencas, ataques de insetos, poluicdo), geograficas (altitude), tempo

de colheita, genétipo e armazenamento (Figueiredo et al. 2008).

2.4.2 Oleos essenciais no controle de insetos-pragas
Os oleos essenciais estdo associados a algumas fungdes ecoldgicas importantes
para o estabelecimento dos vegetais em seu ecossistema, exercendo papel de defesa

contra microorganismos e predadores, assim como na atracdo de insetos e outros
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agentes benéficos (Ootani et al. 2013; Rattan 2010) talvez por isso muitos compostos

naturais apresentam efeito repelente ou inseticida.

Trabalhos académicos tém demonstrado a acdo dos 6leos essenciais sobre o ciclo
de vida de diferentes insetos-praga de gréos armazenados (Regmi et al. 2012; lleke et
al. 2013; Marangoni et al. 2013; Ebadollahi et al. 2013) sendo que 0 mecanismo de
acao dos 0Oleos essenciais sobre o0s insetos pode estar envolvido com a espermatogénese
e histoquimica dos ovariolos (Cruz et al. 2012; De Sa et al. 2014) ou por meio de alvos
bioquimicos (Tang et al. 2014; Shang et al. 2012; Lopez et al. 2010).

Artigos cientificos tem demonstrado a acdo dos 6leos essenciais de Myristica
fragrans, Melaleuca alternifolia, Cinnamomum zeylanicum, Thymus vulgaris sobre o
inseto praga C. maculatus (Ahmed, 2010; Alibabaie & Safaralizadeh, 2015). Também
foram avaliados a tolerancia dos insetos Sitophilus oryzae (Coleoptera, Curculionidae),
Rhyzopertha dominica (Coleoptera, Bostrichidae) e Cryptolestes pussillus (Coleoptera,
Cucujidae) para oito monoterpenos isolados, sendo que o linalol foi o composto que

promoveu a menor tolerancia, além de maior atividade de esterases (Lépez et al. 2010).

Segundo relatos cientificos, as exposicbes aos monoterpenos causam
perturbacGes metabdlicas aos insetos, levando-os & morte e isso se deve ao efeito
sinérgico dos compostos majoritarios, como citronelal, citronelol e geraniol que sdo
apontados como compostos bioativos (Ootani et al. 2013). Também foi relatado que os
monoterpenos causam injarias na mitocéndria e no complexo de golgi, prejudicando a

respiracdo e diminuindo a permeabilidade das células (Tripathi et al. 2009).

Atualmente, tem se utilizado uma técnica chamada de “Push-Pull”, no qual 0s
6leos essenciais e/ou seus componentes provocam estimulos de repeléncia e atracao,
promovendo alteracdes comportamentais no inseto-praga, os atraindo para armadilhas,

onde serdo coletados e/ou eliminados (Khan et al. 2014).

As substancias geraniol, citral e a-pineno utilizadas em armadilhas no sistema
"push-pull” mostraram efeito de repeléncia frente ao gorgulho praga das palmeiras
Rhynchophorus ferrugineus (Guarino et al. 2014). O mesmo foi verificado no controle
de Aedes Aegypti em experimentos com Oleo essencial da Nepeta cataria (Obermayr et
al. 2015).

A utilizag8o de dleos essenciais no controle de C .maculatus tém sido apontada

como uma técnica barata e eficaz, porém devido a volatilidade dos compostos quimicos
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as formulagdes devem considerar a liberacdo de seus componentes ativos no ambiente

de interesse para o efetivo controle da praga (Tripathi et al. 2009; Lago et al. 2011).

2.5 Plantas Aromaticas

2.5.1 Capim-limédo (Cymbopogon citratus)

O Cymbopogon citratus (Poaceae) (Figura 10) é uma espécie originaria da India,
porém cultivada por todo o mundo principalmente em regides tropicais. No Brasil é
conhecido popularmente como capim-limao, capim-santo e capim-cidreira. Suas folhas
sdo basais, planas, estreitas, longas (50 e 100 cm), com margens asperas, cortantes e
coloragdo verde. E uma planta perene e sua producdo destaca-se nos estados Sul e
Sudeste brasileiro, sendo utilizada na medicina popular brasileira na forma de cha como
calmante e para tratamento de distUrbios gastrointestinais. O 6leo essencial das folhas é
amplamente utilizado nas industrias farmacéuticas, alimenticias, de cosméticos e
perfumaria, bem como para obteng&o do citral, componente majoritario que lhe confere
forte odor de limdo (Martinazzo et al. 2007; Carlini et al. 1986; Castro & Ramos,
2003; GOMES et al. 2007).

Figura 10. Plantas de Capim-limdo (Cymbopogon citratus) no campo. Fonte:

http://extension.illinois.edu/herbs_sp/lemon-grass.cfm
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De modo geral, o 6leo essencial de C. citratus possui 11-12% de mirceno, 28-
33% de neral e 40-43% de geranial (Bossou et al. 2013; Owolabi et al. 2009), podendo
apresentar na sua composicao entorno de 12% de geraniol (Olivero-Verbel et al. 2010).

O oleo essencial de capim-limao possui propriedades inseticidas, antifingicas e
farmacologicas (Cunha et al. 2012), tornando-se um produto de interesse para a
industria, por exemplo, a farmacéutica, na busca por diferentes medicamentos, entre
eles para o tratamento de Candida albicans (Aldawsari et al. 2015); na industria de
defensivos agricolas aplicado ao controle de insetos-pragas (Hernandez-Lambrafio et al.
2015), entre outros exemplo.

Sdo varios os trabalhos mostrando o potencial dos 6leos essenciais para o
controle de insetos, dentre 0s quais se podem citar os estudos contra as pragas de graos
armazenados Oryzaephilus surinamensis e Sitophilus zeamais (Hernandez-Lambrafio et
al. (2015), Callosobruchus maculatus (Rubasinghege et al. 2006; Ketoh et al. 2005;
Ketoh et al. 2002; Raja et al. 2001), contra larvas dos mosquito Aedes aegypti (Vera et
al. 2014), e carrapato bovino Rhipicephalus microplus (Santos & Vogel, 2012).

2.5.2 Capim-citronela (Cymbopogon nardus)

O Cymbopogon nardus (Poaceae) (Figura 11), também originario da Asia
tropical e amplamente cultivado nas regides tropicais do mundo, é vulgarmente
conhecido no Brasil como capim-citronela, citronela, citronela-do-ceildo e cidré-do-
paraguai. E uma planta perene, com 80 a 120 cm de altura, folhas planas, inteiras,
estreitas, longas (50 a 100 cm) e aroma semelhante ao do eucalipto citriodora (Castro &
Ramos 2003). A composi¢do quimica do oleo essencial contém entre 30-40% de
geraniol, 22-36% de citronelal, 15-20% de nerol, 10-12% de citronelol, 4-5 % de
acetato de geraniol, 3-5% de elemol e 1-3% de acetato de citronelol (Setiawati et al.
2011; Hamzah et al. 2014).
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Figura 11. Cultivo de capim-citronela (Cymbopogon nardus). Fonte: Perini,
2008.

O Oleo essencial extraido das folhas de C. nardus possui propriedades de
repeléncia (Shasany et al. 2000) pelo qual é explorado economicamente, além de
apresentarem agdo fungicida (Soares et al. 2014) e bactericida (Wei & Wee, 2013).
Existe também o interesse da utilizacdo do 6leo essencial para o controle de insetos de
interesse agricola (Nyamador et al. 2010; Hedjal-chehheb et al. 2013).

O oleo essencial de C. nardus apresentou toxicidade contra os insetos-praga de
grdos Rhyzopertha dominica, Sitophilus zeamais, Palorus subdepressus, Cryptolestes sp
(Doumbia et al. 2014), contra o carrapato-estrela Amblyomma cajennense (Clemente et
al. 2010), repeléncia para o carrapato bovino Rhipicephalus microplus (Agnolin et al.
2010) e a lagarta Helicoverpa armigera (Setiawati et al. 2011).

