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RESUMO

O feijdo-caupi Vigna unguiculata (L.) Walp., tem como principal praga durante o periodo
de armazenamento o caruncho Callosobruchus maculatus (Fabr.,1775), que ocasiona perdas
consideraveis ao produto. Devido a sua importancia econdmica é imprescindivel adotar taticas de
manejo e uma alternativa aos inseticidas quimicos sintéticos é a utilizacdo de produtos naturais na
forma de Oleos essenciais. O presente trabalho objetiva a obtencéo e identificacdo quimica dos
componentes de 0leos essenciais das cascas de frutos das espécies Citrus aurantifolia Swingle
(Lim&o Tahiti), Citrus reticulata Blanco (Laranja cravo), Citrus sinensis L. Osbeck (Laranja-péra)
e Citrus paradisi Macf. (Pomelo); determinacdo da toxicidade por contato e fumigacdo desses
Oleos, e o efeito repelente em adultos de C. maculatus. A analise em CG-EM identificou 45
compostos dos Gleos essenciais; 0s constituintes majoritarios de C. aurantifolia foram o a- Pineno
(2,09%), p- Pineno (12,30%), Limoneno (57,77%) e y-Terpineno (17,22%) e para C. sinensis, C.
reticulata e C. paradisi 0 Mirceno e Limoneno nas proporcoes de (2,10% e 93,84%), (1,65% e
94,28%) e (1,83% e 94,26%) respectivamente. As CLsp dos 6leos de Citrus spp. nos testes de
contato variaram de 943,9 a 1037,7 ppm, indicando que C. aurantifolia, obteve a menor CLs €

C. sinensis a maior. A analise de regressao indicou que o nimero de ovos e emergéncia de adultos



foram inversamente proporcionais ao aumento das concentragfes. No teste de fumigacdo as CLsg
para os Oleos variaram de 10,2 a 12,98 uL/L ar, indicando C. aurantifolia com o melhor
desempenho. No teste de repeléncia, os 6leos essenciais em todas as concentracdes foram
classificados como neutros para C. maculatus. As percentagens de reducdo da oviposicéo

variaram de 29,74 a 71,66% e de emergéncia de 15,43 a 85,31%.

PALAVRAS-CHAVE: Caruncho do caupi, inseticidas boténicos, CG-EM, toxicidade e
repeléncia.
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by
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ABSTRACT

The cowpea Vigna unguiculata (L.) Walp. has as main pest during storage, the weevil
Callosobruchus maculatus the (Fabr.,1775), which causes considerable yield losses. Due to its
economic importance, it is essential to adopt management tactics and an alternative to synthetic
chemical insecticides is the use of natural products as essential oils. The present study aims to
obtain and identify the chemical components of fruit peel essential oils of the species Citrus
Aurantifolia Swingle (Tahiti Lime), Citrus reticulata Blanco (Clove Orange/Tangerine), Citrus
sinensis L. Osbeck (Pear-Orange) and Citrus paradisi Macf. (Pomelo); and to determine these
oils toxicity in contact and fumigation as well the repellent effect on C. maculatus adults. The
GC-MS analysis has identified 45 compounds of essential oils; the main constituents of C.
aurantifolia were the a -Pinene (2.09%), f -Pinene (12.30 %), Limonene (57.77 %) and y -
Terpinene (17.22%), for C. sinensis, C. reticulata and C. paradisi the Myrcene and the Limonene
in proportions of (2.10 % and 93.84%), (1.65% and 94.28%) and (1.83% and 94.26%)
respectively. The LCsy of citrus oils spp. in the contact tests varied from 943.9 to 1037.7 ppm,
stating that C. aurantifolia showed the lowest LCsy and C. sinensis the highest. Regression

analysis indicated that the number of eggs and adult emergence were inversely proportional to the



increasing concentrations. In the fumigation tests the oils LCs varied from 10.2 to 12.98 pL/L alr,
stating that C. aurantifolia had the best performance. In repellency test, the essential oils in all
concentrations were classified as neutral for C. maculatus. The percentages of oviposition

reduction varied from 29.74 to 71.66% and the emergency reduction from 15.43 to 85.31%.

KEY WORDS: Cowpea weevil, botanical insecticides, GC-MS, toxicity and repellency.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A produgdo de gréos para alimentagdo humana tem aumentado consideravelmente a cada
ano, sendo comprovada pelas culturas da soja, trigo, milho e feijdo, onde esta Gltima coloca o
Brasil como o maior produtor mundial, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA 2013).

Dentre as varias espécies de feijao mais cultivadas, citam-se o feijdo-comum Phaseolus
vulgaris (L.) e o feijdo-caupi Vigna unguiculata (L.) Walp., que sdo amplamente distribuidas em
todo territdrio nacional, sendo a primeira predominante nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste e
a segunda nas regides Nordeste e Norte, expandindo-se para a regido Centro-Oeste (FAO 2010,
Freire Filho et al. 2011).

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) estimou a area total da producéo
nacional de feijdo para a safra de 2013/2014 de 3,13 a 3,16 milhdes de hectares, correspondendo a
uma producao entre 3,22 e 3,25 milhdes de toneladas, destacando-se os estados do Parana, Minas
Gerais, Sdo Paulo, Goias, Bahia e Piaui (CONAB 2013). De acordo Freire Filho et al. (2011),
com base nas producées de feijao-caupi, correspondentes aos anos de 2003 a 2009, constatou-se
que Niger, Nigéria e Brasil sdo 0s paises responsaveis pelas maiores producdes e areas
cultivadas no mundo. No Brasil, a producdo concentra-se, sobretudo, nas regides Norte e
Nordeste, destacando-se como maiores produtores, os Estados do Ceard, Piaui e Pernambuco e

Mato-Grosso na regido Centro-Oeste.
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O feijdo-caupi € uma planta anual herbacea, pertencente & ordem Fabales, familia
Fabaceae, género Vigna e espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. (Souza & Lorenzzi 2008), sendo
conhecida vulgarmente, como feijdo-macassar e feijao-de-corda na regido Nordeste; feijdo-de-
estrada, feijao-da-col6nia e feijao-de-praia na regido Norte e feijdo-miudo na regido Sul (Freire
Filho et al. 1983). Apresenta grande importancia socioecondmica por ser uma cultura de producgédo
de grdos como opcdo de renda e subsisténcia para a agricultura familiar (Freire Filho et al. 2005,
Neves et al. 2011); constitui um dos alimentos basicos que compdem a dieta das populacgdes rural
e urbana no nordeste brasileiro (Lopes et al. 2001, Dantas et al. 2002, Freire Filho et al. 2005),
fornecendo carboidratos, proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais, alem de
quantidades consideraveis de fibras alimentares (Freire Filho et al. 2005, Salgado et al. 2006,
Henshaw 2008), sendo também utilizada como forragem e ensilagem ou feno para a nutricdo dos
animais (Silva & Oliveira 1993, Freire Filho et al. 2005). Como é capaz de se desenvolver em
solos de baixa fertilidade, € uma alternativa para a fixacdo de nitrogénio e incorporagdo de
matéria organica em solos, através da simbiose com bactérias do género Rhizobium (Melo &
Cardoso 2000, Zilli et al. 2009).

A producdo de feijdo-caupi para o consumo concentra-se em trés areas de mercado:
sementes, grdos verdes (grdos verdes debulhados ou vagens verdes) e graos secos (Freire Filho et
al. 2005, 2011). Entretanto, nas duas Ultimas areas, 0s grdos secos, submetidos ao processo de
embalagem, sdo destinados as mercearias e supermercados; por outro lado, as vagens verdes e 0s
grdos verdes, a granel, sdo destinados as feiras livres (Rocha 2009, Andrade et al. 2010). De um
modo geral, normalmente, a comercializacdo do feijédo é realizada por meio de mercados publicos,
com a venda em atacado ou a varejo, onde a maioria do produto armazenado encontra-se estocado
no proprio local de distribuicdo (Sousa et al. 2008), com a finalidade de proteger e dar seguranga

aos gréos.
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A prética do armazenamento possibilita preservar o valor nutritivo dos gréos e a qualidade
das sementes, mantendo suas caracteristicas fisiologicas associadas a operacGes, tais como:
secagem, limpeza e tratamento fitossanitario (Azevedo et al. 2003). No entanto, necessita ser
armazenado de forma adequada, objetivando evitar a escassez na entressafra, a oscilacdo de
precos no mercado (Brackmann et al. 2002) e ndo menos importante, a infestacdo de insetos-
praga, pois nesse periodo 0s graos encontram-se bastantes vulneraveis (Lopes et al. 2000).

