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RESUMO GERAL

O milho e o trigo estédo entre os cereais mais produzidos e consumidos
a nivel mundial. Apesar da elevada produtividade, as perdas no armazenamento
sdo significativas e ocasionam grandes prejuizos econdmicos. O uso de
agrotoxicos sintéticos constitui o principal método empregado para o controle de
pragas e doencas de armazenamento. Porém, a utilizacdo intensiva e
indiscriminada desses produtos ocasionou no surgimento de populagdes de
insetos e cepas de fungos resistentes a essas moléculas. Nesse contexto, uma
possivel alternativa aos agrotdxicos sintéticos sdo os oleos essenciais (OEs),
que possuem substancias com potencial biocida. Dessa forma, no capitulo 02 da
presente dissertagcdo avaliamos o efeito inseticida dos OEs de Baccharis
uncinella DC, Baccharis dracunculifolia, Melaleuca alternifolia, Mentha arvensis,
Salvia officinalis e Tagetes minuta contra Sitophilus zeamais e Sitophilus oryzae.
No capitulo 03 avaliamos a atividade fungicida dos OEs de B. dracunculifolia, B.
uncinella, Cymbopogon nardus, M. alternifolia, M. arvensis e S. officinalis no
controle de Aspergillus niger, Aspergillus nomius, Aspergillus flavus e Fusarium
graminearum em condigdes in vitro. Foi realizada analise da composi¢ao quimica
dos OEs pelo método de cromatografia gasosa. No capitulo 02 foi feita a selegao
dos OEs com acgao inseticida contra S. oryzae e S. zeamais através do método
de fumigacao. O potencial de toxicidade do OEs de T. minuta e M. arvensis no
controle dos gorgulhos foi avaliado pelos métodos de fumigacéo e contato. O
tempo letal e o tempo médio de sobrevivéncia dos gorgulhos submetidos aos
OEs de T. minuta e M. arvensis foram avaliados pelo método de fumigagcao. No
capitulo 03, os OEs foram avaliados por contato e volatilizagao para selegao do
método mais eficaz e dos OEs com maior potencial fungicida. Os OEs com
melhores resultados fungicidas foram avaliados pelo método de contato, para
estimativa da concentragdo inibitéria minima e da concentragao inibitoria. No
capitulo 02 e 03 os compostos quimicos dos OEs foram identificados e
quantificados. No capitulo 02, apenas os OE de T. minuta e de M. arvensis
apresentaram atividade inseticida. O método de fumigacao foi mais eficaz que o
método por contato para ambos os OEs contra as duas espécies de gorgulhos.
O OE de M. arvensis apresentou maior toxicidade e menor tempo letal que o OE
de T. minuta para S. oryzae e S. zeamais. O tempo médio de sobrevivéncia dos
gorgulhos foi superior quando submetidos ao OE de T. minuta. No capitulo 03, o
meétodo de contato foi mais eficaz que o método por volatilizacdo para todos os
OEs testados, para todos os isolados. Apenas os OEs de M. alternifolia e C.
nardus apresentaram atividade fungicida satisfatoria contra os isolados de A.
niger, A. nomius, A. flavus e F. graminearum. O OE de C. nardus apresentou
efeito fungicida maior que o OE de M. alternifolia para todos os isolados. Os OEs
de T. minuta e M. arvensis possuem efeito inseticida contra pragas de
armazenamento, e os OEs de C. nardus e M. alternifolia possuem efeito
fungicida contra fungos de armazenamento, e podendo ser uma alternativa aos
agrotoxicos sintéticos.

Palavras-chave: Composicdo quimica. Biopesticidas. Inseticidas botéanicos.
Fungicidas botanicos. Controle alternativo.



GENERAL ABSTRACT

Corn and wheat are among the most cereals produced and consumed
worldwide, and Brazil is the one of the largest grains producers in the world.
Despite the high productivity, losses in storage are significant and cause major
economic losses, especially for essentially agricultural countries. The use of
synthetic insecticides and fungicides are the primary method used for pest and
diseases control in storage conditions. However, the intensive and indiscriminate
use of these products has resulted in the emergence of strains resistant to these
molecules. In this context, an alternative is the use of essential oils (EOs) derived
from medicinal, herbs and spices plants. The EOs have substances with biocidal
potential and can be substituted for synthetic pesticides. Thus, in chapter 01 of
this dissertation we evaluate the insecticide effect of EOs of Baccharis uncinella
De Candole, Baccharis dracunculifolia De Candole, Melaleuca alternifolia Cheel,
Mentha arvensis Linnaeus, Salvia officinalis Linnaeus and Tagetes minuta
Linnaeus, in control of Sitophilus zeamais and Sitophilus oryzae. The analysis of
the chemical composition of the OEs was performed using the gas
chromatography method. The selection of EOs with insecticidal action against S.
oryzae and S. zeamais was carried out by fumigation method. The potential
toxicity of EOs T. minuta and M. arvensis was evaluated by fumigation and
contact. The lethal time and the mean survival time of EOs T. minuta and M.
arvensis were evaluated by fumigation method, against S. oryzae and S.
zeamais. In chapter 02, we evaluate the fungicidal activity of the EOs of B.
uncinella, B. dracunculifolia, Cymbopogon nardus Linnaeus, M. alternifolia, M.
arvensis and S. officinalis in the control of Asperqillus niger, Aspergillus nomius,
Aspergillus flavus and Fusarium graminearum in the in vitro conditions. The
Analysis of the chemical composition of the OEs was carried out to identify and
quantify the compounds present in the EOs. The EOs were evaluated by contact
and volatilization for selecting the most effective method and SOs with the
greatest potential fungicide. The EOs with the best fungicidal results were
evaluated by the contact method to estimate the minimum inhibitory
concentration and inhibitory concentration. In chapter 01, the major compounds
of OEs were identified and quantified. Only the EOs of T. minuta and M. arvensis
showed insecticidal activity. The method of fumigation was more effective than
the method of contact for both EOs against two species of weevils. The EO of M.
arvensis showed higher toxicity and less lethal time than the EO of T. minuta
against S. oryzae and S. zeamais. The median survival time of weevils was
higher when subjected to the of EO of T. minuta. In chapter 02, the major
compounds of OEs were identified and quantified. The contact method was more
effective than the method by volatilization for all tested EOs for all isolates. Only
the EOs of M. alternifolia and C. nardus showed satisfactory fungicidal activity
against isolates of A. niger, A. nomius, A. flavus and F. graminearum. The EO of
C. nardus showed fungicidal effect higher than EO of M. alternifolia against all
the isolates. The OEs of T. minuta and M. arvensis have an insecticidal effect
against storage pests, and C. nardus and M. alternifolia OEs have a fungicidal
effect against storage fungi, can be used as alternative substances to synthetic
pesticides.