2.6 Resisténcia Metabdlica dos Insetos aos Xenobidticos

Apesar de muitos agrotoxicos eficientes estarem disponiveis aos agricultores,
existe a necessidade constante de buscar-se novas moléculas, pois, 0s insetos produzem
muitas geracdes e rapida sucessdo, que leva ao desenvolvimento de resisténcia ao
principio ativo dos agrotoxicos, (Ricardo, 2011; Sosa-gomez, 2014). A resisténcia a
inseticidas é um problema real e antigo e que esta em expanséo, pois desde a década de
1940 o numero de casos e agrotoxicos envolvidos com a resisténcia vem aumentando,

incluindo a fosfina (Sparks & Nauen, 2014).

Os mecanismos de resisténcia aos produtos quimicos envolvem: reducdo na
penetracdo do inseticida, aumento na atividade de enzimas de resisténcia a xenobioticos
e alteracdo genéticas que promovem modificagdes estruturais em proteinas e enzimas

relacionadas ao sistema nervoso (Hemingway & Ranson, 2000; Russell et al. 2011).
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A resisténcia metabdlica esta freglientemente associada ao aumento da expressao
dos genes, seguido pela ampliacdo na sintese das enzimas de resisténcia, que sdo
capazes de metabolizar os inseticidas, por hidrolise e adi¢do de grupamentos polares,
processos que promovem eliminacdo de xenobidticos de modo eficiente (Casarett 2008;
Reddy et al. 2012).

De modo geral, a transformacdo e eliminacdo de xenobidticos envolvem trés
fases (Figura 12). A fase | consiste na atividade de enzimas, dentre elas as esterases, as
monooxigenases dependentes do complexo citocromo P450, que envolvem reagdes de
hidrolise, reducdo e oxidacdo; a fase Il que consiste na atividade de enzimas que
promovem conjugacdo de co-substratos a seus substratos, como a glutationa S-
transferase, que através de conjugacdo com glutationa aumenta a solubilidade dos
xenobidticos (Berenbaum & Johnson, 2015); a fase Il envolve a eliminacdo ou
excre¢do dos xenobioticos modificados nas fases | e Il para fora das células, com o
auxilio de proteinas transportadoras do tipo ABC (Xu et al. 2013).

-3 Insetos |—) BiotransformagﬁoJ

Estimulo FASE 1

quimico Esterases Hidrdlises

s =
] o Metabolitos

EstéveislinativosJ

FASE 11

GST Conjugagao GSH

Proteinas do

tipo ABC Metabélitos
Excretados | - Hidroxilados
FASE I11
Hidrofilicos

Figura 12. Mecanismo geral de resisténcia metabdlica aos xenobioticos,

envolvendo trés fases.

2.7 Enzimas de Resisténcia

O aumento na atividade das esterases tem sido reportado como o principal
mecanismo de resisténcia aos inseticidas organofosforados, em uma grande variedade
de insetos (Casarett, 2008; Alvarez et al. 2013; Das & Dutta, 2014). Esta atividade é
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resultante de uma superproducdo de esterases ndo especificas, as quais metabolizam a
molécula do inseticida antes que a mesma alcance seu alvo (Casarett 2008; Kamel
2007).

As esterases sdo uma grande familia de enzimas que hidrolizam o xenobidtico,
englobando os grupos o e [P-esterases. As enzimas do grupo das o-esterases sdo
classificadas por serem capazes de hidrolizar organofosforados ou carbamatos, enquanto
que as enzimas pertencentes do grupo das [P-esterases como a acetilcolinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7) e carboxilesterase ou carboxiesterase (CbE, EC 3.1.1.1) s&o
caracterizadas por serem inibidas por organofosforados ou carbamatos, (Montella et al.
2012; Punta et al. 2011). As enzimas de detoxificacdo de fase | alfa e beta-esterase (-
Est e B-Est), acetilcolinesterase, carboxilesterase ou carboxiesterase e de fase Il
glutationa-S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) podem ser encontradas no reticulo
endoplasmatico ou no citoplasma da célula (Ross et al. 2010).

Os residuos de aminoacidos presentes no sitio de ligacdo de esterases de insetos
sdo: Ser, Cis ou Asp (residuos nucleofilos) e Glu ou Asp (residuos acidos). Essa triade
de aminoécidos no sitio de ligacdo da enzima € essencial para a atividade catalitica
(Jackson et al. 2013). Em insetos, essas enzimas diferem quanto ao residuo nucleéfilo
que sao Ser e Cis para a-Est e B-Est, respectivamente (Montella et al. 2012).

As esterases sdo enzimas denominadas “promiscuas” por catalisarem reag0es
com diferentes substratos contendo funcGes éster, tioéstere e amida-éster (Figura 13),
possibilitando a célula metabolizar um amplo espectro de substratos, apesar de
apresentarem alta estereoespecificidade (Aranda et al. 2014).
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Figura 13. Atividade geral de enzimas de detoxicacdo de fase | esterases (A),

acetilcolinesterase (B) e de fase Il glutationa S-transferase (C).

As esterases dos insetos estdo relacionadas a inUmeros processos como a
degradacdo de moléculas volateis, reproducédo e digestdo (Montella et al. 2012), assim
como, alteragdes comportamentais, reducdo do teor de lipidios neutros e do tempo de
vida do inseto (Birner-Gruenberger et al. 2012).

De acordo com a literatura, as carboxilesterases podem estar relacionadas ao
metabolismo de lipidios devido ao fato de seu sitio ativo possuir afinidade com ésteres
metilicos de &cidos graxos, sendo facilmente hidrolisados por essas enzimas. Este
mecanismo pode estar relacionado com a presenga de uma a-hélice anfipatica no
terminal N com a presenca de aminoacidos carregados positivamente (Jackson et al.
2013)

Os residuos de aminoacidos no sitio de ligacdo da AChE de insetos sdo His,
Glu e Ser, responsaveis pela reacdo de hidrélise da acetilcolina levando a formacao de
um complexo acetil-AChE e posterior liberacdo de colina (Soreq & Seidman, 2001;
Dou et al. 2013).

A AChE ¢ essencial para o0s insetos e animais superiores, pois, esta envolvida
com os estimulos nervosos na transmissdo colinérgica (Lopez & Pascual-Villalobos
2010; Rajashekar et al. 2014). Sua inibicdo provoca acimulo de acetilcolina na sinapse,
causando um estado de estimulacdo permanente, com eventual morte do inseto (Rattan
2010; Mwila et al. 2013).

A GST é uma enzima de fase Il que estd localizada no citoplasma da célula e
possuem atividade na membrana mitocondrial, sdo responsaveis pela conjugacdo da
glutationa (GSH) com xenobioticos (figura 13), promovendo uma maior solubilidade
em agua e facilitando a eliminacdo através das enzimas de fase Il (Casarett 2008;
Enayati et al. 2005).

A GST de insetos € composta por dois sitios cataliticos: o sitio H, com um
dominio C-terminal de carater hidrofébico para ligacdo com o xenobidtico e o sitio G,
na porcdo N-terminal, para a ligacdo com GSH. No sitio G ha formacdo de um anion
tiolato na GSH, o qual reage com o xenobi6tico no sitio H (Hemingway et al. 2004;
Oakley et al. 2001).

Diferentes trabalhos tém relatado o aumento da atividade total das enzimas

esterases e GSTs em piolho-do-algoddo (Shang et al. 2012), &caro-rajado (Moghadam et
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al. 2012), mosquito Aedes aegypti (Maestre et al. 2010), taturana vermelha (Muthusamy
et al. 2013) e o mosquito do género Anopheles (Nkya et al. 2013) sob o efeito de
xenobioticos (DDT, organofosfarados e piretrdides), agindo como uma fonte secundaria
de resisténcia (Bogamuwa et al. 2002; Gamil et al. 2011; Moreira et al. 2012; Wright et
al. 2000).

Na literatura existem relatos de produtos naturais, Oleos essenciais e
monoterpenos promovendo a inibicdo da enzima AChE contra diversos insetos
(Kumrungsee et al. 2014; Ebadollahi et al. 2013; Jeon et al. 2013; Muthusamy et al.
2013; Tang et al. 2014; Maestre et al. 2010; Enayati et al. 2005).