A espécie, Callosobruchus maculatus (Fabr.,1775) (Coleoptera: Chrysomelidae:
Bruchinae), comumente conhecida como caruncho-do-feijdo, constitui a praga mais importante do
feijdo-caupi armazenado (Prevett 1961, Booker 1967, Braccin & Picanco 1995, Brito et al. 2006).

Os adultos sdo pequenos besouros, medindo cerca de 3-6 mm de comprimento, de
coloragdo marrom escura. Os élitros sdo relativamente curtos, deixando o ultimo segmento do
abdome exposto (pigidio), com estrias longitudinais e com trés manchas mais escuras de
tamanhos distintos (Gallo et al. 2002, Beck & Blumer 2007, Brier 2008). Os adultos sdo
facilmente diferenciados pela forma e comprimento do abdéme. Nos machos o abdéme é mais
curto e o lado dorsal do segmento terminal é acentuadamente curvado para baixo e para dentro;
em contraste, as fémeas apresentam o abdéme mais desenvolvido e o lado dorsal do segmento
terminal é levemente curvado para baixo (Bandaara & Saxena 1995).

Os ovos sdo depositados, isoladamente, e colados na superficie dos grdos e apds a
eclosdo, as larvas penetram nos mesmos, alimentando-se e mantendo a superficie do ovo intacta e
eliminando sobras do alimento e excrementos para dentro do ovo, o qual exibe uma coloragédo
branca. Os ovos inviaveis sdo translucidos, pois os embrides ndo se desenvolveram. O periodo de
ovo a adulto é completado no interior dos gréos; a larva, no Gltimo instar, delimita na superficie
do grdo uma “janela de emergéncia”, por onde saira o adulto. Em seguida se tranforma em pupa,

que inicialmente é de coloragdo esbranquicada e proxima a emergéncia do adulto torna-se escura.
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Os adultos emergidos sdo adaptados as condigdes de armazenamento e ndo se alimentam e logo
estdo aptos para a reproducdo, reiniciando o ciclo biolégico (Wasserman & Futuyama 1981,
Ofuya & Agele 1990, Messina 1993, Beck & Blumer 2007). O periodo de incubacdo dos ovos é
de trés a cinco dias, a duragdo do estagio larval de 10-14 dias e do estagio de pupa cerca de seis
dias (Edde & Amatobi 2003). Machos e fémeas sob temperatura de 25 a 28° C e umidade relativa
de 70%, vivem em média sete dias e o periodo de ovo-adulto tem a duracdo de 22 a 28 dias
(Messina 1993, Fox 1993, Gallo et al. 2002). Na temperatura de 30° C e 70% de umidade relativa
o ciclo ¢é de 23,7 dias, com longevidade das fémeas de 11,8 dias e producdo de ovos por fémea,
em média, de 91,2 (Howe & Currie 1964).

As pragas de grdos e sementes armazenadas apresentam caracteristicas particulares, como
alta fecundidade e numero elevado de geracGes/ano que permitem, a partir de uma baixa
infestacdo inicial, alcancar altas densidades populacionais, capazes de provocar perdas elevadas
num curto intervalo de tempo (Almeida 1989), como de trés a quatro meses (Dongre et al. 1996,
Hall et al. 1997, Sarikarin et al. 1999). C. maculatus enquadra-se perfeitamente nessas
caracteristicas, constituindo uma praga de grande importancia econémica para o feijdo-caupi.
Apresenta infestacdo cruzada, ou seja, inicia o ataque no campo e intensificando-se nas unidades
armazenadoras de caupi. E classificada como uma praga priméaria interna, sendo capaz de atacar
0s grdos inteiros e sadios, cujas larvas perfuram e penetram nos grdos para completar o seu
desenvolvimento (Gallo et al. 2002, Lorini et al. 2010). Provoca perdas qualitativas, reduzindo o
valor nutritivo dos gréos e o poder germinativo das sementes (Dongre et al. 1996), enquanto que,
as perdas quantitativas sdo responsaveis pela reducdo do peso dos gréos, devido ao processo de
alimentacédo das larvas (Oliveira et al. 1984); um Unico grdo pode apresentar uma ou mais larvas
(Vieira 1988), podendo ocasionar uma perda da ordem de 60% em sementes armazenadas

(Tanzubil 1991) e 90% em seis meses de armazenamento (Seck et al. 1991); o valor comercial
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dos grdos também é reduzido (Sousa et al. 2005) e devido a presenga de ovos e insetos no local
do armazenamento, o grau de higiene é comprometido (Bastos 1973, Oliveira et al. 1984) e ndo
menos importante, pode ocorrer a elevacdo da temperatura e da umidade da massa de graos,
tornando as condicOes favoraveis ao aparecimento e desenvolvimento de fungos (Santos & Vieira
1971, Vieira et al. 1993, Sari et al. 2003).

Devido a importancia econémica do C. maculatus para o feijdo-caupi armazenado, torna-se
necessario o seu controle de forma eficiente nas unidades de armazenamento. Para tanto, é
imprescindivel adotar taticas de manejo, ndo dispensando a prévia limpeza e higienizacdo das
unidades de armazenamento dos grdos (Lorini 1999). Dentre as taticas, podem ser citadas:
atmosfera controlada (Calderon & Leesch 1983, Mbata et al. 2000, Ofuya & Reichmuth 2002);
radiagdo microondas (Webber et al. 1946, Shayesteh & Barthakur 1996, Barbosa & Fontes 2011);
uso de pos inertes, como terra de diatomaceas (Lorini 2003, Beckel et al. 2004, Alves et al. 2008);
utilizacdo de cultivares de feijdo-caupi resistentes (Mbata 1993, Lima et al. 2002, Appleby &
Credland 2004, Marsaro Jr. & Vilarinho 2011); controle bioldgico (Cherry et al. 2005, Murrad et
al. 2006, Soares et al. 2009) e o uso de inseticidas quimicos sintéticos (Casella et al. 1998,
Benhalima et al. 2004, Lima Jr. et al. 2012), aplicados nas seguintes modalidades: pulverizacédo
residual ou de superficie, pulverizacdo protetora e fumigacdo (Lorini 2003, Santos & Mantovani
2004, Santos 2006). Apesar de eficientes, os inseticidas sintéticos sofrem restricbes, devido a
selecdo de populacbes de insetos resistentes, possibilidade de intoxicacdo aos aplicadores e a
presenca de residuos nos graos e sementes (Hernandez & Vendramim 1997, Almeida et al. 1999,
Martinazzo et al. 2000).

Taticas alternativas aos inseticidas quimicos sintéticos para o controle de pragas de grdos
armazenados e outras pragas tém sido pesquisadas, sendo bem aceitas pela sociedade, como por

exemplo, o uso de inseticidas botanicos que, de modo geral, sdo eficientes, menos toxicos (Shaaya
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et al. 1997, Almeida et al. 2004, Tavares & Vendramim 2005, Pereira et al. 2008), além de
oferecerem grande variedade de compostos com grande diversidade nas suas estruturas quimicas e
atividade bioldgica (Reigosa & Pedrol 2002). Provocam diversos efeitos sobre os insetos, como
toxicidade, reducdo no desenvolvimento, inibicdo da alimentagdo, deterréncia na oviposicao e
reducdo na fecundidade e na fertilidade (Breuer & Schmidt 1995, Muthukrishnan & Pushpalatha
2001, Wheeler & Isman 2001, Sadek 2003, Sousa et al. 2005, Manzoomi et al. 2010).

Considerando a grande diversidade de plantas existentes no Brasil, de um total estimado
entre 350 e 550 mil espécies, estudos tem sido desenvolvidos na expectativa de se encontrarem
substancias com propriedades inseticidas, alterando um pouco o enfoque da fitoquimica
tradicional, em que, 6leos essenciais extraidos de plantas séo amplamente usados nas industrias de
perfumes e cosmeéticos (Tripathi et al. 2009a). Dentre as plantas estudadas, destacam-se as das
familias Asteraceae, Annonaceae, Canellacea, Lamiaceae, Malvaceae, Meliaceae, Myrtacea,
Piperaceae, Poaceae, Rutaceae e Zingiberaceae (Jacobson 1989, Rajendran & Sriranjini 2008,
Cunha et al. 2008). Os inseticidas botanicos podem ser obtidos a partir de extratos aquosos e
organicos (Adedire et al. 2011), pos (Castro et al. 2010) e 6leos essenciais (Mahmoudvand et al.
2011), sendo estes ultimos amplamente estudados.