Key words: Chemical composition. Biopesticides. Botanical insecticides.
Botanical fungicides. Alternative control.
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INTRODUGAO GERAL

Os cereais constituem uma das principais fontes de alimento para o
homem, tendo maior destaque o milho e o trigo (KAGUCHIA et al., 2018;
PIZZOLITTO et al, 2020). Essas culturas foram domesticadas e melhoradas
geneticamente visando aumento na produtividade, e com isso tornaram-se
amplamente exploradas por todo mundo em razdo dos seus aspectos
nutricionais e subprodutos produzidos pela industria de alimentos (TIBOLA et al.,
2011).

Durante todo o seu ciclo as plantas estdo expostas ao ataque de pragas
e doencas, ocasionando perdas na produtividade ainda com a cultura em campo
(MOSSI et al., 2011). Entretanto, essas perdas sdo maiores na fase de pos-
colheita, sobretudo em sistemas de armazenamento, sendo esses valores
estimados entre 10 a 40% da produgdo mundial total anualmente (OGENDO et
al., 2008; BACHROUCH et al., 2010; KHANI E ASGHARI, 2012).

No sistema de armazenagem, as perdas sdo causadas pelo ataque de
insetos e fungos de armazenamento (NESCI et al., 2011), sendo categorizadas
em quantitativas e qualitativas (TAMGNO et al., 2019). Esses bioagentes
provocam a deterioragado dos graos e sementes, diminuindo o seu peso (danos
quantitativos) (PESCHIUTTA et al.,, 2017), além de reduzirem o poder
germinativo e vigor das sementes (ISHAQ et al., 2017), contaminagdo com
fragmentos de insetos (NENAAH, 2014) e micotoxinas (BOZIK et al., 2017) e a
perda do valor nutricional (qualitativos) (MOHAPATRA et al., 2017).

Na tentativa de minimizar essas perdas, o método de controle quimico &
o0 mais empregado através do uso de inseticidas (KIRAN e PRAKASH, 2015) e
fungicidas sintéticos (BLUMA et al.,, 2008). Entretanto, o uso abusivo e
indiscriminado desses produtos (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016) ocasionou
no surgimento de populagdes de insetos (RIBEIRO et al., 2003; PIMENTEL et
al., 2008; PIMENTEL et al., 2009) e cepas de fungos (ANZLOVAR et al., 2017;
SOUZA et al., 2020) resistentes a essas moléculas, na contaminagéo dos graos
com residuos de substancias quimicas representando risco a saude humana e
animal (BLUMA et al., 2008; KIRAN E PRAKASH, 2015), além de impactos ao
meio ambiente (KAGUCHIA et al., 2018).
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Nos ultimos anos, houve uma intensificagdo de pesquisas na busca de
novas moléculas, visando a substituicdo das sintéticas. Nesse contexto, a
proposta do uso de plantas bioativas torna-se um atrativo, pois muitas destas
espécies vegetais possuem propriedades inseticidas e fungicidas (JAYAKUMAR
et al., 2017), podendo serem utilizadas como 6leos essenciais (SOUJANYA et
al., 2016).

Os d6leos essenciais sao substancias biodegradaveis, obtidas de fontes
renovaveis, apresentam menor risco de selegcdao de individuos resistentes
(BACHROUCH et al., 2015; KIRAN E PRAKASH, 2015), e menos impacto ao
meio ambiente (KHANI et al., 2017). Em virtude dessas vantagens perante aos
produtos fitossanitarios sintéticos, os OEs possuem potencial como moléculas
alternativas para serem usadas no manejo de pragas e doengas em sistemas de
armazenamento.

Diante do exposto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o potencial de
uso dos Oleos essenciais no controle pragas e doengas de armazenamento. Os
objetivos especificos foram avaliar a atividade inseticida dos dleos essenciais
contra o gorgulho do milho e o gorgulho do trigo, e avaliar a acao fungicida dos
Oleos essenciais contra fungos de armazenamento. Cada objetivo especifico

deste trabalho trata-se de um capitulo da dissertagao.
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CAPITULO 01 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Producéo de graos armazenados

1.1 Importancia do milho e do trigo

O milho (Zea mays) € uma planta monocotileddénea, pertencente a
familia Poaceae. E nativo das Américas, e que passou por processo de
domesticacéo ao longo dos anos, visando produtividade, resisténcia a doengas
e pragas, e adaptacdes as diversidades climaticas (BOREM, 1999). O trigo
(Triticum aestivum), assim como o milho, € uma monocotiledénea, pertencente
a mesma familia, e sua origem é da regido do Oriente médio (BOREM, 1999).
Durante o seu processo de domesticagao, objetivou-se melhorar trés critérios
principais: produtividade (considerando a resisténcia do cultivar as doengas, sua
adaptacao as condigdes climaticas e a produtividade), composi¢céo do grao (valor
nutricional e auséncia de substincias toxicas) e suas caracteristicas
tecnolégicas (adequacéao para determinado produto final) (TIBOLA et al., 2011).

O milho é considerado alimento altamente energético para animais e
humanos, devido a sua composicdo predominante rica em carboidratos e
lipideos (KAGUCHIA et al, 2018). Enquanto que o trigo € utilizado sobretudo na
forma de farinha, sendo usada pela industria alimenticia para fabricacao de paes,
massas e biscoitos para alimentacdo humana (GOES et al., 2013), e
eventualmente podendo ser utilizado para alimentac&o animal (GARCIA-DIAZ et
al., 2019).