2.8 Metabolismo de Lipidios

Os insetos utilizam os lipidios de reserva com a finalidade de suprir as
necessidades energéticas que atividades como vdo, acasalamento, ovogénese, assim
como, o desenvolvimento corporeo, demandam. Os lipidios sdo liberados por inducédo
hormonal (hormonio adipocinético, AKH), no corpo gorduroso principalmente na forma
de triacilglicerois (Athenstaedt & Daum, 2006).

A mobilizacdo da reserva lipidicas (Figura 12) é desencadeada pela estimulagdo
do AKH, que modula as concentragdes de AMPc e Ca*, os quais desencadeiam
processos que levam a ativacdo das lipases, degradacdo parcial dos triacilglicerois (TG)
em acidos graxos (AG) e diacilgliceréis (DAG), que em seguida, sdo oxidados (AG) e
transportados (DAG) por lipoproteinas através da hemolinfa até os demais tecidos
(Gilbert & Chino 1974; Arrese et al. 2001). (Figura 14).
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Figura 14.Mobilizacdo de lipidios do corpo gorduroso para a ovogénese. AG=
acido graxo, DAG = diacilglicerol, Lp = lipoforinas. Modificado de Atella et al. 2012;
Arrese et al. 2001.

Apo0s a incorporacdo de DG pelos ovérios ocorre a sintese de TG, a principal
reserva energética dos ovos que sera utilizada para o desenvolvimento do embrido. O
mecanismo de sintese de TG nos o0citos ainda nao foi elucidado, porém sabe-se que a
sintese de novo em insetos é limitada (Ziegler & Vanantwerpen, 2006).

As fémeas de Callosobruchus possuem um par de ovarios compostos por seis
ovariolos com grande numero de odcitos, 0s quais sdao amadurecidos com o aporte de
lipidios e proteinas (Figura 15).0s ovarios sao divididos em quatro regides (filamento
terminal, germario, vitelario e oviduto) e se comunicam com a espermateca, através do
oviduto. No filamento terminal encontram-se as células somaticas, no germario as
células em constante diferenciacdo celular e no vitelario os ovos em diferentes estagios
de maturacdo (Mohamed et al. 2015; Ziegler & Vanantwerpen, 2006). Segundo relatos
cientificos anormalidades podem comprometer a estrutura dos ovarios (Sreelatha &
Geetha, 2010).

GERMARIO
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Figura 15. Aparelho reprodutor de uma fémea de C. maculatus. Ovario direito
(ROV), ovario esquerdo (LOV), ovariolo (OVA), espermateca (SPE), oviduto (COV) e
gonoforo (CO). Adaptado de Mohamed et al. 2015.

Portanto, com o intuito de se buscar alternativas ao uso de agrotoxicos, 0s
objetivos do presente trabalho foram avaliar os efeitos dos dleos essenciais de
Cymbopogon citratus e C. nardus sobre o ciclo reprodutivo, enzimas do metabolismo

de biotransformacéo e o conteudo de lipidios de reserva em Callosobruchus maculatus.

3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

3.1.1. Obtengdo e manuteng&o dos insetos

Os insetos adultos da espécie Callosobruchus maculatus (Fab.) foram cedidos
pelo Dr. J.H.R. Santos Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza, Brasil. A manutencdo e ampliacdo das colbnias sdo atividades realizadas
continuamente desde 1978, em ambiente contendo gréos de feijdo-fradinho (Vigna
unguiculata), com fotoperiodo natural, temperatura de 29°C (+ 1°C) e umidade relativa
de 65% (x 5%). As atividade foram conduzidas no Laboratério de Bioquimica e

Biologia Molecular de Artropodes, no Departamento de Quimica da UFRRJ.

3.1.2 Coleta das plantas

Os espécimes vegetais Cymbopogon citratus e C. nardus foram coletados na
area experimental do Setor de Plantas Medicinais, Departamento de Fitotecnia,
IA/JUFRRJ, situado no municipio de Seropédica-RJ (22°45'39.65"S; 43°41'55.92"0) .
Depois foram secas a temperatura ambiente, protegidos da luz e umidade.

3.2 Extracdo, Analise Quimica e Identificacdo dos Compostos Volateis

3.2.1 Extracao do 0Oleo essencial por hidrodestilacao

Folhas de C. citratus e C. nardus (£ 100 g) foram separadas para a extracdo dos
6leos essenciais. O material foi adicionado ao baldo de vidro de 1000 mL contendo 600
mL de agua destilada e, em seguida, o aparelho de Clevenger foi conectado as partes
restantes e ligada a manta aquecedora. Assim que se iniciou a condensacao do hidrolato,

foi definido o tempo de uma hora para o recolhimento da amostra de éleo essencial +
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hidrolato (+ 20 mL). O procedimento de isolamento do éleo iniciou-se com a particéo,
utilizando-se volume igual de 6leo essencial + hidrolato e diclorometano (4 x 5 mL). A
fase de menor polaridade contendo diclorometano + 6leo essencial foi recolhido com
uma pipeta Paster. O volume total recolhido foi seco em sulfato de sddio anidro e
filtrado, em seguida, concentrado inicialmente em evaporador rotativo e depois o

diclorometano restante foi totalmente eliminado com gas nitrogénio, utilizando-se Mini-

Vap (Sigma-Aldrich, Brasil), em temperatura ambiente até peso constante (Figura 16)

Figura 16. Sistema de hidrodestilacdo (A). Detalhe do 6leo essencial e 0 do
hidrolato no aparelho de Clevenger (B). Eliminacdo do solvente presente no 6leo
essencial com auxilio de N, gasoso (C). Laboratério de Plantas Aromaticas e
Medicinais, DF/IA/UFRRJ.

3.2.2 Analise quimica dos 0leos essenciais por CG-DIC e CG-EM

Um cromatografo Gasoso 5890 Series Il (Hewlett-Packard, USA), equipado com
um detector de ionizagdo de chama em um injetor no modo “split” (1:20) foi utilizado
para separar e detectar os constituintes do 6leo essencial. As substancias foram
separadas em uma coluna capilar de silicas fundida similar a DB5 (30 m H 0,25 mm H
0,25 pm). O hélio foi utilizado como géas carreador com fluxo de 1 mL min™. A
programacéo da temperatura da coluna foi de 60 °C por 2 min com incremento de 5 °C
min™ até 110 °C, seguido por incremento de 3 °C min™ até 150 °C e, finalmente,

seguido por incremento de 15 °C min™ até 290 °C, mantidos por 15 minutos. As
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temperaturas do injetor e do detector foram de 220 e 290 °C, respectivamente. Um
cromatdgrafo Gasoso — espectrometro de massa QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN) foi
utilizado para separar e analisar as substancias presentes no 6leo essencial. O fluxo de
hélio, a coluna capilar e a programac&o de temperatura para a analise por CG-EM foram
as mesmas descritas para a analise por CG-FID. As temperaturas do injetor e de
interface foram de 220 e 250 °C, respectivamente. O espectro de massa foi obtido em
um detector quadrupolo operando a 70 e V, com intervalo de massa entre 40 e 400 m/z e

arazdo de 0,5 scan s

3.2.3 Identificacao dos volateis nos d6leos essenciais

A identificacdo dos compostos volateis no dleo essencial foi baseada nos indices
de retencdo linear (IRL) e os espectros de massas das amostras, comparado com 0S
padrdes auténticos injetados nas mesmas condic¢des, com o banco de dados NIST (2008)
e com o indice de Kovats, IK (Adams, 2007). O IRL foi calculado com base na co-

injecdo das amostras e a série de alcanos (Van Den Dool & Kratz 1963).