Os Oleos essenciais sdo produtos derivados do metabolismo secundario das plantas,
apresentando-se como uma mistura complexa de elementos volateis compostos de
hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, alcodis simples e terpénicos, cetonas ésteres, éteres, fenois,
entre outros; caracterizam-se principalmente pela volatilidade, sendo também denominados de
6leos volateis; normalmente sdo liquidos de aspecto oleoso a temperatura ambiente e dotados de
um forte aroma agradavel e intenso (Simdes & Spitza 2004). Podem ser produzidos em todos 0s
orgdos da planta, podendo apresentar variagdes na sua composi¢do quimica, de acordo com o

local onde foi produzido. A época de coleta, a temperatura, umidade relativa, tipo de solo e o
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regime de exposicao ao sol sdo fatores que influenciam de forma direta na composicéo dos 6leos
essenciais (Simdes & Spitza 2004, Gobbo-Neto & Lopes 2007, Bakkali et al. 2008). Diferentes
metodos sdo utilizados na sua extracdo, porém os mais usuais sdo hidrodestilacdo e arraste por
vapor d'agua (Simbes & Spitza 2004).

Pesquisas vém sendo realizadas, visando ao uso de Oleos essenciais em programas de
manejo integrado de C. maculatus nas unidades de armazenamento, 0s quais atuam por contato,
ingestdo e fumigacdo (Almeida et al. 2005, Sousa et al. 2005, Brito et al. 2006), provocando
mortalidade, repeléncia, deterréncia na alimentacdo e oviposicao, efeitos no crescimento, reducdo
na oviposicdo e na emergéncia de adultos (Pascual-Villalobos & Ballesta-Acosta 2003, Boeke et
al. 2004, Ketoh et al. 2005, Guerra et al. 2009).

Raja & John William (2008) comprovaram reducfes na oviposicdo e na emergéncia de
adultos de C. maculatus com os Oleos essenciais de Cymbopogon winterianus Jowitt,
Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.), Cymbopogon martinii (Roxb.), Eucalyptus citriodora
Hook. e Vetiveria zizanioides (L.). O oOleo essencial de Ocimum basilicum L. provocou
mortalidade e, também, inibiu a oviposicdo (Pascual-Villalobos & Ballesta-Acosta 2003), e 0 6leo
essencial de Mentha spicata L. foi efetivo na mortalidade, reducdo da postura e emergéncia em
grdos de caupi (Raja et al. 2001). De acordo com Tripathi et al. 2009b, as espécies de Amomum
subulatum Roxb., Curcuma longa Linn. e Zingiber officinale Rose foram tdxicos por contato,
enquanto Syzygium aromaticum (Linn.) e A. subulatum apresentaram efeito repelente. Gusmao et
al. (2013) avaliaram a toxicidade por contato dos 6leos essenciais de Foeniculum vulgare Mill,
Eucalyptus staigeriana F. Muell., C. winterianus e E. citriodora, bem como, o efeito repelente
desses dois ultimos dleos essenciais. O efeito fumigante de 6leos essenciais tem sido, também,
pesquisado, trazendo novas perspectivas no controle de pragas de grdos armazenados.

Mahmoudvand et al. (2011) observaram que os 6leos essenciais de Lippia citrodora Kunth.,
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Rosmarinus officinalis L., Mentha piperita L. e Juniperus Sabina L. causaram mortalidade de
C. maculatus. Aboua et al. (2010), testando os 6leos essenciais de Melaleuca quinquenervia L.,
Citrus aurantifolia (Christm.) e Ageratum conyzoides L. também obtiveram efeito de toxicidade
por fumigacdo, bem como os 6leos de Cinnamomum zeylanicum J. Presl, Melaleuca alternifolia
Cheel, Thymus vulgaris L., S. aromaticum e Eucalyptus globulus, avaliados por Ahmed & EI-
Salam (2010). Os éleos de Carum copticum C.B. Clarke e Vitex pseudo-negundo Hand foram
eficientes em diferentes fases de desenvolvimento do inseto (Sahaf & Moharramipour 2008).
Dessa forma, os 0leos essenciais, por serem de simples obtengdo e manuseio e apresentarem,
geralmente baixa toxicidade para os vertebrados constituirdo, sem duvida, uma tecnologia muito
importante no contexto de uma agricultura sustentavel (Roel 2001), e como inseticida em
programas de Manejo Integrado de C. maculatus. Diante do exposto, 0 presente trabalho tem 0s
seguintes objetivos: (i) obtencdo e identificacdo quimica dos componentes de Gleos essenciais
extraidos de frutas citricas; (ii) determinacdo da toxicidade por contato e fumigacdo dos Oleos
essenciais, e o efeito repelente em adultos de C. maculatus. Os resultados obtidos poderdo servir
de subsidios para 0 manejo de C. maculatus em unidades de armazenamento, proporcionando

beneficios diretos e indiretos para os pequenos e médios produtores de grdos de feijao-caupi.
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RESUMO - O caruncho, Callosobruchus maculatus (Fabr.,1775), é a principal praga do feijao-
caupi Vigna unguiculata (L.) Walp., nas unidades de armazenamento tornando 0s gréos
improprios para a alimentagdo. As caracteristicas adversas do controle quimico movem a
necessidade de novas alternativas de manejo, como o uso de produtos naturais na forma de 6leos
essenciais. O presente trabalho tem como objetivo a obtengdo e identificacdo quimica dos
componentes de 0leos essenciais de cascas de frutos das espécies Citrus aurantifolia Swingle
(Limé&o Tahiti), Citrus reticulata Blanco (Laranja cravo), Citrus sinensis L. Osbeck (Laranja-péra)
e Citrus paradisi Macf. (Pomelo); determinacdo da toxicidade por contato e fumigacdo desses
Oleos, e o efeito repelente em adultos de C. maculatus. A analise em CG-EM identificou 45
compostos dos dleos essenciais, sendo os constituintes majoritarios de C. aurantifolia o a- Pineno
(2,09%), S- Pineno (12,30%), Limoneno (57,77%) e y-Terpineno (17,22%); e para C. sinensis, C.
reticulata e C. paradisi 0 Mirceno e Limoneno nas proporcoes de (2,10% e 93,84%), (1,65% e
94,28%) e (1,83% e 94,26%) respectivamente. As CLsp dos Oleos de Citrus spp. nos testes de
contato variaram de 943,9 a 1037,7 ppm, indicando que C. aurantifolia, obteve a menor ClLs €
C. sinensis a maior. O nimero de ovos e emergéncia de adultos foram inversamente proporcionais
ao aumento das concentraces. No teste de fumigacdo as CLsy para 0s 6leos variaram de 10,2 a
12,98 pL/L ar, indicando que o melhor foi C. aurantifolia. No teste de repeléncia, os Gleos
essenciais em todas as concentracBes foram classificados como neutros. As percentagens de

reducdo da oviposicao variaram de 29,74 a 71,66% e de emergéncia de 15,43 a 85,31%.