Ambas as culturas estdo entre os cerais mais produzidos (Figura 01), e
consumidos mundialmente (FAO, 2017), sendo considerados alimentos base
para a segurancga alimentar humana (KAGUCHIA et al, 2018), em razao dos seus
atributos nutricionais (PIZZOLITTO et al, 2020).
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Figura 1. Produgdo mundial de milho e trigo, em toneladas.
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Visando o abastecimento mundial, torna-se necessario uma elevada
produtividade desses graos (NENAAH, 2014), o que causa um impacto
econdmico para paises essencialmente agricolas (TANG et al.,, 2018). Os
principais paises produtores de milho sdo Estados Unidos da América, seguido
da China, e o Brasil com producédo de 97 milhdes de toneladas. Na cultura do
trigo, os principais produtores sdo a Unido Europeia, a China e a india, enquanto
que a produgéo brasileira é de aproximadamente 4,3 milhdes de toneladas (FAO,
2017).

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de alimento no
mundo (FAO, 2017), por apresentar condigbes climaticas favoraveis e vasta
disponibilidade de terras agricolas. No setor agropecuario brasileiro, a produgéo
de graos € a que mais se destaca em termos de produtividade, sendo que essa

se elevou nos ultimos anos (Figura 02).
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Figura 2. Producao de milho e trigo, em toneladas, no Brasil.
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Essas culturas sao amplamente exploradas devido a sua importancia
nutricional e econdmica, estando assim sujeitas durante todo o seu ciclo ao
ataque de pragas (BACHROUCH et al., 2010) e doencgas (ISHAQ et al., 2017)
De acordo com Mossi et al. (2011), esses ataques podem ocasionar perdas na
producao em até 34 % no campo. Entretanto, o armazenamento € uma das
etapas mais criticas na cadeia produtiva, pois nessa etapa os graos ficam
armazenados por longos periodos, e consequentemente expostos a infestagao
de insetos e proliferacao de fungos (AWADALLA et al., 2017).

1.2 Perdas na pos-colheita

A ocorréncia de problemas fitossanitarios causam perdas na
produtividade (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016), afetando a economia mundial
(SOUZA et al.,, 2020), sendo os prejuizos econdbmicos maiores durante o
armazenamento (TANG et al.,, 2018). Em nivel mundial, as perdas na pés-
colheita podem variar entre 10 a 40 % do total produzido anualmente (OGENDO
et al., 2008; BACHROUCH et al., 2010; KHANI e ASGHARI, 2012). Segundo
Nenaah e lbrahim (2011), essas perdas anuais em regides temperadas

apresentam valores entre 5 a 10 %, e em regides tropicais e subtropicais de 20
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a 30 %, do total produzido. Em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, as perdas podem variar entre 15 a 50 % da producgao anual de
graos (RIBEIRO et al.,, 2018), e no caso do Brasil, esses valores séo de
aproximadamente 17 % por ano (ARAUJO et al., 2019).

Para a industria alimenticia, tanto os prejuizos quantitativas na pos-
colheita (RAJKUMAR et al., 2019), quanto as qualitativas também s&o de grande
importancia econbmica, pois acarretam na depreciag¢ao do produto, classificando
os graos em finalidades de menor valor agregado ou entdo resultando em
produtos finais de baixa qualidade (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016; FOUAD e
DA CAMARA, 2017). Entre principais causas dessas perdas destacam-se a
degradacao fisica e nutricional, além da sanidade de sementes e grédos (FRANZ
et al.,, 2011).

Segundo Bachrouch et al. (2010), a infestagdo por pragas pode ocorrer
na fase de pré-colheita, devido as condi¢des climaticas favoraveis para o
surgimento e desenvolvimento desses insetos (NENAAH e IBRAHIM, 2011),
sendo que a maior proliferagdo ocorre na etapa de pos-colheita. Durante o
periodo de armazenamento, a temperatura e umidade sao controlados, visando
evitar condigdes ambientais propicias para esses agentes (NESCI et al., 2011),
pois a sua presencga ocasiona a depreciagao do produto final (NENAAH, 2014).

As pragas de armazenamento possuem a capacidade de penetrar nos
graos ainda no campo (ARAUJO et al., 2019) e continuar o ataque nos graos nas
unidades de armazenamento. A existéncia desses insetos ocasiona danos nos
produtos armazenados (TAMGNO et al., 2019), que s&o causados durante a sua
alimentacao (KIRAN e PRAKASH, 2015), além de serem vetores dos esporos
dos fungos (NESCI et al., 2011).

A alta infestagdo desses animais provoca um aumento na atividade
metabdlica, e como consequéncia, ocorre um acréscimo gradativo na
temperatura e umidade dentro dos silos (NENAAH, 2014). Essas condigbes
ambientais favorecem a germinagdo dos conidios, e posteriormente, a
proliferagdo dos fungos, e a contaminagdo com micotoxinas (MAEDEH et al.,
2012). Dessa forma, a associagao entre insetos e fungos configura-se como o
principal fator que contribui para a elevada perda na pds-colheita de gréaos e
sementes (KIRAN e PRAKASH, 2015).
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2. Pragas e patogenos de armazenamento

2.1 Insetos de armazenamento

No periodo de armazenamento, os gréaos e sementes estao sujeitos ao
ataque de animais vertebrados e invertebrados (NENAAH e IBRAHIM, 2011).
Entre os invertebrados, os insetos possuem maior importancia, devido as
condigdes ambientais dos sistemas de armazenamento serem favoraveis ao seu
desenvolvimento (JAYAKUMAR et al., 2017). Mundialmente, os insetos séo
considerados as maiores pragas de produtos armazenados (PANDEY et al.,
2018), devido aos danos quantitativos e qualitativos que ocasionam em cereais
(PUGAZHVENDAN et al., 2012), como o exemplo do milho e do trigo (NENAAH,
2014).