3.3 Atividade Bioldgica dos Oleos Essenciais X Callosobruchus maculatus

3.3.1 Concentracdes crescentes dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus

Insetos adultos com 3 dias de vida e sadios da espécie C. maculatus foram
previamente selecionados e em seguida, em cada tubo falcon (50 mL) foram colocados
15 insetos na propor¢do de 1:2 (fémea/macho) e 30 grdos de feijao (Vigna
unguiculata). Depois, no lado interno das tampas dos tubos falcon, foram fixados disco
de papel de filtro com dois centimetros de didmetro, sobre os quais foram vertidos os
6leos essenciais de C. citratus e C. nardus proporcionandos concentragdes de 0,1; 0,2;
0,4; 0,6 e 0,8 pL cm->. Os tratamentos controles ndo receberam 6leos essenciais. Os
testes foram realizados com cinco repeti¢@es. Os insetos foram monitorados nos tempos
de 6, 12, 24 e 48 horas e armazenados em camara climatizada com fotoperiodo natural,
temperatura de 29°C (+ 1°C) e umidade relativa de 65% (+ 5%). Apos 48 horas, 0s
tubos falcon foram abertos para a contagem dos insetos mortos e da postura de ovos.
Depois, as tampas foram removidas e substituidas por uma tela fina (fild). Apds 28 dias

foram realizadas as contagens dos insetos que emergiram dos graos.
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3.3.2 Efeito do 6leo essencial de C. citratus X fémeas virgens e copuladas

Para a verificar a hipotese de que o dleo essencial de C. citratus possui efeito
sobre a reprodugdo das fémea de C. maculatus, foram utilizados tubos Falcon (50 mL)
contendo 30 grdos do feijdo e 9 insetos na proporcdo 1:2 (fémea/macho), recém
emergidos dos graos. Os tratamentos foram realizados da seguinte forma: A) Controle 1
- fémeas virgens sem o efeito do dleo essencial. B) Controle 2 - machos e fémeas
virgens sem o efeito do 6leo essencial. C) Tratamento 1 - machos sob o efeito do 6leo
essencial e fémeas virgens sem o efeito do 6leo essencial. D) Tratamentos 2 - fémeas
virgens sob o efeito do 0Oleo essencial e machos sem o efeito do 6leo essencial. Os
insetos tratados com o Oleo essencial de C. citratus foram submetidos a uma
concentracdo de 0,4 uL cm™ do 6leo por 12 horas. As repeticdes, condices de

incubacédo e de monitoramento foram as mesmas citadas no item anterior (3.3.1).

3.3.3 Alguns aspectos metabolicos de C. maculatus sob efeito dos 6leos essenciais
Foram utilizados tubos Falcon (50 mL) contendo 30 gréos do feijdo e 10 insetos,
recém emergidos. Para os tratamentos, foram utilizadas aliquotas de 20uL e 5uL dos
6leos essenciais de C. citratus e C. nardus, proporcionando as concentracdes de 0,4 e
0,1uL cm®, para os tempos de incubacédo de 12 e 6 horas, respectivamente. O controle
ndo recebeu Oleo essencial. As concentracdes e tempos de incubacdo foram definidos de
modo a evitar a mortalidade dos insetos. As repeticdes, condi¢Ges de incubacdo e de

monitoramento foram as mesmas citadas no item anterior (3.3.1).

3.3.3.1 Contetdo protéico no extrato bruto de C. maculatus sob efeito dos 6leos
essenciais de C. citratus e C. nardus

Amostras de insetos tratados e ndo tratados com os 6leos essenciais (10 insetos)
foram congeladas em nitrogénio liquido, maceradas e homogeneizadas em 1 mL de
solucdo tampéo PBS (0,1 mM) pH 7,4. Depois o macerado foi recolhido, centrifugado
por 10 minutos (14.000 rpm e 4 °C) e o sobrenadante armazenado no freezer a -20 °C
(Bogamuwa et al. 2002). Para a determinacdo da concentracdo de proteinas no
homogeneizado foi utilizada a metodologia proposta por Peterson (1977), com base na

curva padréo de albumina bovina, em duplicata.
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3.3.3.2 Determinacédo das atividades total de algumas enzimas no extrato bruto de C.
maculatus sob efeito dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus

As atividades das enzima alfa e beta-esterase foram determinadas através da
hidrélise de alfa e beta-naftil-acetato, respectivamente; a atividade da carboxiesterase
foi determinada através da hidrélise de p-nitrofenil-acetato; a atividade da
acetilcolinesterase foi determinada utilizando o método de Ellman et al. (1961)
modificado e a atividade da enzima glutationa-S-stransferase foi determinada através do
método proposto por Habig et al. (1974). O protocolo utilizado para a execucdo das
atividades foi o desenvolvido pela Fundagéo Osvaldo Cruz com base em Aedes aegypti
(FIOCRUZ 2006), Os ensaios foram realizados com 5 repeticdes e as analises em

duplicata.

a) Determinacdo da atividade alfa e beta-esterase.

Para determinar a atividade enzimatica da alfa ou beta-esterase foram
adicionados 25 pg de proteinas do homogeneizado de insetos de Callosobruchus
maculatus em cada tubo de ensaio contendo previamente 200 uL de alfa ou beta-naftil-
acetato (1,5 mM) em tampéo fosfato de sddio (20 mM) pH 7,2. O volume final da
solucédo foi ajustado para 800 uL com tampéo fosfato de sédio, o tempo de incubacéo
foi de 15 minutos em temperatura ambiente. A atividade foi determinada apds a adicao
de 200 pL de solucdo contendo Fast Blue (0,3%) e dodecil sulfato de sédio (SDS;
3,5%). A curva padrdo foi realizada, com adicdo de 20 uL de alfa ou beta-naftol (0,05
pg/mL). O branco foi realizado sem a adi¢do do extrato. As atividades da alfa ou beta-
esterase foram realizada por colorimetria (leituras em 570 nm) e com auxilio de uma
curva padrdo de alfa ou beta-naftol calculada com base na quantidade de 25 pg de

proteinas do homogeneizado.

b) Determinacéo da atividade da PNPA-carboxiesterase

Para a determinar atividade enzimatica da PNPA-carboxiesterase no extrato
protéico de C. maculatus foram adicionadas 50 ug de proteinas do homogeneizado nos
tubos contendo previamente 20 uL de p-nitrofenilacetato (100 mM) em tampéo fosfato
de sddio (50 mM) pH 7,4. O volume final da reacdo foi ajustado para 1 mL. O branco
foi realizado do mesmo modo porém o homogeneizado protéico foi substituido pelo
mesmo volume de solucdo tampdo. A atividade PNPA-carboxiesterase foi realizada por

espectrofotometria (leituras em 405 nm), com base na variacdo de absorvancia por
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unidade de tempo e por unidade de proteina (umol min -'(PNPA)/ pg de proteina), no
intervalo de 30 a 90 segundos. A determinacéo da atividade total de carboxiestarases foi
determinacéo segundo o coeficiente angular de afinidade pelo substrato de 18,4.e pela

quantidade de 50 pg de proteinas do homogeneizado.

c) Determinacdo da atividade da acetilcolinesterase

Para a determinar atividade enzimatica da acetilcolinesterase no extrato protéico
de C. maculatus foram adicionadas 50 pg de proteinas do homogeneizado nos tubos
contendo previamente agua ultrapura, 1 mL de acido-5,5-ditionitrobenzeno (DTNB;
0,32 mM) em tampdo fostato de sodio (0,1 M) pH 7,4. A atividade foi iniciada com a
adicao de 100 pL de iodeto de acetiltiocolina (1,5 mM) em agua ultrapura. O volume
final do meio reacional foi ajustado para 2200 uL. O branco foi realizado do mesmo
modo, porém o homogeneizado protéico foi substituido pelo mesmo volume de solucéo
tampdo. A atividade da acetilcolinesterase foi realizada por espectrofotometria (leituras
em 412 nm), com base no coeficiente de extingdo molar do anion 5-ditiobis-2-
nitrobenzoato de 14,15, pela quantidade de 50 pg de proteinas do homogeneizado,
observados por 100 segundos, em intervalos de 10 segundos e expressos em unidade
absoluta (U).

d) Determinacéo da atividade da glutationa-S-transferase

Para a determinar atividade enzimatica da glutationa-S-transferase no extrato
protéico de C. maculatus foram adicionadas 40 pg de proteinas do homogeneizado nos
tubos contendo previamente 100 pL de glutationa reduzida (50 mM) e 20 uL de 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB, 100 mM) em tampdo fosfato de potéssio (0,1 M) pH 6,1. O
volume final do meio reacional foi ajustado para 1 mL. O branco foi realizado do
mesmo modo, porém o homogeneizado protéico foi substituido pelo mesmo volume de
solucdo tampdo. A atividade da glutationa-S-transferase foi realizada por
espectrofotometria (leituras em 340 nm), com base no coeficiente de extingdo molar do
produto da reagdo 3-(2-cloro-4-nitrofenil)-glutationa, utilizando o coeficiente de
extingdo molar, 340 nm = 9,6 mmol observados por 3 minutos, em intervalos de 30
segundos, pela quantidade de 40 pg de proteinas do homogeneizado e expressos em

umol. produto. min™/ g proteina.
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3.3.3.3 Determinagdo do contetdo lipidico de fémeas de C. maculatus sob efeito dos
oleos essenciais de C. citratus.