PALAVRAS-CHAVE: Caruncho do caupi, inseticidas botanicos, analise em CG-EM, toxicidade e

repeléncia.
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MANEGEMENT OF Callosobruchus maculatus (FABR.) (COLEOPTERA:
CHRYSOMELIDAE: BRUCHINAE) IN Vigna unguiculata (L.) WALP. GRAINS, WITH
ESSENTIAL OILS OF CITRUS PLANTS
ABSTRACT - The weevil, Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775), is the major pest of cowpea
Vigna unguiculata (L.) Walp. in storage units, making the grains unsuitable for feeding. Adverse
characteristics of chemical control move the need for new management alternatives, such as the
use of natural products as essential oils. The present study aims to obtain and identify the
chemical components of fruit peel essential oils of the species Citrus Aurantifolia Swingle (Tahiti
Lime), Citrus reticulata Blanco (Clove Orange/Tangerine), Citrus sinensis L. Osbeck (Pear-
Orange) and Citrus paradisi Macf. (Pomelo); and to determine these oils toxicity in contact and
fumigation as well the repellent effect on C. maculatus adults. The GC-MS analysis has identified
45 compounds of essential oils; the main constituents of C. aurantifolia were the a -Pinene
(2.09%), S -Pinene (12.30%), Limonene (57.77%) and y - Terpinene (17.22%), for C. sinensis, C.
reticulata and C. paradisi the Myrcene and the Limonene in proportions of (2.10% and 93.84%),
(1.65% and 94.28%) and (1.83% and 94.26%) respectively. The LCsqs of citrus oils spp. in the
contact tests varied from 943.9 to 1037.7 ppm, stating that C. aurantifolia showed the lowest LCs
and C. sinensis the highest. Regression analysis indicated that the number of eggs and adult
emergence were inversely proportional to the increasing concentrations. In the fumigation tests
the oils LCsos varied from 10.2 to 12.98 pL/L air, stating that C. aurantifolia had the best
performance. In repellency test, the essential oils in all concentrations were classified as neutral
for C. maculatus. The percentages of oviposition reduction varied from 29.74 to 71.66% and the

emergency reduction from 15.43 to 85.31%.

KEY WORDS: Cowpea weevil, botanical insecticides, GC-MS analisys, toxicity and repellency.
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Introducéo

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., também conhecido como feijdo-macassar e
feijdo-de-corda, considerado uma das mais importantes culturas de producdo de graos, destaca-se
como um dos alimentos bésicos na dieta das populagGes rural e urbana do Nordeste do Brasil.
Constitui uma opc¢édo de renda e subsisténcia para a agricultura familiar (Freire Filho et al. 2005,
Singh 2007), sendo cultivado nas regides Nordeste e Norte e expandindo-se para a regido Centro-
Oeste (Freire Filho et al. 2011).

Apos a colheita, deve ser armazenado em local adequado com a finalidade de preservar
seu valor nutritivo e servir como fonte de alimento para os consumidores das areas rural e urbana.
Entretanto, nesse periodo, os grdos sofrem infestacdo de insetos-praga, destacando-se como a
principal, Callosobruchus maculatus (Fabr.,1775) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae),
conhecida como caruncho-do-caupi (Ogunwolu & Odunlami 1996, Rajapakse & Emden 1997,
Sanon et. al 2002). As larvas neonatas penetram nos graos e em decorréncia da sua alimentacao
ocasionam perdas significativas, como a reducdo do valor nutritivo, perda de peso dos graos e
reducdo do poder germinativo das sementes. Somando-se a essas caracteristicas, promovem o
aumento da temperatura da massa de graos, favorecendo o surgimento de fungos e infestacdo de
acaros, tornando os graos improprios para a alimentacdo (Sari et al. 2003, Badii et al. 2011).

As caracteristicas ndo sustentaveis do uso de produtos quimicos sintéticos, relacionadas ao
surgimento da resisténcia de insetos, a presenca de residuos toxicos de inseticidas sintéticos
deixados nos grdos e no meio ambiente, bem como a necessidade de uma alimentacdo saudavel,
favorecem ao uso de novas alternativas para um controle menos agressivo e benéfico
ecologicamente, como o uso de inseticidas naturais (Benhalima et al. 2004, Azelmat et al. 2005,

Kemabonta & Odebiyi 2005, Koul et al. 2008).
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As plantas sdo ricas em substancias secundarias que podem ser bioativas a um grande
namero de insetos. Podem ser utilizadas no manejo de pragas agricolas e urbanas como inseticidas
botéanicos, na forma de 6leos essenciais, atuando por contato e como fumigante, sendo Uteis no
controle de pragas que infestam grdos armazenados (Regnault-Roger 1997, Corréa & Salgado
2011). Os inseticidas botanicos apresentam toxicidade, causando a morte do inseto, bem como
podem também atuar na sua fisiologia e comportamento (Costa et al. 2004, Menezes 2005),
Estudos com Oleos essenciais vem impulsionando pesquisas no controle de pragas de grédos
armazenados com efeitos muito promissores, como demonstrado por Kim et al. (2003), em
relacio a atividade inseticida por contato de Oleos essenciais das espécies de  Allium
scorodoprasum L., Capsicum annuum L., Cocholeria amoracia (Coch), Brassica juncea (L.)
Czern. e Cinnamomum cassia (Nees & T.Nees) J. Presl, o efeito fumigante de 6leo de Ocimum
gratissimum L. (Ogendo et al. 2008), bem como para os 6leos de Rosmarinus officinalis L.,
Mentha pulegium L., Zataria multiflora Boiss. e Citrus sinensis (L.) Osbeck (Mahmoudvand et al.
2011a). De acordo com Raja et al. (2001), o 6leo essencial de Mentha spicata L. foi efetivo na
mortalidade, reducdo da postura e emergéncia de insetos em grdos de caupi. Pesquisas recentes
demonstraram que alguns componentes quimicos de Gleos essenciais apresentam baixa toxicidade
aos mamiferos, por interferir em regides especificas do sistema nervoso dos insetos, sendo estas
regides distintas nos mamiferos (Kostyukovsky et al. 2002).

O presente trabalho teve os seguintes objetivos: (i) a obtencado e identificacdo quimica dos
componentes de 6leos essenciais extraidos das cascas de frutas citricas; (ii) determinacdo da
toxicidade por contato e fumigacdo dos Oleos essenciais, e (iii) avaliar o efeito repelente em
adultos de C. maculatus. Os resultados obtidos poderdo servir de subsidios para 0 manejo de C.
maculatus em unidades de armazenamento, proporcionando beneficios diretos e indiretos para 0s

pequenos e médios produtores de grdos de feijao-caupi.
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Material e Métodos

Os bioensaios e a criagdo de C. maculatus foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia, Area de Fitossanidade da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), com temperatura e umidade relativa monitoradas, e
fotofase de 12 h. A obtencdo dos 6leos essenciais e as analises cromatograficas foram conduzidas,
respectivamente, no Laboratério de Ecologia Quimica e Laboratério de Cromatografia, Area de
Ciéncias Exatas e da Natureza do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade

Federal de Pernambuco (UFPE).

Criacdo de Callosobruchus maculatus. Os insetos foram criados, por varias geracdes, em gréos
de feijdo-caupi, V. unguiculata cv. Sempre Verde, acondicionados em recipientes de vidro de 400
mL de capacidade, devidamente fechados com tampa plastica perfurada, revestida internamente
com tecido fino transparente tipo voil para permitir a passagem do ar. Foram confinados durante
quatro dias para efetuarem a postura, em seguida retirados, e 0s recipientes mantidos sob
temperatura de 28,5 + 1,6°C, umidade relativa de 52,6 + 7,4% e fotofase de 12h até a emergéncia

dos adultos.

Material Vegetal. Frutos sadios das espécies Citrus aurantifolia Swingle (Lim&o Tahiti), Citrus
reticulata Blanco (Laranja cravo), Citrus sinensis L. Osbeck (Laranja-péra) e Citrus paradisi
Macf. (Pomelo) foram obtidos no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), Estacdo
experimental de Brejdo, localizada na Fazenda Vista Alegre - PE 218, km 08 Brejao — PE, latitude

09°01° 09” S, longitude 36° 34’ 07 WGr e altitude de 780 m.

Extracdo dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais foram obtidos a partir das cascas dos frutos
por meio de hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger modificado e condensador; o material

vegetal foi previamente triturado e mantido no sistema, sendo o processo acompanhado por trés
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horas, coletando-se o 6leo em seguida e tratando-o com sulfato de sodio anidro P.A para retirar a
agua remanescente. Os 6leos foram mantidos sob refrigeracdo a -24°C até a realizacdo dos
bioensaios e/ou analise cromatogréfica. Os rendimentos dos 6leos essenciais foram calculados a
partir das massas das cascas dos frutos das espécies de Citrus spp., em relacdo as massas dos

respectivos 6leos essenciais.

Anédlise Cromatogréafica e Espectrometria de Massas. Os 0leos essenciais foram analisados por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas em um sistema quadrupolo Agilent
5975C Series GC/EM (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar
DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 um espessura da pelicula). A solugido de 1uL de
concentragdo conhecida, contendo o dleo essencial diluido em hexano foi injetada em split 1:20,
assim como a solucdo da mistura de padrbes de hidrocarbonetos: C9-C34, sendo esta solucao
hexanica composta por padroes comerciais da Sigma-Aldrich®. A temperatura do GC foi
ajustada em 60 °C por 3 min, sendo entdo aumentada em 2,5 °C min™ até alcancar 240 °C e
mantida nesta temperatura por 10 min. O fluxo de hélio foi mantido em pressdo constante de 100
kPa. A interface do EM foi definida em 200 °C e os espectros de massa registrados em 70eV (em

modo EI) com uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan™ de m/z 20-350.