Segundo Kumar et al. (2008) estima-se que o ataque de insetos causam
prejuizos de aproximadamente 20 a 60 % do total dos cereais armazenados. Nos
Estados Unidos da América estima-se que as perdas econémicas ocasionadas
dessas pragas causem prejuizos anuais de 1,25 a 2,5 bilhdes de ddlares
(PANDEY et al., 2018). Enquanto que na india, esses danos podem chegar até
42,66 milhdes de délares anualmente. De acordo com Saeidi e Pezhman (2018),
no Ird esses prejuizos podem chegar em até 80 % do total produzido. No Brasil,
estima-se que essas pragas causam perdas de até 17 % da produgao de graos
(ARAUJO et al., 2019).

As principais pragas de armazenamento sdo os besouros (Coleoptera) e
as mariposas (Lepidoptera) (HU et al., 2019). Existem aproximadamente 600
espécies de coledpteros responsaveis por prejuizos em produtos armazenados
(NENAAH, 2014; HU et al., 2019), e estima-se que essas pragas causem
prejuizos entre 10 a 40 % (RAJKUMAR et al., 2019). Na regido dos tropicos
destaca-se o género Sitophilus como a principal praga de graos armazenados
(TAMGNO et al., 2019), podendo ocasionar em prejuizos que variam entre 30 a
40 % da produgao total (JAYAKUMAR et al., 2017).

Dentro do género Sitophilus, o gorgulho do milho (Sitophilus zeamais) e
o gorgulho do trigo (Sitophilus oryzae) possuem maior importancia econémica

(KUMAR et al., 2011). Essas espécies se destacam por estarem disseminadas
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pelo mundo (EBADOLLAHI e JALALI SENDI, 2015), serem pragas primarias com
multiplos hospedeiros (ARAUJO et al., 2019), apresentar infestagdo cruzada
(SOUJANYA et al., 2016) e alto potencial biotico (ATHANASSIOU et al., 2017).

Essas duas espécies pertencem a familia Curculionidae, e sdo bastante
semelhantes nos caracteres morfolégicos, diferenciando apenas na genitalia
(PEREIRA e ALMEIDA, 2001). Podem ocorrer de forma isolada ou em conjunto
em qualquer massa de graos (ATHANASSIOU et al., 2017). Os insetos adultos
medem de 2 a 3,5 cm de comprimento, possuem cor castanho escura, e
manchas mais claras nos élitros. As larvas apresentam o corpo com coloragao
amarelo clara e a cabega com cor marrom escuro, sendo que as pupas sao
brancas. As condicbes ideias sao temperatura em 28° C e 60 % de umidade
relativa, onde a longevidade da fémea adulta é de 142 dias e do macho 140 dias.
O periodo de incubagao varia entre 3 a 6 dias e o ciclo de vida total é de
aproximadamente 34 dias (Figura 03) (LORINI et al., 2010).

Figura 3. Ciclo de vida do gorgulho do milho (S. zeamais).
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Os prejuizos causados pelo inseto ocorrem tanto na fase adulta quanto
na fase larval (PESCHIUTTA et al., 2017), e ocasionam danos diretos e indiretos.
Os danos diretos sao perda de peso da massa de graos devido a alimentagao
da praga (KUMAR et al., 2011; EBADOLLAHI et al., 2014; JAYAKUMAR et al.,
2017; PESCHIUTTA et al., 2017), e relacionados ao odor, aparéncia, sabor
(KUMAR et al.,, 2008), alteragbes nutricionais (KUMAR et al.,, 2011) e
contaminagado com fragmentos e insetos mortos (NENAAH, 2014). Os danos
indiretos estao associados ao surgimento de pragas secundarias (PESCHIUTTA
et al.,, 2017; ATHANASSIOU et al.,, 2017) e propiciando condi¢cdes para a
proliferagao de fungos (NENAAH, 2014; SOUJANYA et al., 2016).

2.3 Fungos de armazenamento

Os cereais, como o milho e o trigo, possuem grande importancia para a
humanidade, pois séo a principal fonte de alimento (MORCIA et al., 2017), além
da influéncia na economia mundial (TANG et al., 2018). Apesar da relevéancia
desses graos, os fungos fitopatogénicos podem reduzir a produtividade das
principais culturas em até 20% (ROSELLO et al., 2015).

Durante o desenvolvimento dessas culturas, as plantas estao sujeitas ao
ataque de diversas doencgas causadas por fungos (MORCIA et al., 2017). Na
fase que antecede a colheita acontece a disseminacao dos esporos dos fungos,
os quais infectam grdos e sementes sadios (BOZIK et al., 2017). Quando as
condigdes ambientais sdao favoraveis ocorre a germinagdo dos conidios, e
consequentemente o processo de colonizagdo do patogeno (SAHAB et al.,
2014).

Entretanto, o periodo mais critico é a pds-colheita, principalmente quando
0s graos ou as sementes ficam armazenados por longos periodos (SUMALAN
et al., 2013). Os fungos séo os principais agentes patogénicos responsaveis por
perdas no armazenamento, pois seus esporos sdo carregados do campo para
as unidades de armazenamento através dos insetos (NESCI et al., 2011).

Durante o periodo de armazenamento, o ataque de insetos ocasiona em
alteragbes de temperatura e umidade dentro dos silos, criando condigdes
ambientais favoraveis para o processo de germinagao desses microrganismos
(NENAAH, 2014). As pragas primarias contribuem para o desenvolvimento dos
fungos, pois ao danificarem os graos sadios (SOUJANYA et al., 2016), fornecem
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substrato para o seu crescimento e proliferacao desses patoégenos (RASOOLI et
al., 2006).