Para a verificar a hipotese de que o 6leo essencial de C. citratus promove
alteragdes no conteudo de lipidios em fémeas de C. maculatus, foram utilizados tubos
Falcon (50 mL) contendo 30 gréos do feijdo e 10 fémeas recém emergidas dos graos e
30 insetos na proporcao 1:2 (fémea/macho), recém emergidos dos grdos. Apos 24 horas
as fémeas foram separadas dos machos. Em seguida, as fémeas virgens e copuladas
foram submetidas ao 6leo essencial de C. citratus na concentracéo de 0,4 pL cm™ por
12 horas. Os testes foram realizados em triplicata, as condi¢cdes de incubacdo e de
monitoramento foram as mesmas citadas no item anterior (3.3.1). A testemunha
consistiu no mesmo procedimento para fémeas virgens e copuladas, porém sem o efeito

do 6leo essencial.

a) Extracdo dos lipidios

As amostras foram congeladas em N, liquido, maceradas e homogeneizadas em
1 mL de solu¢do tampdo PBS 0,1 mM e pH 7,4; depois o macerado foi recolhido,
centrifugado por 10 minutos (14.000 rpm e 4 °C) e o sobrenadante estocado no freezer a
-80°C. Aliguotas de 100 pL de extrato bruto foram transferidos para tubo conico
contendo previamente 400 pL de agua. Depois, foram dicionados 1 mL de metanol e 2
mL de cloroférmio, seguido por 2 minutos de agitagdo e 15 minutos de centrifugacéo
(3000 rpm). Depois, a fase organica foi transferida para outro tubo conico e novamente
foram adicionados 1 mL de metanol e 500 pL de &gua, seguido por 2 minutos de
agitacdo e 15 minutos de centrifugacdo (3000 rpm). Por fim, a fase orgénica foi
novamente transferida para outro tubo, seca por arraste de gas N, a 36 °C até completa

eliminacdo do solvente (Bligh & Dyer, 1959).

b) Cromatografia de Camada Fina

ApOs a extracao, os lipidios foram ressuspendidos em 50 pL de cloroférmio e 10
pL das amostras foram aplicadas, em duplicata, em uma placa de TLC de silica de
gesso (20 X 20 cm). Nas mesmas condic¢Bes foram aplicados a placa de TLC os padrdes
de colesterol + colesterol-éster e &cido graxo + triacilglicerol nas concentracoes 2, 6 e
10 pg. Para dar inicio a corrida, em uma cuba grande de vidro foram colocados 0s
solventes na proporcdo de 60:40:1 (hexano, éter etilico e acido acético glacial) para a

primeira corrida de até 7 cm de altura na TLC. A proporc¢éo de solventes utilizados para
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a segunda corrida foram de 80:20:1 (hexano, cloroférmio e acido acético glacial), até 15
cm de altura. A TLC secou em temperatura ambiente durante 30 minutos e no ar frio
para revelacdo, ap6s a primeira e a segunda corrida, respectivamente. A TLC foi
revelada em solucdo Cherring (99,6 g de CuSO, diluido em 56,4 mL de HzPO, e 600
mL de H,0), em estufa a 100 °C por 20 minutos. A analise densitométrica foi feita no

programa Image Lab Software 5.1 Bio Rad.

3.8 Analise Estatistica

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

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil Quimico dos Oleos Essenciais

4.1.1 Oleo essencial de Cymbopogon citratus.

O oOleo essencial de C. citratus apresentou em sua COmMpoSiCA0 apenas
monoterpenos, dentre eles, 0s componentes majoritarios foram neral (36,6%) e geranial
(50,5%), isdbmeros que formam o citral. Alem desses, observou-se a presenca de beta-
pineno (9,7%).

Tabela 1. Andlise quimica (CG-EM) do 6leo essencial de Cymbopogon citratus.

Substéncia e classe IK IRL Percentagem
S-Pineno 979 983 9,7
cis-Verbenol 1141 1143 1,3
trans-Verbenol 1144 1149 1,9
Neral 1238 1235 36,6
Geranial 1267 1267 50,5
Monoterpenos hidrocarbonados 9,7
Monoterpenos oxigenados 90,3
Total 100

IK, indice de Kovats; IRL, indice de retengéo linear; Percentagem, com base na

area total do cromatograma.
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De modo geral, a composi¢do quimica é condizente com aqueles encontrados na
literatura para a especie C. citratus. Os valores de geranial variaram de 27 a 50%, de
neral de 4 a 50%, geraniol de 1,8 a 2,3% e de mirceno de 9 a 25% (Pinto et al. 2015;
Kasali et al. 2001; Chisowa et al. 1998; Avoseh et al. 2015).

Considerando as informaces disponiveis para consulta, a divergéncia quanto a
composicdo diz respeito a presenca de beta-pineno e a auséncia de mirceno. Também
ndo foram identificados sesquiterpenos. Essas variacfes no perfil quimico dos 6leos
essenciais podem ser explicadas com base nos fatores ambientais, disponibilidade de
nutrientes, interacdes ecoldgicas e diferencas genotipicas que modulam a qualidade do

6leo essencial (Madhavan et al. 2011).

4.1.2 Oleo essencial de Cymbopogon nardus.

O 6leo essencial de C. nardus apresentou um perfil quimico mais complexo que
0 Oleo de C. citratus. Verificou-se a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoide, dentre eles, os componentes majoritarios foram Citronelal (50,3%),
nerol (10,8%). Observou-se também a presenca de citronelol (6,8%), citronelil acetato
(5,1%), geranil acetato (5,8%), elemol (5,7%) e germacren-4-ol (5,4%).

Tabela 2. Analise quimica (CG-EM) do 0leo essencial de Cymbopogon nardus.

Substéncia e classe IK IRL Percentagem
Limoneno 1029 1033 0,79
Citronelal 1153 1159 50,3
Citronelol 1225 1229 6,8

Nerol 1229 1231 10,8
Citrolnelil acetato 1352 1359 51
Eugenol 1359 1363 1,3
Geranil acetato 1381 1389 58
y-Muuroleno 1479 1482 2,0
B-Selineno 1490 1491 1,4
0-Cadineno 1522 1534 1,4
Elemol 1549 1559 57
Germacren-4-ol 1575 1587 54
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Monoterpenos hidrocarbonados 0,8

Monoterpenos oxigenados 67,9
Esteres de monoterpenos 10,9
Fenilpropanoides 1,3
Sesquiterpenos hidrocarbonados 4,8
Sesquiterpenos oxigenados 11,1
Total 96,8

IK, indice de Kovats; IRL, indice de retengéo linear; Percentagem, com base na

area total do cromatograma.

O perfil quimico do dleo essencial de C. nardus encontrados neste trabalho é
semelhantes aos relatados por outros autores, 0s quais apresentaram para citronelal de 6
a 36%, citronelol de 4 a 13%, geraniol de 25 a 42%, citronelil acetato de 1,5 a 2,2%,
geranil acetato de 1,5 a 10%, elemol de 5 a 17% e germacren-4-ol entorno de
1,4%.(Nakahara et al. 2013; Aguiar et al. 2014; Hamzah et al. 2014; Avoseh et al.
2015).