Identificacdo Quimica dos Oleos Essenciais. A partir da obtencdo dos tempos de retencdo dos
compostos na amostra do 0leo essencial, no padrédo de hidrocarboneto e na combinacéo do 6leo
essencial com a mistura deste padrdo foi calculado o indice de retencdo para cada componente do
6leo, segundo a equacdo de Van den Dool & Kratz (1963). Os componentes dos 0leos essenciais
foram previamente identificados por similaridade dos valores dos indices de retencdo e
posteriormente confirmados por comparagdo dos respectivos espectros de massa com aqueles

disponiveis na biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition e
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com os descritos por Adams (2009) e por fim, as &reas dos picos nos cromatogramas foram
integradas para a obtencdo do sinal idnico total e seus valores utilizados para determinar as

proporcoes relativas respectivas a cada composto.

Testes de Toxicidade por Contato. Testes preliminares, visando definir as faixas de
concentracdo de cada 6leo, capazes de promover mortalidades em torno de 5 e 95% nos insetos
testados, foram realizados inicialmente, utilizando-se grdos de feijao-caupi, cv. Sempre Verde,

juntamente com o0s OGleos essenciais, individualmente. Para cdo das concentracOes
dn

intermediérias utilizou-se a formula de Finney 1971: 4 = # * ! P

onde: q = razéo da progressdo geométrica (p.g.); n = numero de concentracdes a extrapolar; a, =

limite superior da p.g. (concentracdo que provocou mortalidade de cerca de 95%, determinada

por meio de teste preliminar); a; = limite inferior2 da p.g. (concentragdo que provocou
mortalidade de cerca de 5%, determinada por meio de teste preliminar) (Finney et al. 1971).

Assim, foram determinadas as concentracdes testadas (ai; a1q; ai1qz; a103; @104 € a10s).

Para cada teste foram utilizadas parcelas com 20g de feijao caupi, infestada com 10 fémeas
de C. maculatus de 0-48h de idade, acondicionadas em recipientes de vidro de 250 mL de
capacidade, devidamente fechados com tampa perfurada e revestida com tecido fino, transparente
tipo voil para permitir as trocas gasosas com o exterior e impedir a fuga dos insetos. Os 6leos
foram adicionados aos grdos com pipetador automatico, e submetidos a agitacdo manual durante
dois minutos. Apds 48 horas de confinamento, avaliou-se a mortalidade dos adultos. De acordo
com o resultado obtido nos testes preliminares foram estabelecidos os tratamentos com as
concentragdes para os 6leos de C. aurantifolia (615; 688,5; 810; 1012,5 e 1620 ppm), C.
reticulata (607,5; 931,5; 1053; 1255,5 e 1498,5 ppm), C. sinensis (711; 790; 1027; 1185; 1343 e

1580 ppm) e C. paradisi (600; 800; 1000; 1440 e 1520 ppm), seguindo a mesma metodologia
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utilizada nos testes preliminares com quatro repeticfes; as testemunhas para cada teste, contendo
20g de feijao-caupi, sem os 6leos essenciais foram também confinadas com 10 fémeas da praga.
Decorridas 48h ap6s a montagem dos experimentos, avaliou-se a mortalidade e as fémeas foram
eliminadas; os ovos depositados nos grdos foram contabilizados aos 12 dias e 0s insetos

emergidos aos 32 dias apds o confinamento.

As ConcentracOes Letais (CLsp e CLgg) dos 6leos essenciais foram determinadas, através
do programa POLO-PC (LeOra Software 1987). As Razfes de Toxidade (RT) foram obtidas,
atraveés do quociente entre a CLsp e/ou CLgp do 6leo de maior toxicidade e as CLsgp e/ou CLgg dos
demais oleos, individualmente. Os dados de mortalidade, nimero de ovos e insetos emergidos
foram submetidos a analise de regressdo, mediante o programa SAS version 8.02 (SAS Institute

2001).

Testes de Toxicidade por Fumigacdo. Inicialmente, testes preliminares foram realizados,
visando definir as faixas de concentracdo de cada Oleo, capazes de promover mortalidades em
torno de 5 e 95% nos insetos testados, utilizando camaras de fumigacdo de vidro cilindricas com
volume de 2,5 L de acordo com a metodologia adaptada de Aslan et al. (2004). A determinagéo
das concentracdes intermediarias foram realizadas de acordo com a férmula de Finney (1971),
apresentada anteriormente nos testes de contato. Os 6leos foram aplicados nas cdmaras com
pipetador automatico, em papéis de filtro com 18cm? de éarea, fixados na superficie inferior da
tampa. Para evitar o contato direto dos insetos com os 0leos utilizou-se tecido fino, transparente
tipo voil, entre a cadmara e a tampa onde se encontrava o papel de filtro. As camaras foram
cobertas com filme de PVC e fita adesiva, para ndo haver vazamento dos 6leos. Apo6s 48 horas de
confinamento, avaliou-se a mortalidade dos adultos. Com base nos resultados dos testes

preliminares foram utilizados os tratamentos nas seguintes concentracdes, em pL/L de ar: C.
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aurantifolia (6; 6,8; 8; 9,2; 10,4; 12 e 14), C. reticulata (10; 10,8; 11,6; 12; 13,6; 14,8 e 16), C.
sinensis (12; 12,4; 13,6; 14; 14,8 e 16) e C. paradisi (10; 10,8; 12; 13,6; 14,8 e 16), seguindo a
mesma metodologia utilizada nos testes preliminares com quatro repeticGes; as testemunhas

foram infestadas com 20 fémeas em cada camara, sem o 6leo essencial.

Os resultados foram submetidos a analise de prébit e as CLso € CLgp dos 6leos essenciais
foram determinadas através do programa POLO-PC (LeOra Software 1987). As razdes de

toxicidade foram determinadas, conforme os testes de toxicidade por contato.

Efeito Repelente dos Oleos Essenciais. Com base nos resultados dos testes de toxicidade por
contato foram utilizados os tratamentos, para o teste de repeléncia, nas seguintes concentragdes,
em ppm: C. aurantifolia (688,5; 931,5 e 1620), C. reticulata (607,5; 931,5 e 1255,5), C. sinensis
(711; 1027 e 1343) e C. paradisi (600; 1000 e 1520). Os testes individuais de repeléncia dos
Oleos essenciais foram realizados em arenas compostas por dois recipientes fechados, com 120
mL de capacidade, interligados por tubos plasticos a um recipiente central, também fechado. Num
dos recipientes colocou-se 20g de feijdo-caupi, cv. Sempre Verde impregnado com a respectiva
concentracdo do 6leo e na outra a mesma quantidade de feijao-caupi sem o 6leo (testemunha). Na
placa central foram liberadas 10 fémeas de C. maculatus com 0-24 h de idade. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos (concentracao do 6leo essencial e a
testemunha) em 10 repeti¢cbes. Apos 48h, os insetos atraidos em cada recipiente foram contados e
descartados, e os grdos transferidos para outros recipientes com a finalidade de contabilizar o
namero de ovos e de adultos emergidos, respectivamente, ap6s 12 e 32 dias da infestacdo. O
Indice de repeléncia (IR) foi calculado pela formula: IR = 2G / (G + P), onde G = % de insetos
atraidos no tratamento e P = % de insetos atraidos na testemunha. Os valores de IR variam entre

zero e dois, sendo que IR = 1 indica repeléncia semelhante entre o tratamento e a testemunha
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(tratamento neutro), IR > 1 indica menor repeléncia do tratamento em relacdo a testemunha
(tratamento atraente) e IR < 1 indica a maior repeléncia do tratamento em relacdo a testemunha
(tratamento repelente). O intervalo de seguranca utilizado para considerar se o tratamento € ou
ndo repelente foi obtido, usando-se a média dos IR e o respectivo desvio padrdo (DP), ou seja, se
a média dos IR for menor que 1 - DP, o éleo é repelente; se for maior que 1 + DP o 6leo é
atraente e se estiver entre 1 - DP e 1 + DP o dleo é considerado neutro. Este indice é uma
adaptacdo da formula citada por Lin et al. (1990), para indice de consumo. As percentagens de
insetos atraidos em cada concentracdo do Oleo e na testemunha e as médias do nimero de ovos e
de insetos emergidos foram avaliadas pelo teste “t”, mediante o programa computacional SAS
version 8.02 (SAS Institute 2001). Para o calculo do percentual médio de reducdo de ovos e de
emergéncia de adultos, foi usada a formula adaptada de Obeng-Ofori (1995): PR = [(NC - NT) /
(NC) x 100], sendo PR a porcentagem media de repeléncia; NC o nimero total de ovos ou insetos
atraidos na testemunha; NT o numero total de ovos ou insetos atraidos em cada tratamento com

oOleo.