Os principais géneros responsaveis pela contaminagéo na pdés-colheita
sdo Aspergillus e Fusarium (SAHAB et al., 2014; ANZLOVAR et al., 2017). Esses
patdogenos causam danos quantitativos pela deterioragcdo e consequentemente
perda de peso dos graos (MOHAPATRA et al., 2017). Enquanto que os danos
qualitativos estao relacionados a visibilidade do crescimento micelial causando
depreciacao do produto (SAHAB et al., 2014), reducédo do poder germinativo e
do vigor das sementes (ISHAQ et al., 2017), diminuigdo do valor nutricional do
grao (MOHAPATRA et al., 2017). Entretanto o dano mais grave é a
contaminacgéo pela presenca de micotoxinas (BOZIK et al., 2017)

As micotoxinas sao compostos originados a partir dos metabdlitos
secundarios dos fungos (GARCIA-DIAZ et al., 2019). Essas substancias s&o
extremamente téxicas a humanos e animais, mesmo em concentragdes baixas,
podendo ocasionar problemas de intoxicacédo (MORCIA et al., 2012), sendo os
principais efeitos toxicos, a agao hepatotdxica, cancerigena e mutagénica. As
espécies A. niger  KUMAR et al., 2017), A. nomius (NESCI et al., 2011), A. flavus
(MOGHADAM et al., 2016) e F. graminearum (KALAGATUR et al., 2015)
destacam-se entre os fungos de armazenamento por produzirem estes
compostos (LOPEZ et al., 2004).

A contaminagéao de fungos e micotoxinas nos graos torna o seu consumo
inviavel (VILELA et al., 2009), e de acordo com Moghadam et al. (2016), estima-
se que aproximadamente 25 a 50 % da produgao mundial de produtos agricolas
estdo contaminados com micotoxinas. Segundo Lopez et al. (2004), a
contaminagao por micotoxina ja foi relatada em produtos de diversos paises,
especialmente em graos, causando prejuizos econdmicos a nivel mundial
(KALAGATUR et al., 2015). O impacto ocasionado pela presenca de micotoxina
em alimentos é significativo, pois esses produtos ndo podem ser comercializados
(GARCIA-DIAZ et al., 2019) devido a apresentarem risco a salde humana e
animal (BOZIK et al., 2017).
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3. Métodos de controle

3.1 Inseticidas e fungicidas sintéticos

A importancia no controle de insetos esta relacionada ao impacto dos
danos (NENAAH e IBRAHIM, 2011), além da associagao deles com os fungos
(PESCHIUTTA et al., 2017). Enquanto que o controle de fungos € necessario em
razdo da contaminagdo com micotoxinas, pois mesmo em pequenas
quantidades essas sao substancias extremamente toxicas a saude humana e
animal (MORCIA et al., 2012).

O ataque sinérgico desses bioagentes ocasiona a reducdo da
produtividade mundial (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016) em virtude desses
fatores torna-se prioridade o seu controle em unidades de armazenamento a fim
de evitar possiveis perdas.

De acordo com Kiran e Prakash (2015), o controle das pragas ¢ feito
sobretudo utilizando inseticidas sintéticos. Esses produtos sdo usados de
maneira preventiva ou com maior frequéncia de maneira curativa (CARDOSO,
2009).

No controle preventivo sao aplicados inseticidas liquidos durante a correia
transportadora ou na tubulagao de fluxo (LORINI, 2010), tendo o seu modo de
acéo por contato (OBOH et al., 2017). No controle dos gorgulhos em milho e
trigo, os grupos quimicos mais utilizados sdo organofosforados e piretroides
(KIRAN e PRAKASH, 2015), sendo representados pelos ingredientes ativos
pirimifos-metilico e deltametrina, respectivamente (AGROFIT, 2020). O inseticida
pirimifos-metilico possui classe toxicolégica Ill, sendo a sua classificagdo
ambiental Il (AGROFIT, 2019).

O método curativo por expurgo (fumigagdo) é o mais empregado em
sistemas de armazenamento em todo mundo (PIMIENTA-RAMiREZ et al.,
2016). O expurgo visa eliminar qualquer infestacéo de pragas pelo uso de gases,
sendo utilizadas de pastilhas de fosfeto de aluminio ou de magnésio (AGROFIT,
2020), e é popularmente conhecido como fosfina (FREITAS et al., 2016). O
método de fumigacdo € o mais usado por ser mais econémico em relagéo a
outros inseticidas sintéticos (BACHROUCH et al., 2010), por possuir agao contra
uma grande variedade de pragas (KHANI et al., 2017) e por ter efeito rapido

(OGENDO et al., 2008). A fosfina € uma molécula extremamente volatil e toxica
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aos insetos e possui classificacado toxicoldgica |, com classificagdo ambiental |
(AGROFIT, 2020).

Ja o controle de fungos é realizado com o uso de fungicidas sintéticos
(Bluma et al., 2008), aplicados de maneira preventiva a fim de evitar a
contaminagao com micotoxinas (SUMALAN et al., 2013). A aplicacdo desses
produtos é feita ainda no campo, logo a apds a colheita, com a finalidade de
proteger os grédos ou sementes de uma possivel contaminagéo antes de serem
armazenados (SOUZA et al., 2020).

Entre os principais grupos quimicos utilizados estdo os benzimidazois
(SREENIVASA et al., 2011), os quais podem ser usados separadamente ou em
mistura (MORCIA et al., 2017). Um dos principais ingredientes ativos utilizado no
controle de patégenos de armazenamento é o tiofanato-metilico (GALVAO et al.,
2003), cuja classificagao toxicolégica € Il, e sua classificagao ambiental & Il
(AGROFIT, 2020). Esses grupos quimicos possuem o mesmo modo de agao,
através da inibicdo da biossintese de esterol (SREENIVASA et al., 2011), que é
o principal constituinte da membrana plasmatica dos fungos, e

consequentemente causando o colapso da célula fungica (GARCIA et al., 2008).

3.2 Uso de inseticidas e fungicidas sintéticos e seus impactos

O controle simultdneo de pragas e fungos de armazenamento €
fundamental a fim de evitar perdas quantitativas e qualitativas de produtos
agricolas em unidades de armazenamento. Dessa forma, o uso de inseticidas e
fungicidas sintéticos é a medida de controle amplamente utilizada (PIMIENTA-
RAMIREZ et al., 2016).