As principais diferencas entre o perfil quimico do 6leo essencial deste trabalho
com os encontrados na literatura, dizem respeito a presenca de nerol e a auséncia de
geraniol. Todavia, sequer na literatura disponivel foi possivel encontrar um oleo
essencial de C. nardus com uma composic¢do quimica que ndo apresentassem variagdes
quanto a presenca e auséncia de alguns volateis. Conforme discutido anteriormente isto

pode estar relacionado ao efeito de diferentes fatores bidticos e abioticos.

4.2 Atividade Bioldgica dos Oleos Essenciais X Callosobruchus maculatus

4.2.1 Concentraces crescentes dos 6leos essenciais de C. citratus e C. nardus

Os insetos de C. maculatus sob efeito fumigante dos 6leos essenciais de C.
citratus e C. nardus, em concentragdes crescentes, apresentaram respostas diferentes. C.
citratus mostrou-se resistente, apresentando mortalidade maxima de 55% na maior
concentracéo (0,8 uL cm™). Por outro lado o 6leo essencial de C. nardus, matou 95% da
populacdo na concentracdo de 0,6 pL cm™. N&o foi possivel calcular a CLsy para o
tratamento com o 6leo essencial de C. citratus, pois apresentou uma distribuicdo nédo
linear, contudo os valores de CLsy para o tratamento com Gleo essencial de C. nardus
foi de 0,12 pL cm.
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Tabela 3. Mortalidade (%) e CLsgy de Callosobruchus maculatus apds 48 horas

sob o efeito fumigante dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e C. nardus.

Concentracdes Mortalidade (%)

(ML cm™) Cymbopogon citratus Cymbopogon nardus
0,1 22 42
0,2 11 46
0,4 44 91
0,6 33 95
0,8 55 95
y = 126,4/(1+1070%77™) = 111,5/(1+10%7%)
r? =0,1939 = 0,6527
o = ns. =0,05

CLsow = n.c. =0,12 pLcm™

n.s., Nao significativo; n.c., N&o calculado.

Resultados semelhantes mostraram baixa mortalidade de C. maculatus sob efeito
do Oleo essencial de C. citratus (Owolabi et al. 2009). Por outro lado, foram
encontrados relatos de elevada mortalidade C. maculatus sob efeito do 6leo C. citratus
(Paranagama et al. 2002). Os diferentes resultados encontrados pode estar relacionada
ao fato de haver variabilidade quanto a composic¢ao quimica dos 6leos essenciais.

Todavia, resultados promissores tém sido apontados para os efeitos dos 6leos
essenciais de C. citratus contra outros insetos-pragas como Sitophilus zeamais (Owolabi
et al. 2009), Tribollium castaneum (Olivero-Verbel et al. 2010), Acanthoscelides
obtectus (ColeoOptera: Bruchidae) e Zabrotes subfasciatus (Coledptera: Bruchidae)
(Procopio et al. 2015), Trichoplusia ni (Tak et al. 2015); insetos vetores de doencas
Anopheles gambiae (Bossou et al. 2013) e Musca domestica (Kumar et al. 2011).

Os resultados relativos a alta toxicidade do 6leo essencial de C. nardus sobre C.
maculatus também sdo encontrados na literatura (Ketoh et al. 2002). Contudo,
resultados contrastantes indicam que o Oleo essencial de C. nardus pode apresentar
baixa toxicidade sobre C. maculatus (Nyamador et al. 2010). Isto pode estar relacionado
a composicao quimica do 6leo essencial entre outros fatores. Em outras pragas de grdos

armazenados, como Sitophilus zeamais e Callosobruchus spp (Thein et al. 2013),
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Callosobruhus subinnotatus (Nyamador et al. 2010) verificou-se toxicidade do 6leo
essencial de C. nardus.

A toxicidade do oOleo essencial de C. nardus pode estar atribuida a sua
constiuigdo quimica. O eugenol um dos componentes minoritarios do 6leo essencial
apresenta alta toxicidade por fumigacéo sobre C. maculatus (Ajayi et al. 2014).

Esses resultados mostram que 0s Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus
podem ser explorados como uma alternativa ao uso de inseticidas quimicos tradicionais
para controle de insetos- pragas de diversos segmentos.

Apesar do baixo efeito do 6leo essencial de C. citratus sobre a mortalidade de C.
maculatus, observou-se uma acdo acentuada sobre a postura de ovos, com maior
inibicdo (79%) no tratamento com 0,4 puL cm™. Por outro lado, o tratamento com 0,6 pL

cm® 6leo essencial de C. nardus promoveu inibicdo de 96% na postura de ovos.

Tabela 4. Postura de ovos de Callosobruchus maculatus apds 48 horas sob o

efeito fumigante dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e C. nardus.

Concentragdes Postura de ovos
(uL cm™) Numero IC  Inibicdo (%) Numero IC  Inibicdo (%)

Cymbopogon citratus Cymbopogon nardus
0,0 70,0 + 7 - 118 +9 -
0,1 50,0 +4 29 36,6 +15 69
0,2 24,7 +8 65 25,2 +11 79
0,4 14,7 +6 79 10,2 +9 91
0,6 20,0 +1 71 4,8 +3 96
0,8 31,0 +2 56 5,4 +3 95

NUmero, média dos ovos depositados sobre os graos; IC, intervalo de confianca
(0=0,05); Inibicdo (%), calculado com base na testemunha.

O oleo essencial de C. citratus mostrou efeito inibitério da postura de ovos para
C. maculatus (Azeez & Pitan, 2014), também para outros insetos como Culex
quinquefasciatus, Aedes aegypti e Anopheles dirus (Siriporn & Mayura, 2012) e Musca
domestica (Sinthusiri & Soonwera, 2014). Por outro lado, ndo foi observado para o
acaro- rajado Tetranychus urticae (Roh et al. 2011).

Verificou-se também que o 0Oleo essencial de Ocimum basilicum, por fumigacao,
inibiu a oviposicao de C. maculatus e que o geranial, um dos componentes majoritarios

do 6leo essencial de C. citratus, pode ser o responsavel em inibir a postura de ovos de
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C.maculatus (Pascual-Villalobos & Ballesta-Acosta, 2003). Segundo a literatura, a
natureza lipofilica dos volateis presentes nos 0leos essenciais pode estar relacionado
com a diminuicdo da postura de ovos (Arshad et al. 2014).

Nyamador et al. (2010) observaram que o Oleo essencial C. nardus inibiu a
postura de ovos pelas fémeas de C. maculatus mesmo apresentando baixa toxicidade.
Resultado semelhante ao encontrado com o 6leo essencial de C. citratus no presente
trabalho. Contudo, em pesquisa conduzida por Ketoh et al. (2007) verificou-se que o
ciclo reprodutivo de fémea de C. maculatus ndo sofreu alteracdo apds tratamento com o
6leo essencial de C. nardus.

O oleo essencial de C. nardus inibiu 0 nimero de ovos viaveis em pragas de
importancia agricola como o Zabrotes subfasciatus (Franca et al.2012), Bactrocera
dorsalis (YuZzan et al. 2010) e Helicoverpa armigera (Setiawati et al. 2011). Também

em insetos vetores como o Aedes aegypti (Warikoo et al. 2011).

4.2.2 Efeito do dleo essencial de C. citratus X fémeas virgens e copuladas

Com o intuito de se verificar a hipdtese de que o 6leo essencial de C. citratus
poderia estar afetando o comportamento dos insetos durante a cépula ou a postura de
ovos, desenvolveu-se um experimento com fémeas virgens e copuladas de C. maculatus
sob o efeito fumigante do 6leo essencial na concentragdo de 0,4 pL cm™, por 12 horas.

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que as fémeas do controle,
independente de o macho ter sido tratado ou ndo, apresentaram 0s maiores valores de
oviposi¢cdo. Ndo foi observado uma variagdo na postura de ovos quando os machos
foram tratados com o 6leo essencial. Por outro lado o tratamento cuja fémeas foi
submetida ao efeito fumigante do 6leo essencial apresentou diminuicdo significativa na

postura de ovos.