Resultados e Discussao

Extracdo dos Oleos Essenciais. As espécies de Citrus spp. avaliadas apresentaram rendimento
dos dleos essenciais, variando entre 1,21% para C. paradisi a 3,53% para C. sinensi (Tabela 1). E
importante destacar que o rendimento € dependente de varios caracteres, dentre eles a massa
vegetal inicial e 0 método de obtencdo do dleo, além da parte da planta a ser trabalhada (Lota et
al. 2001). Outros rendimentos de 6leos essenciais de plantas com atividade inseticida para gréos
armazenados sdo citados na literatura, a exemplo de 6leos de plantas das espécies de Eucalyptus

citriodora Hook (1,30 a 1,69%), Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (0,28 a 0,50%) e Ocimum
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basilicum L. (1,43 a 2,28%) (Vitti & Brito 1999, Nascimento et al. 2003, Luz et al. 2009). De
acordo com Vitti & Brito (1999), o rendimento em 6leo essencial € um fator importante a ser
considerado, pois expressa a quantidade de 6leo produzido a partir de uma determinada massa
vegetal, que podera validar ou ndo plantios destinados a produgdo comercial, sendo importante do
ponto de vista econémico. Dentre os 18 principais 6leos essenciais de importancia no mercado
mundial, com aplicacio em é&reas de cosméticos, alimentos e como coadjuvantes em
medicamentos, citam-se os Oleos de C. sinensis, C. aurantifolia e C. paradisi, em ordem de
relevancia, onde as duas primeiras espécies colocam o Brasil em posicéo de destaque na producéo
mundial (Bizzo et al. 2009). O presente trabalho mostra outro aspecto promissor para 0 uso desses
0leos essenciais, utilizando a casca do fruto que é o material de descarte, como importante matéria
para obtencéo de Oleo essencial.

Identificagdo Quimica dos Oleos Essenciais. Por meio da analise em CG-EM foram
identificados 45 compostos dos 6leos essenciais dos Citrus spp., dos quais seis estdo presentes nos
Oleos das quatro espécies: a- Pineno, Sabineno, Mirceno, Limoneno, f-(E)-Ocimeno e Linalol,
24 componentes foram exclusivos do 6leo de C. aurantifolia, nos éleos de C. sinensis e C.
paradisi foram encontrados apenas dois constituintes exclusivos cada e um Unico componente
exclusivo foi detectado em C. reticulata (Tabela 2). Com relacdo a proporcdo dos componentes
encontrados nos 6leos constataram-se 0s constituintes majoritarios: a- Pineno (2,09%), - Pineno
(12,30%), Limoneno (57,77%) e p-Terpineno (17,22%) para C. aurantifolia, e Mirceno e
Limoneno, respectivamente, para as demais, C. sinensis (2,10% e 93,84%), C. reticulata (1,65% e
94,28%) e para C. paradisi (1,83% e 94,26%). No entanto, Limoneno foi o constituinte
majoritario comum para todos os 6leos das espécies estudadas. Esse resultado condiz com o0s
encontrados na literatura (Aboua et al. 2010, Ekeh et al. 2013). Os 0leos essenciais podem

apresentar variagdes na sua composicdo quimica, até mesmo sendo da prépria espécie, de acordo
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com o 6rgdo de producdo na planta (folhas, frutos, flores, raizes e cascas), época de coleta,
temperatura, umidade relativa, tipo de solo, regime de exposi¢do ao sol e 0 método de obtencéo
do 6leo (Gobbo-Neto & Lopes 2007, Bakkali et al. 2008), como observado por Tandorost &
Karimpour (2012) para C. sinensis, que verificaram em sua pesquisa, Limoneno (70%) e B-pineno
(9,3%) como constituintes majoritarios do 6leo essencial. Os compostos Limoneno, Mirceno e a-
Pineno apresentaram propriedade inseticida contra pragas de grdos armazenados (Don-Pedro
1996a, Kim & Lee 2014). N&o existem evidéncias na literatura, da toxicidade e atividade
carcinogénica de compostos terpenos em humanos, como o Limoneno. A EPA (Environmental
Protection Agency) néo lista este composto como toxico ou perigoso e a FDA (Food and Drug
Administration) lista o Limoneno como GRAS (Generally Recognized as Safe), liberando-o para
uso na alimentacdo humana, por apresentar baixa ou nenhuma toxicidade (Bergamaschi 2011).

Teste de Toxicidade por Contato. Os valores das CLsy € CLgo dos 6leos essenciais variaram de
943,9 a 1037,7 ppm e 1275 a 1567 ppm, respectivamente, demonstrando que 0s 0leos essenciais
de C. aurantifolia e C. reticulata apresentaram as menores CLso € as maiores razdes de toxicidade
para esta concentracéo letal, em relacdo aos demais (Tabela 3). O dleo de C. reticulata apresentou
ainda a menor CLg, € a maior razdo de toxicidade para esta concentracdo. Os resultados se
ajustaram ao modelo de analise, uma vez que os valores de y° ndo foram significativos (P>0,05).
O modelo de regressao linear foi o que melhor se ajustou aos resultados de nimero de ovos e
emergéncia de adultos, indicando que foram inversamente proporcionais ao aumento das
concentracdes dos 6leos essenciais (Tabela 4). O 6leo essencial de C. aurantifolia apresentou os
menores valores médios para nimero de ovos e insetos emergidos, variando, respectivamente, de
280,25 + 20,22 a2,0 £ 0,91 e 115,75 + 6,68 a 0 £ 0. lleke et al. (2014) verificaram que o po das
cascas de C. sinensis nas concentragdes de 29/20g e 3g/20g provocaram mortalidade de 80,0 e

88,75%, respectivamente, para C. maculatus. Lopes et al. (2000) utilizaram o p6 da casca de C.
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reticulata para o tratamento de sementes de feijdo-caupi armazenadas, constatando que podem ser
armazenados por até 80 dias, sem afetar suas qualidades fisica e fisiolégica e ainda ajudar na
reducdo da infestacdo de insetos. Os Oleos de C. reticulata e C. paradisi sdo citados na literatura
para o controle de outras pragas de grdos armazenados, provocando mortalidade e inibicdo do
crescimento populacional de Rhyzopertha dominica (Fabr.) (Abbas et al. 2012). Rotimi &
Ekperusi (2012) investigaram a capacidade de protecédo dos grdos de feijdo-caupi tratados com os
6leos essenciais de C. aurantofolia, C. limonium, C. sinensis e C. paradisi. Os resultados
demostraram que os danos nos graos e o indice de perfuracdo foram significativamente baixos,
indicando a capacidade protetora de 90,19 a 92,0% em C. limonium, 92,00 a 93,87% em C.
aurantifolia e 97,80% em C. sinensis e C. paradisi.

Teste de Toxicidade por Fumigacao. Os valores das CLsy estimados para os 6leos de Citrus spp.
nos testes de fumigacdo variaram de 10,2 a 12,98 uL/L ar, apresentando a seguinte ordem
decrescente: C. aurantifolia > C. paradisi > C. reticulata > C. sinensis (Tabela 5). As razdes de
toxicidade foram, respectivamente, 1,29; 1,02 e 1,02, em relacdo ao C. sinensis. Os valores das
CLgp variam de 14,18 a 14,86 uL/ L ar, comprovando que o melhor efeito fumigante foi obtido
pelo 6leo de C. aurantifolia (Tabela 5).