A manutencao dos altos niveis de produtividade agricola atual ndo seria
possivel sem o uso dos inseticidas e fungicidas sintéticos, o que demonstra que
estes continuarao a ter um importante papel em programas de manejo integrado
de pragas e doengcas (MARANGONI et al., 2012). Entretanto, devido a sua
eficiéncia e facilidade de uso, esses produtos sdo usados de maneira intensiva,
visando o aumento da produtividade, mas o seu uso intensivo, incorreto e
indiscriminado ocasionou diversos problemas (PIMIENTA-RAMIREZ et al.,
2016).
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O principal impacto causado pelo uso recorrente de produtos sintéticos é
0 aumento na pressao de selecdo, ocasionando a resisténcia em populacdes de
insetos (RIBEIRO et al., 2003; PIMENTEL et al., 2008; PIMENTEL et al., 2009)
e cepas fungicas (ANZLOVAR et al., 2017; SOUZA et al., 2020), pois esses
produtos possuem apenas um modo de acdo (KIRAN e PRAKASH, 2015). O
surgimento de agentes resistentes acarreta a necessidade de doses acima das
recomendadas, visando o seu controle (KIRAN e PRAKASH, 2015; MORCIA et
al., 2017), e consequentemente maiores prejuizos econémicos (NENAAH e
IBRAHIM, 2011).

O acréscimo nas doses de inseticidas e fungicidas sintéticos provoca o
aumento na quantidade de residuos em gréos (BLUMA et al., 2008; KIRAN e
PRAKASH, 2015), podendo ocasionar problemas na saude humana e animal
(PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016; KAGUCHIA et al., 2018; PERCZAK et al.,
2019), O aumento das dosagens recomendadas geram maiores custos de
producao para pequenos agricultores (TAMGNO et al., 2019). Associado a esses
problemas, a aplicacao de fungicidas sintéticos nas unidades de armazenamento
influencia na qualidade dos graos (ANZLOVAR et al., 2017).

Associado aos riscos a saude humana e animal, o uso indiscriminado
dessas substancias quimicas causa diversos impactos ambientais (KAGUCHIA
et al., 2018), como a contaminagao da agua, solo e ar (PERCZAK et al., 2019;
SOUZA et al., 2020), e efeitos negativos em organismos nao-alvo (PESCHIUTTA
et al.,, 2017; PERCZAK et al., 2019). Além desses fatores, segundo Tamgno et
al. (2019), esses produtos sintéticos possuem alto valor de custo, afetando
economicamente o0s pequenos produtores, pois eles nao dispdem de
conhecimento técnico sobre a sua aplicagéo e uso, sendo, portanto, os mais
prejudicados.

Diante desse cenario, ha um interesse mundial na busca por substancias
alternativas aos produtos sintéticos. Portanto, torna-se necessario o
descobrimento de novas moléculas que apresentem menor risco a saude

humana e animal, menor impacto ambiental, e sejam de baixo custo.
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4. Inseticidas e fungicidas botanicos
4.1 Plantas bioativas

Nos ultimos anos, os problemas ocasionados pelo uso das moléculas sintéticas
realgaram a necessidade em buscar produtos alternativos a essas substancias
(JAYAKUMAR et al., 2017). O manejo integrado de pragas (MIP) preconiza a
adocao de diferentes métodos, podendo ser utilizados simultaneamente ou néo,
no controle de pragas e doengas (PERCZAK et al., 2019). Nesse contexto, as
plantas bioativas possuem potencial para serem utilizadas como alternativa as
moléculas sintéticas (BACHROUCH et al., 2010), podendo ser empregadas
dentro do MIP (UPADHYAY et al., 2018).

As plantas bioativas co-evoluiram com os insetos/pragas, em um sistema
chamado de interagdo hospedeiro/praga (JAYAKUMAR et al., 2017), e durante
esse processo desenvolveram mecanismos de defesa (SAEIDI e PEZHMAN,
2018). A sintese de compostos com atividade biolégica € um dos principais
métodos de defesa das plantas contra estresses abidticos e bidticos (BENTO,
2016), além de serem atrativos para polinizadores (SOUZA et al., 2020).

Em comparagdo aos produtos sintéticos, essas substancias quimicas
apresentam as seguintes vantagens, sao biodegradaveis (KUMAR et al., 2011),
possuem baixa toxicidade a mamiferos (JAYAKUMAR et al., 2017), n&do causam
impacto ambiental (SAEIDI e PEZHMAN, 2018), apresentam menores custos de
producdo (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016).

Os metabolitos secundarios com atividade bioldgica podem ser obtidos a
partir de plantas bioativas (ISMAN, 2000) e utilizadas na forma de pés
(PROCOPIO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2008; NENAAH, 2014), extratos
botanicos e dleos essenciais (OEs ) (SOUJANYA et al., 2016). Entretanto, Bluma
et al. (2008) destacam a maior eficiéncia dos OEs em comparagao aos extratos

aquosos e etandlicos.
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4.2 Oleos essenciais

As plantas medicinais, aromaticas e condimentares contém alta produgao
de metabdlitos secundarios, que sdo compostos organicos complexos, e que nao
estao diretamente envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e
reproducao das plantas (ISMAN, 2000; ISMAN, 2019).

Segundo Regnault-Roger e Philogéne (2008), as plantas bioativas
apresentam semioquimicos, que sao definidos como substancias quimicas que
ocasionam em alteracdes fisioldgicas ou comportamentais em outras espécies
(EBADOLLAHI e JALALI SENDI, 2015). Dentro dessa classificagao encontram-
se os feromonios, extratos e éleos essenciais (OEs) (TRIVEDI et al., 2017).

Os OEs sao definidos como um conjunto complexo de compostos
quimicos liquidos volateis, com odor aromatico (PERCZAK et al., 2019), e com
atividade biolégica (KIRAN e PRAKASH, 2015), Os OEs diferem dos o6leos
vegetais devido a volatilidade dos seus componentes (REGNAULT-ROGER e
PHILOGENE, 2008). Essas substancias s&o utilizadas pelas plantas como
mecanismo de defesa contra bioagentes (BENTO, 2016). Esses metabdlitos
secundarios sao de natureza lipofilicas e insoluveis em agua (CAMPOLO et al.,
2018), sendo produzidos em diferentes tipos de estruturas, como as glandulas
externas e internas (OGENDO et al., 2008). Os OEs podem ser extraidos de
diferentes 6rgdos como sementes, caules, folhas, flores (OLIVEIRA et al., 2018)
e raizes (SOUZA et al., 2020).