Macho controle + Fémeatratamento_-' b

Macho tratamento + Fémea controle |——| a

Macho controle + Fémea controle |——| a

Fémeas virgens - I——l c

1 ' 1 ' 1 ' I
25 50 75 100 125

Nimero de Ovos

49



Figura 17. Efeito fumigante do 6leo essencial de C. citratus (0,4 uL cm™) por
12 horas, sobre machos e fémeas de C. macultus. As barras representam o erro padrédo

entorno das médias e as letras o teste de significancia one-way ANOVA (a = 0,05).

Este resultado demonstra que apesar de o 6leo essencial de C. citratus ndo
possuir forte efeito sobre a mortalidade, ele ainda apresenta propriedades toxicas sobre
o ciclo reprodutivo, afetando ou o comportamento sexual da fémea, a ovogénese ou a
prépria postura de ovos e de acordo com Guarino et al. (2014), os volateis geraniol e
citral causam pertubacdes na percepgdo de feromonios, afetando a alimentagdo e
oviposicao de fémeas de Rhynchophorus ferrugineus, praga das palmeiras.

Lingampally et al. (2012) verificaram que um terpenoide da Andrographis
paniculata promove degeneracdo dos ovariolos das pupas de Tribolium confusum.
também foram observados alteracdes morfoldgicas provocado pelo dleo essencial de
Piper hispidinervum sobre os ovariolos e o oviduto da largarta Spodoptera frugiperda
(Alves et al. 2014).

Portanto, 0 modo de acdo dos Gleos essenciais sugerem efeitos multiplos sobre o
ciclo de vida dos insetos, com varios alvos fisioldgicos e por que ndo moleculares, 0s

quais serdo avaliados a seguir.
4.2.3 Efeito dos 6leos essenciais sobre aspectos do metabolismo de C. maculatus

4.2.3.1 Conteldo lipidico em cromatografia de camada fina

Com a finalidade de se verificar o efeito do 6leo essencial de C. citratus sobre a
composicdo lipidica de fémeas de C. maculatus, prop6s-se um ensaio com fémeas
virgens e copuladas submetidas ou n4o ao 6leo essencial na concentracéo de 0,4 pL cm®
e os lipidios extraidos cromatografados em camada fina.

Observa-se que hd uma reducdo significativa de 53% do conteddo de &cidos
graxos nas fémeas copuladas em relacdo as virgens da testemunha, o que pode ser
explicado com base na mobilizacdo de reservas energéticas (Forte et al. 2002). Por
outro lado, apesar de ndo ser significativo ao nivel do teste ANOVA, pode-se observar
tendéncia para diminuicdo dos niveis de &cidos graxos nas fémeas copuladas em relagdo

as virgens, sob efeito 6leo de C. citratus.
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Figura 18. Conteudo de acidos graxos e triacilglicerol em fémeas copuladas e
virgens de C. macultus sob efeito fumigante do dleo essencial de C. citratus (0,4 puL
cm®), por 12 horas. As barras representam o erro padr&o entorno das médias e as letras

0 teste de significancia one-way ANOVA (a = 0,05).

Foi observado uma reducdo significativa no conteudo de triacilglicerol nas
fémeas do tratamento, sob o efeito do Oleo essencial, e aquelas da testemunha,
indicando uma reducdo nestes conteddos, independente da condicdo virgem ou
copulada. Do mesmo modo, houve uma tendéncia a reducéo nos niveis de triacilglicerol
dentro de cada grupo (tratado ou ndo com o 6leo essencial), que apesar de nao ser
significante, foi verificado uma diferenca entre fémeas virgens e copuladas, com
reducdo para esta ultima.

Os triacilglicerois ou triglicerideos sdo a maior reserva energética dos ovos de
Callosobruchus maculatus (Nwanze et al. 1976) e a reducdo no contetdo de lipidios
apos a oviposicao ja foi relatado anteriormente (Santos et al. 2011). Também foram
verificados diminuicdo nos conteudos de lipidios neutros ap0s exposicdo de

Phthorimaea operculella ao 6leo essencial de manjerona (Abd, 2011).

4.2.3.2 Conteldo protéico

As fémeas apresentaram um maior conteudo protéico em relacdo ao macho de C.
maculatus e isto pode estar relacionado com as diferentes necessidades energéticas entre
0S géneros, como 0 processo de ovogénese nas fémeas (O’Brien et al. 2005). Essa
diferenca de contetdo protéico também foi encontrada entre os géneros de Spodoptera

litura, com maior contetdo protéico nas fémeas (Huang et al. 2004).

51



As fémeas sob efeito dos Oleos essenciais de C. citronela e C. nardus
apresentaram aumento significativo de, respectivamente 0,79 e 1,49 mg mL™ no
contetdo protéico enquanto os machos apresentaram diminuicdo de 0,42 e 0,56 mg

mL', respectivamente.
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Figura 19. Proteina total (mg ml™) obtido de fémeas (A e C) e machos (B e D)
de C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus (A e B) e C. nardus
(C e D). As barras representam o erro padrdo entorno das meédias e as letras o teste t de

significancia (o = 0,05).

Foram observados relatos de diminuigdo nos contetidos protéicos de larvas de C.
maculatum (Macedo et al. 2007), Triboulium castaneum (Ebadollahi et al. 2013b),
Glyphodes pylvalis (Yazdani et al. 2014) submetidos aos efeitos de 6leos essenciais e
outros principios naturais.

Este comportamento antagbnico observado entre machos e fémeas de C.
maculatus pode estar relacionado aos transtornos metabdlico proveniente da acdo dos
6leos essenciais envolvendo sintese de proteinas para a desintoxicacdo ou supressdo da

sintese de proteina (Vijayaraghavan et al. 2010).

52



4.2.3.3 Atividade da acetilcolinesterase

Observou-se a reducdo da atividade geral da AChE, nas fémeas e machos de C.
maculatus sob efeito do 6leo essencial de C. citratus, respectivamente de 0,004 mU pg
(44 e 33%). O mesmo foi observado nas fémeas sob o efeito do 6leo essencial de C.
nardus, com reducdo de 0,03 mU pg (33%). Né&o foi observado variagéo significativa,
ao nivel do teste de médias, para a atividade da acetilcolinesterase em machos sob efeito
do dleo essencial de C. nardus, contudo, pode-se observar tendéncia de diminuicdo da

atividade.
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Figura 20.. Atividade geral de acetilcolinesterase (mU g ) obtido de fémeas (A
e C) e machos (B e D) de C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C.
citratus (A e B) e C. nardus (C e D). As barras representam o erro padrdo entorno das

médias e as letras o teste t de significancia (a = 0,05).

Resultados semelhantes foram observados quanto a inibi¢do da atividade total de
acetilcolinesterase no estagio larval de Culex quinquefasciatus sob o efeito do dleo

essencial de Eucaliptus (Sugumar et al. 2014). Relatos cientificos apontam para a acdo
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de volateis como inibidores competitivos (fenchona, geraniol, terpineno, linalol) e
mistos (carvona, canfora e estragol) para a atividade da acetilcolinesterase de insetos
(Lopez & Pascual-Villalobos, 2010). Existem também trabalhos que apontam a inibicdo
da acetilcolinesterase por cumarinas, relacionando os efeitos nos insetos com o0s

provocados por organosfosforados (Rajashekar et al. 2014; Anderson & Coats, 2012).

4.2.3.4 Atividade da alfa-esterase

Observou-se 0 aumento da atividade geral da alfa-esterase nas fémeas e
machos de C. maculatus sob efeito do dleo essencial de C. citratus, respectivamente de
0,003 e 0,002 pg min™ (33 e 40%). Por outro lado, o efeito do 6leo essencial de C.
nardus sobre os insetos de C. maculatus foi adverso, promovendo a reducdo na
atividade total de alfa-esterase em 0,005 e 0,002 ug min™ (50%), respectivamente em

fémeas e machos.
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Figura 21. Atividade da alfa-esterase (ug min™) obtido de fémeas (A e C) e
machos (B e D) de C. maculatus sob o efeito ou ndo do éleo essencial de C. citratus (A
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e B) e C. nardus (C e D). Atividade com base em 25 ug de proteina total. As barras
representam o erro padréo entorno das médias e as letras o teste t de significancia (a =
0,05).