A fumigacdo é uma técnica bastante utilizada no controle das infestacdes de pragas de
grdos armazenados, mediante o emprego de gases toxicos, como a fosfina. Como o0s 0leos
essenciais apresentam a caracteristica de toxicidade e volatilidade, podem ser perfeitamente
usados com esse fim. No presente trabalho, o melhor resultado foi obtido com a espécie C.
aurantifolia. Aboua et al. (2010) verificaram que com o aumento da concentracdo de 6,7 a 33,3
pl/l de C. aurantifolia, a mortalidade de C. maculatus variou 50 a 100% , enquanto que Moravvej
& Abbar (2008) observaram que o 6leo de C. paradisi foi mais efetivo do que os de C. aurantium,

C. limonium e C. sinensis, com respectivas CLso de 125, 145, 235 e 269 uL/L ar, apds 24h de
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exposicdo dos insetos. Os 6leos essenciais de C. sinensis, também se mostraram efetivos no
controle de outras pragas de grdos armazenados, a exemplo de Tribolium confusum Jacquelin Du
Val e R. dominica (Tandorost & Karimpour 2012) e T. castaneum (Herbst.), Sitophilus granarius
L. e Plodia interpunctella (Hubner) (Mahmoudvand et al. 2011b). Estudos sobre 0 modo de
atuacdo dos Gleos essenciais de casca de frutas citricas revelaram que séo inseticidas fumigantes
de acdo rapida, com possiveis propriedades neurotoxicas ou anti-respiratérias (Don-Pedro 1996a,
1996b).

Efeito Repelente dos Oleos Essenciais. Baseando-se nos indices de repeléncia, os 6leos
essenciais de Citrus spp. em todas as concentra¢des foram classificados como neutros (Tabela 6).
As percentagens de insetos atraidos nas testemunhas e nos tratamentos foram varidveis, sendo
significativas na concentracdo 931,5 ppm (t=2,96; P=0,0084) de C. aurantifolia e 931,5 ppm
(t=3,53; P=0,0024) de C. reticulata, e nas concentracdes de 711 ppm (t=3,30; P=0,0040) e 1027
ppm (t=2,37; P=0,0294) de C. sinensis.

Nas maiores concentracGes de todos os Gleos essenciais, as percentagens de reducéo de
oviposicdo e emergéncia de adultos foram maiores que as demais (Tabelas 7 e 8). As
percentagens de reducdo da oviposicao variaram de 29,74 a 71,66% e de emergéncia de 15,43 a
85,31%, sendo significativas para o niumero de ovos nas concentracdes 688,5 ppm (t=2,99;
P=0,0305) e 931,5 ppm (t=2,88; P=0,0450) de C. aurantifolia, 607,5 pm (t=3,84; P=0,0185) e
1255,5 ppm (t=4,76; P=0,0414) de C. reticulata e na concentra¢do 1343 ppm (t=7,39; P=0,0018)
de C. sinensis. Para o numero de adultos emergidos foram significativas na concentracdo 931,5
ppm (t=9,97; P=0,0006) de C. aurantifolia e 1343 ppm (t=6,17; P=0,0036) de C. sinensis.

Segundo Gusmao et al. (2013), os 6leos de E. citriodora e C. winterianus Jowitt foram
classificados como repelentes e 0 de Micromelum minutum (G.Forst.) Wight & Arn. foi mais

repelente do que o de Cinnamomum zeylanicum (J. Presl) em concentracGes variando de 10-80 mg
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do 06leo/100pL de etanol (Paranagama & Gunasekera 2011). O 6leo essencial de C. sinensis nas
concentragcdes de 1,5 e 2 mL/40g de feijdo-caupi reduziu a oviposicdo e emergéncia de C.
maculatus (Ekeh et al. (2013). Além de C. maculatus, efeitos repelentes de dleos essenciais foram
observados para outras pragas de grdos armazenados, a exemplo de Lasioderma serricorne
Fabricius (Hori 2003), Acanthoscelides obtectus (Say) (Papachristos & Stamapoulos 2002) e T.
castaneum (Chaubey 2007).

O efeito repelente de 6leos essenciais é de suma importancia para 0 manejo de pragas de
gréos armazenados, pois contribui para o afastamento dos insetos dos grdos tratados, resultando
na auséncia ou diminui¢do do nimero de ovos e consequente reducdo das perdas causasdas pelos
insetos nas unidades armazenadoras.

Em face das informac6es obtidas, os 0leos essenciais de Citrus spp. testados no presente
trabalho podem ser considerados ecologicamente corretos para o manejo de pragas de graos
armazenados. Os resultados do presente trabalho indicam a importancia desses 6leos essenciais no
controle de C. maculatus por contato e confirmam a sua acdo fumigante, sendo, no entanto,
necessario estudos mais acurados, tais como, preparo de formulacdes, toxicologia, tecnologia de
aplicacdo, efeitos sinérgicos, custos etc, visando a possivel indicacdo dos mesmos de maneira

segura para 0 manejo desta praga.
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Tabela 1. Rendimento dos 6leos essenciais de Citrus spp.

Espécie Massa das cascas (g)  Massa do 6leo essencial (g)  Rendimento (%)
Citrus sinensis 828 29,30471 3,53
Citrus reticulata 996 19,77443 1,98
Citrus aurantifolia 1046 15,40874 1,47
Citrus paradisi 776 9,40459 1,21
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1205
1206

Tabela 2. Identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais das espécies de Citrus.

C. aurantifolia C. sinensis C. reticulata C. paradisi
Composto* IR IR® % IR® % IR® % IR® %
a-Thujene 924 926 0,65 - - - - - -
a- Pinene 932 931 2,09 932 0,64 932 0,57 932 0,53
Camphene 946 946 0,05 - - - - - -
Sabinene 969 972 1,33 972 0,48 972 0,16 972 0,31
f- Pinene 974 974 12,30 974 0,03 - - 974 0,05
Myrcene 988 991 0,98 991 2,10 991 165 991 183
n-Octanal 998 - - 1003 0,35 - - 1003 0,26
m-Mentha-1(7),8-diene 1000 - - 1007 0,05 - - 1007 0,08
0-2-Carene 1001 - - - - 1003 0,10 - -
a- Phellandrene 1002 1003 0,05 - - - - - -
0-3-Carene 1008 - - 1009 0,09 - - - -
a- Terpinene 1014 1015 0,38 - - - - - -
0- Cymene 1022 1023 0,51 - - - - - -
Limonene 1024 1028 57,77 1029 93,84 1029 94,28 1029 94,26
1,8-Cineol 1026 1030 0,26 - - - - - -
S-(Z)-Ocimene 1032 1038 0,03 - - - - - -
S-(E)-Ocimene 1044 1049 0,06 1049 0,03 1049 0,16 1049 0,12
y-Terpinene 1054 1058 17,22 - - - - 1058 0,04
n-Octanol 1063 - - 1071 0,07 - - 1071 0,14
Terpinolene 1086 1088 0,62 - - - - - -
Linalool 1095 1100 0,12 1100 0,39 1100 0,21 1100 0,10
n-Nonanal 1100 - - 1104 0,04 - - - -
Borneol 1165 1165 0,01 - - - - - -
Terpinen-4-ol 1174 1177 0,18 - - - - - -
(E)-Isocitral 1177 1183 0,01 - - - - - -
a- Terpineol 1186 1190 0,29 1190 0,05 - - 1190 0,04
n-Decanal 1201 1206 0,02 1206 0,16 - - 1206 0,10
Octanol acetate 1211 - - - - - - 1213 0,05
Nerol 1227 1229 0,06 - - - - - -
Neral 1235 1242 0,82 1242 0,04 - - - -
Geraniol 1249 1255 0,05 - - - - - -
Geranial 1264 1271 1,26 1271 0,05 - - - -
o-Elemene 1335 1339 0,04 - - - - - -
Neryl acetate 1359 1366 0,46 - - - - - -
Geranyl acetate 1379 1385 0,13 - - - - - -
- Elemene 1389 1393 0,03 - - - - - -
a-(Z)-Bergamotene 1411 1417 0,01 - - - - - -
(E)-Caryophyllene 1417 1422 0,18 - - - - 1422 0,15
a-(E)-Bergamotene 1432 1438 0,36 - - - - - -
a- Humulene 1452 1456 0,01 - - - - - -
D Germacrene 1484 1483 0,02 - - - - - -
a-(Z)-Bisabolene 1506 1504 0,01 - - - - - -
/- Bisabolene 1505 1510 0,51 - - - - - -
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Continuacdo da Tabela 2

0- Cadinene 1522 - - - - - - 1526 0,03
B Germacrene 1559 1560 0,05 - - - - - -
Total 98,93 98,41 97,13 98,09

IConstituintes listados em ordem de eluicdo numa coluna apolar DB-5;

%indice de retencéo de Kratz encontrado na literatura (Adams, 2009);

®indice de retencéo calculado através dos tempos de retencdo em relagdo aos da série de n-alcanos (Co-Cio).