A obtencgao dos OEs ocorre através do processo de destilagao (MAEDEH
etal., 2011). A hidrodestilagao, destilacdo a vapor, destilagcao a seco e processos
mecanicos sao os principais métodos de destilacdo (BENTO, 2016). No método
por hidrodestilacdo, o material vegetal fica imerso em agua fervente, enquanto
que no meétodo por destilagao a vapor, a agua utilizada sé entra em contato com
o material vegetal em sua forma de vapor, e em ambos os métodos o OE é
separado da agua por decantagcdo. Devido aos equipamentos simples e a
facilidade de uso, ambos os métodos sdo os mais utilizados (CAMPOLO et al.,
2018).

Os OEs sado amplamente utilizados pelo setor industrial (RAJKUMAR et
al.,, 2019), podendo ser utilizados para fabricagdo de medicamentos e
cosmeticos (EBADOLLAHI e JALALI SENDI, 2015), além de serem explorados
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pela industria alimenticia (BENZI et al., 2014). Algumas familias botanicas
possuem compostos quimicos com propriedades biologicas desempenhando
funcdo como inseticidas (REGNAULT-ROGER e PHILOGENE, 2008) ou
fungicidas (SOUZA et al.,, 2020) naturais, destacando-se Asteraceae,
Lamiaceae, Myrtaceae e Poaceae, (RAJENDRAN e SRIRANJINI, 2008;
EBADOLLAHI e JALALI SENDI, 2015; SOUJANYA et al., 2016; CAMPOLO et
al., 2018).

Como inseticidas, os OEs podem agir na inibicao da oviposicao, afetar a
alimentacgao, o desenvolvimento e a emergéncia de adultos (AWADALLA et al.,
2017). Segundo Oboh et al. (2017), os OEs podem atuar como repelentes, anti-
deterrentes e inseticidas. Quanto a sua agao inseticida, os OEs podem ser
aplicados por diferentes rotas de exposicao, e a toxicidade depende da forma
como essa substancia ira entrar em contato com o inseto (PEIXOTO et al., 2015),
entre elas, destacam-se a ingestao, fumiga¢ao (OBOH et al., 2017) ou absorvido
pela pele (contato) (NENAAH, 2014).

Enquanto agentes microbianos, os OEs possuem agao fungicida e/ou
fungistatica (TOMAZONI et al., 2018), através da inibicdo no crescimento
micelial, na germinagdo dos conidios, na producéo de esporos e na inibigdo da
producdo de micotoxinas (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016; SOUZA et al.,
2020). Portanto, essas substancias podem atuar como fungicidas protetores e/ou
curativos para sementes e grdos armazenados (MARIN et al., 2003).

A acao inseticida dos OEs pode estar associada a presenga dos
monoterpenos e sesqueterpenos (OBOH et al., 2017), capazes de penetrar na
cuticula, provocando alteracdes fisiolégicas nos insetos e consequentemente a
sua morte (KHANI et al., 2017). Segundo Medjdoub et al. (2019), esses
compostos também s&o responsaveis pela atividade fungicida dos OEs,
podendo ocasionar em danos fisioldgicos e nas estruturas da parede celular dos
fungos (SOUZA et al., 2020).

Os OEs de diversas plantas demonstram ter atividade toxica ou de
repeléncia para diferentes tipos de pragas (KHANI et al., 2017), além do efeito
fungicida in vitro (P1ZZOLITTO et al., 2020) e in vivo contra patdgenos (SOUZA
et al., 2020).

A toxicidade dos OEs depende do modo de agao e do alvo (EBADOLLAHI
et al., 2014; PERCZAK et al., 2019). Entretanto, de acordo com Kiran e Prakash
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(2015), a atividade biolégica dos OEs também depende da constituicdo quimica
e da proporgao dos compostos presentes em sua composicao.

Para a identificagdo dos compostos e a sua propor¢ado na composicao
quimica dos OEs é necessario o uso de técnicas e equipamentos, como a
cromatografia de camada fina, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de
alta eficiéncia, e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS), sendo a ultima a técnica mais utilizada (BENTO, 2016).

A variabilidade na composigao quimica esta relacionada a genética
(PEIXOTO et al., 2015; AWADALLA et al., 2017), condigdes geograficas, época
de colheita (OGENDO et al., 2008; BACHROUCH et al., 2010), parte da planta
utilizada, estagado climatica (KIRAN e PRAKASH, 2015), tipo de solo, estado
nutricional (MOSSI et al., 2011), quimiotipo (BACHROUCH et al., 2010), tempo
e método de extracao (PEIXOTO et al., 2015), espécie e sistema de cultivo
(PERCZAK et al., 2019). Esse conjunto de fatores ocasionam em altera¢des no
aspecto qualitativo e quantitativo da composi¢cado quimica dos OEs (SAEIDI e
PEZHMAN, 2018).

A atividade biologica dos OEs pode estar relacionada aos compostos
majoritarios (SENDI e EBADOLLAHI, 2014). Porém, a eficacia dos OEs n&o pode
ser atribuida somente aos compostos majoritarios, sendo que estes apresentam
efeito sinérgico ou antagodnico entre si, ou com os demais compostos presentes
nos OEs, afetando a sua atividade biolégica (BACHROUCH et al., 2015), por
isso torna-se necessario a identificacdo dos compostos (KIRAN e PRAKASH,
2015).