Existem trabalhos relacionando o aumento da atividade geral das esterases com a
um dos mecanismos de resisténcia adquirida por insetos aos inseticidas, e que este
aumento poderia ocorrer como uma resposta direta ao contato com xenobidticos de
qualquer natureza (Gao et al. 2012). Neste contexto, autores confirmam o aumento da
atividade geral de alfa-esterases em insetos submetidos a deltametrina e DDT (Das &
Dutta, 2014; Rashwan 2013; Gamil et al. 2011; Afify et al. 2012).

Entretanto algumas plantas utilizadas como bioinseticidas mostraram-se eficazes
em diminuir a atividade total de alfa-esterase, como 0s oléos essenciais de manjericéo e
alho sobre Tribolium confusum (Anon, 2009) e o extrato da erva (Clerodendrum

phlomidis) sobre Helicoverpa armigera (Baskar et al. 2013).

4.2.3.5 Atividade da beta-esterase

Foi observado a reducdo de 0,004 e 0,002 ug min™ (66 e 28%) na atividade geral
das beta-esterases das fémeas submetidas aos Oleos essenciais de C. citratus e C.
nardus, respectivamente. Entretanto, os mesmos 0leos essenciais ndo promoveram

nenhuma alteracédo significativa nos machos.
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Figura 22. Atividade da beta-esterase (g min™) obtido de fémeas (A e C) e
machos (B e D) de C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial de C. citratus (A
e B) e C. nardus (C e D). As barras representam o erro padrdo entorno das médias e as

letras o teste t de significancia (a = 0,05).

Autores observaram a inibicdo da beta-esterase de Aedes aegypti sob efeito dos
volateis timol, eugenol, terpineol, e citronelal (Waliwitiya et al. 2012), enquanto que
(Yazdani et al. 2014) ndo observaram nenhuma variagéo significativa na atividade beta-
esterases em Glyphodes pyloalis sob efeito dos 6leos essenciais de tomilho e orégano.

Por outro lado, inseticidas sintéticos deltametrina e permetrina promoveram o
aumento na atividade total da enzima beta-esterase na traca do tomateiro (Silva et al.
2015) e no besouro Tribolium castaneum (Gibe & Motoyama, 2014).

4.2.3.6 Atividade da PNPA-carboxiesterase ou PNPA-carboxilesterase

Efeitos antagonicos foram observados na atividade da PNPA-carboxiesterase
quanto ao género e ao 6leo essencial aplicado. O 6leo essencial de C. citratus promoveu
aumento da atividade geral da carboxiesterase em 0,03 pmol min™/ug (50%) em
fémeas e diminuicdo da atividade nos machos de 0,01 pmol min™ /ug (20%). Por outro
lado, O Oleo essencial de C. nardus promoveu reducdo da atividade geral da
carboxiesterase em 0,03 umol min™/ pg (42%) em fémeas e acréscimo da atividade nos

machos de 0,02 pmol min™/ ug (50%).
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Figura 23. Atividade de PNPA-carboxiesterase (umol min™/pg) obtido de
fémeas (A e C) e machos (B e D) de C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial
de C. citratus (A e B) e C. nardus (C e D). As barras representam o erro padrdo em
torno das médias e as letras o teste t de significancia (a = 0,05).

Trabalhos mais recentes apontaram diminuicdo da atividade carboxiesterase
apos exposicdo de insetos aos Oleos essenciais de Chenopodium ambrosioides (Wei et
al. 2015) e Piper nigrum (Lija-Escaline et al. 2015), por outro lado, ndo foi observado
alteragdes na atividade carboxiesterase em insetos Cotesia plutellae sob efeito do timol,

um inseticida botanico (Yotavong et al. 2015).

4.2.3.7 Atividade da glutationa S-transferase

Os insetos fémeas de C. maculatus sob efeito fumigante dos éleos essenciais de
C. citratus apresentaram diminuicdo de 0,01 pmol min™/ g (16%) na atividade da
glutationa-S-transferase em fémeas e, ao contrario, foi observado aumento da atividade
de 0,034 pmol min/ pg (31%) nos machos. O 6leo essencial de C nardus ndo

promoveu alterages significativas nos insetos C. maculatus.
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Figura 24. Atividade da glutationa S-transferase (umol min™/ pg ) obtido de
fémeas (A e C) e machos (B e D) de C. maculatus sob o efeito ou ndo do 6leo essencial
de C. citratus (A e B) e C. nardus (C e D). Atividade com base em 40 pg de proteina
total. As barras representam o erro padrdo entorno das médias e as letras o teste t de

significancia (o = 0,05).

Oleos essenciais e alguns volateis como timol, eugenol, terpineol e citronelal
promoveram reducdo na atividade geral de glutationa S-transferase em Aedes aegypti
(Li et al. 2013; Waliwitiya et al. 2012), o 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides
em Plutella xylostella (Wei et al. 2015) e os volateis linalol e geraniol produziram
efeitos toxicos sobre o gorgulho-do-milho, besourinho-dos-cereais e escaravelho, assim
com, diminuicdo na atividade total da glutationa S-transferase desses insetos (LOpez et
al. 2010).

Por outro lado, alguns trabalhos tem demonstrado o aumento da atividade da

glutationa-S-transferase em insetos sob efeito de compostos volateis como o timol e
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1,8-cineol (Kumrungsee et al. 2014) e do 0leo essencial de alecrim (Yazdani et al.
2013).

Segundo Wei et al. (2015) o aumento na atividade geral da glutationa-S-
transferase aponta para um possivel mecanismo de resisténcia ao inseticida, como
observado por ele no inseto Liriomyza sativae e por Gunasekaran et al. (2011) em

Anopheles spp.

5 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que os 6leos de Cymbopogon citratus e
Cymbopogon nardus possuem propriedades téxicas ao inseto-praga Callosobruchus
maculatus.

Concluiu-se também que apesar de menor mortalidade o 6leo de C. citratus
promoveu reducdo na posturas de ovos, e que isto pode estar relacionado com o
comportamento sexual e com o contetdo de lipidios de reserva e sua remobilizacdo nas
fémeas.

Também foi possivel concluir que os 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e
Cymbopogon nardus afetaram de forma especifica 0 conteudo protéico no género
masculino (diminuindo) e feminino (aumentando) e de modo ndo especifico a atividade
das enzimas alfa e beta-esterases, carboxiesterase, acetilcolinesterase e glutationa S-

transferase.
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Figura 25. Atividade da acetilcolinesterase em macho e fémea de

Callosobruchus maculatus em funcéo da concentracao de proteina.
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Figura 26. Atividade da carboxilesterase em macho e fémea de Callosobruchus

maculatus em funcao da concentragdo de proteina.
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Figura 28. Atividade da alfa e beta-esterase em macho e fémea

Callosobruchus maculatus em funcéo da concentracao de proteina.
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Figura 29. Atividade da glutationa S-transferase em macho e fémea de

Callosobruchus maculatus em funcdo da concentracao de proteina.
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Figura 30. Cromatografia de camada fina (TLC) do contetdo lipidico presente
em duas fémeas de C. maculatus. Fémeas Virgens= FV; Fémeas Virgens Tratadas=
FVT; Fémeas Copuladas= FCC; Fémeas Copuladas Tratadas= FCT; Padrdes de
Lipidios AG= acidos graxos, TG= triacilglicerol, CHO= colesterol, CHOE= colesterol
éster. Legenda: 1. FV 1; 2.FT1; 3.FV2; 4FT2 5.FCC1; 6.FCT1; 7.FCC2; 8.FCT2;
9.AG + TG (2ug) 10. AG+TG (6 png) 11. AG+TG (10 pg) 12. CHO + CHOE (2u9);
13. CHO+CHOE (6 pg); 14.CHO+CHOE (10 pg).
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