— Néo detectado.

43



1233

1234

1235

1236

1237

1238

1239
1240

1241

1242

1243

1244

1245

1246

1247

1248

1249

1250

1251

1252

1253

1254

1255

Tabela 3. Atividade de contato (ppm) de Oleos essenciais de Citrus spp. em adultos de

Callosobruchus maculatus em gréos de feijdo-caupi. Temp.: 28,5 =+ 1,6 °C; 52,6 £ 7,4% de UR e fotofase

de 12h.
Tratamento n GL Inclinagio CLso RTso CLg RTe ¢
(xEP) (1C95%) (1C95%)

Citrus sinensis 240 4 11,5+1,17 1037,7 - 1340,24 1,16 1,32
(992,05-1083,28) (1268,30-1443,39)

Citrus paradisi 200 3 6,81+0,79 1016 1,02 1567 - 3,16
(945,06-1092) (1416-1817)

Citrus reticulata 200 3 9,83+1,26 9445 1,09 1275 1,22 1,00
(885,74-996,25) (1194,36-1401,91)

Citrus aurantifolia 200 3 7,81+0,98 943,9 1,09 1377 1,13 4,02
(885,44-1020) (1233-1638)

n= ndmero de insetos usados no teste; GL= grau de liberdade; EP = erro padrdo da média; IC = intervalo de confianga; RT =

razio de toxicidade, x*= Qui-quadrado.
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1256 Tabela 4. EquagBes de regressdo para numero de ovos e adultos emergidos de
1257 Callosobruchus maculatus de gréos de feijdo-caupi tratados com 6leos essenciais de Citrus spp. e
1258  seus respectivos parametros de ajuste (F-teste de Fisher, valor de P e coeficiente de

1259  determinagdo). Temp.: 28,5 + 1,6 °C. 52,7 = 7,4% de umidade relativa e 12 h de fotofase.

1260
Tratamento Parametros Equacdes FP R2
Numero de ovos v _p59 003-7,494x 44,5100 0,67
Citrus aurantifolia -
EMErgENcla  y-197,896-3.428x 26,8000 0,55
Numero de ovos v _30g 90-8,535x 78,2700 0,78
Citrus reticulata -
EMEIGENCia  v=210,097-5,762x 65,58 0,75
Numero de ovos v _357 309.8,157x 78,2300 0,75
Citrus sinensis A
EMergencia  y—p15083-5514x  97,55%00 0,79
_ . Numero de ovos  y_309 122-7,145x 31,200 0,59
Citrus paradisi
Emergéncia Y=186,020-4,581x 42,6500 0,66
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
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1274 Tabela 5. Efeito fumigante (uL/ L ar) de 6leos essenciais de Citrus spp; em adultos de
1275  Callosobruchus maculatus em camaras de fumigacdo. Temp.: 28,5 + 1,6 °C; 52,6 = 7,4% de UR e

1276  fotofase de 12h.

1277

Tratamento n  GL Inclinagio CLso RTso CLg RTe ¥
(xEP) (1C95%) (1C95%)

Citrus sinensis 480 4 27,1+2,18 12,98 - 14,48 1,02 5,69
(12,82-13,14) (14,24-14,79)

Citrus reticulata 560 5 18,98+1,28 12,68 1,02 14,82 1,00 4,58
(12,48-12,90) (14,45-15,29)

Citrus paradisi 480 4 18,13+1,27 12,63 1,02 14,86 - 0,33
(12,39-12,87) (14,47-15,35)

Citrus aurantifolia 560 5 8,49+0,86 10,02 1,29 14,18 1,04 9,27
(9,43-10,71) (12,87-16,54)

1278 n=ndmero de insetos usados no teste; GL= grau de liberdade; EP = erro padrdo da média; IC = intervalo de confianca;
1279 RT = razéo de toxicidade; y*= Qui-quadrado.
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1297 Tabela 6. Efeito repelente de dleos essenciais de Citrus spp. sobre adultos de Callosobruchus

1298  maculatus em gréos de caupi. Temp.: 28,5 + 1,6 °C, 52,6 + 7,4% de UR e fotofase de 12 h.

Adultos Atraidos (%)

Conc.  Testemunha Oleo! IR
Tratamento (ppm) (M + DP)? Classificacao
688,5 48 52 1,04 £ 0,52 Neutro
Citrus aurantifolia 931,5 62 38* 0,76 £ 0,36 Neutro
1620 57 43 0,86 + 0,36 Neutro
607,5 43 57 1,14 +0,48 Neutro
Citrus reticulata 931,5 35 65* 1,3+0,38 Neutro
1255,5 42 58 1,16 £ 0,44 Neutro
711 36 64 * 1,28 £0,37 Neutro
Citrus sinensis 1027 39 61* 1,22 +0,41 Neutro
1343 52 48 0,96 +£0,29 Neutro
600 44 56 1,12 £ 0,40 Neutro
Citrus paradisi 1000 39 61 1,22 +0,53 Neutro
1520 56 44 0,88 +0,43 Neutro

1299 “*Significativo pelo teste “t” (P < 0,05);
1300 IR (indice de repeléncia) = 2G/G+P (G=% de insetos atraidos no tratamento; P=% de insetos atraidos na testemunha).
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Tabela 7. Reducéo da oviposic¢do de Callosobruchus maculatus em teste de repeléncia com

6leos essenciais de Citrus spp. Temp.: 28,5 + 1,6 °C, 52,7 £+ 7,4% de UR e fotofase de 12 h.

NUmero de ovos (xEP)

Conc. Testemunha Oleo! Reducéo
Tratamento (ppm) (%)?
688,5 207,33+37,37 93,5+18,40* 39,87
Citrus aurantifolia 931,5 174,33+22,22 95+16,25* 45,50
1620 141,5+40,5 5919 69,27
607,5 178+20,0 99+4,58* 44,38
Citrus reticulata 931,5 223+37 10136 54,70
1255,5 212,5+22,5 87,5£13,5* 58,82
711 139,5+2,5 08+26 29,74
Citrus sinensis 1027 163,5+26,5 72,548,5 55,65
1343 242,33+15,45 68,66+17,70* 71,66
600 129+13 8712 32,55
Citrus paradisi 1000 202+26 99,5+36,5 50,74
1520 172,5+18,5 58126 66,37

Ix Significativo pelo teste t (P < 0,05);

PR = [(NC — NT)/ (NC) x 100], sendo PR= porcentagem de reducdo de postura; NC= nimero de ovos na testemunha

e NT=numero de ovos no tratamento.
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1338 Tabela 8. Reducdo da emergéncia de adultos de Callosobruchus maculatus em teste de

1339  repeléncia com 0leos essenciais de Citrus spp. Temp.: 28,5 £ 1,6 °C, 52,7 + 7,4% de UR e fotofase

1340 de 12 h,
NUmero de adultos emergidos (xEP)

Conc. Testemunha Oleo! Reducéo
Tratamento (ppm) (%)*
688,5 123,67+53,79 75,5+21,89 18,59
Citrus aurantifolia 931,5 117,33+3,71 65,33+3,66* 44,31
1620 88,5+19,5 13+2 85,31
607,5 119+14,18 76,6616,93 35,57
Citrus reticulata 9315 129420 68,5+20,5 46,89
1255,5 172,5+22,5 61,5£25,5 64,34
711 118,5+3,5 85,5£22,5 27,84
Citrus sinensis 1027 132,5+22,5 6518 50,94
1343 173,33+£12,60 58,66+13,66* 66,15
600 81+6 68,5+8,5 15,43
Citrus paradisi 1000 136,5+38,5 68,5+30,5 49,81
1520 73121 33,515,5 54,10

1341 Ix Significativo pelo teste t (P < 0,05);
1342  ?PR=[(NC — NT)/(NC) x 100], sendo PR= porcentagem de reducéo de postura; NC= ndmero de ovos na testemunha

1343 e NT=numero de ovos no tratamento.
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