Devido a sua composigdo quimica conter diferentes compostos ativos
(BENZI et al., 2014), a probabilidade de ocasionar resisténcia € menor, pois 0s
OEs possuem diversos modos de agdao (BACHROUCH et al., 2015; KIRAN e
PRAKASH, 2015), sendo essa a principal vantagem dos OEs em relagéo aos
produtos sintéticos. Outra vantagem é que os OEs sao rapidamente degradadas,
em raz&o da sua alta volatilizagdo (MAEDEH et al., 2012), e portanto causam
menos impacto ao meio ambiente (KHANI et al., 2017), e podem ser utilizados

na producao organica de sementes (SPADARO et al., 2017).
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CAPITULO 02 - ATIVIDADE INSETICIDA E TOXICIDADE DE OLEOS
ESSENCIAIS CONTRA DOIS INSETOS DE PRODUTOS ARMAZENADOS

RESUMO

O gorgulho do trigo (Sitophilus oryzae Linnaeus) e o gorgulho do milho
(Sitophilus zeamais Motschulsky) (Coleoptera: Curculionidae) s&o as principais
pragas de armazenamento. O uso indiscriminado de inseticidas sintéticos para
seu controle promoveu a ocorréncia de ragas resistentes. Uma estratégia
alternativa é a utilizacao de 6leos essenciais (OEs), obtidos a partir de plantas
medicinais e aromaticas, as quais possuem potencial inseticida. Esse estudo
teve como objetivo avaliar o efeito inseticida dos OEs de Tagetes minuta L.,
Baccharis uncinella DC, Baccharis dracunculifolia DC, Salvia officinalis L.,
Mentha arvensis L. e Melaleuca alternifolia C. contra de S. zeamais e S. oryzae.
Foi realizada analise da composicdao quimica dos OEs pelo método de
cromatografia gasosa. A selegdo dos OEs com acgao inseticida contra S. oryzae
e S. zeamais foi realizada através do método de fumigacédo. O potencial de
toxicidade do OEs de T. minuta e M. arvensis foi avaliado por fumigagéo e
contato. Foram avaliados pelo método de fumigagao, o tempo letal e o tempo
médio de sobrevivéncia de S. oryzae e S. zeamais submetidos aos OEs de T.
minuta e M. arvensis, contra. Foram identificados um total de 10, 19, 21, 18, 20
e 17 compostos na composigao quimica dos OEs de T. minuta, B. dracunculifolia,
B. uncinella, S. officinalis, M. arvensis e M. alternifolia respectivamente. Apenas
os OE de T. minuta e de M. arvensis apresentaram atividade inseticida. O
método de fumigacgéo foi mais eficaz que o método por contato para ambos os
OEs contra as duas espécies de gorgulhos. O OE de M. arvensis foi mais toxico
que o OE de T. minuta para S. oryzae e S. zeamais. O tempo letal para o OE de
T. minuta matar 50% da populacéo de S. oryzae e S. zeamais foi 14,48 e 25,29
h, respectivamente, e para o OE de M. arvensis o valor foi 8,89 h para S. oryzae,
e 8,05 h para S. zeamais. O tempo médio de sobrevivéncia dos gorgulhos foi
superior quando submetidos ao OE de T. minuta. O 6leo essencial de M. arvensis
demonstra ser um inseticida promissor no manejo de S. oryzae e S. zeamais.

Palavras-chave: Coleoptera; Sitophilus zeamais; Sitophilus oryzae; composi¢cao
quimica
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1. Introducéo

O milho e o trigo desempenham papel fundamental na seguranga
alimentar humana (KAGUCHIA et al.,, 2018). De acordo com dados da FAO
(2017), essas duas culturas apresentam-se como 0s cereais mais produzidos
mundialmente, e o Brasil € um dos maiores produtores (FAO, 2017). Apesar da
elevada produtividade, diversos fatores ocasionam perdas na pos-colheita, as
quais representam de 15% a 50% do total produzido em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (RIBEIRO et al., 2018).

Dentre os principais fatores que originam essas perdas na produtividade
estdo a presencga e o ataque de pragas durante o periodo de armazenamento
(RIBEIRO et al., 2018). Entre as pragas-chave esta o género Sitophilus, sendo
que no Brasil, destacam-se Sitophilus zeamais Motschulsky e Sitophilus oryzae
Linneaus (Coleoptera: Curculionidae), que atacam diversos produtos
armazenados (LORINI, 2009). Esses insetos ocasionam danos quantitativos e
qualitativos nos graos e sementes em sistemas de armazenamento (RAJKUMAR
et al., 2019), tanto na fase larval quanto na fase adulta (PESCHIUTTA et al.,
2017). Os danos quantitativos estao relacionados a perda de peso do grao, e os
danos qualitativos estdo associados a perda do valor nutricional, contaminacao
com fragmentos dos insetos (KUMAR et al., 2011), além de afetar a germinagao
das sementes (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016).

O principal método de controle das pragas de grdos armazenados €
expurgo, com a utilizacdo de pastilhas de fosfeto de aluminio ou de magnésio
(AGROFIT, 2019), popularmente conhecido como fosfina (FREITAS et al., 2016).
Essa substancia possui classificagdo toxicologica |, e a sua classificacao
ambiental é |. A fosfina € uma molécula extremamente volatil e toxica aos insetos
(AGROFIT, 2019), pois inibe a atividade enzimatica da acetilcolinesterase
(KIRAN e PRAKASH, 2015). O método por fumigacédo € o mais utilizado
mundialmente para o controle de pragas de armazenamento (PESCHIUTTA et
al., 2017), por ser rapido e eficaz (OGENDO et al., 2008). Devido a essas
caracteristicas, a fosfina € utilizada em larga escala e de forma indiscriminada,
aumentando a pressao de selegao de populagdes de insetos resistentes a esse
produto (RIBEIRO et al., 2003; PIMENTEL et al., 2008, 2009; RIBEIRO e
VENDRAMIM, 2019).
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Além dos inseticidas gasosos, os inseticidas liquidos s&o utilizados para
o controle de infestacbes em sistemas de armazenamento (OBOH et al., 2017),
0s quais agem por contato. Os principais grupos quimicos s&o carbamatos,
epiretroides e organofosforados (KIRAN e PRAKASH, 2015). O pirimifos-metilico
€ um inseticida liquido utilizado no controle de pragas de armazenamento
(HUANG e SUBRAMANYAM, 2005). A sua classe toxicologica ¢é Il e
classificacdo ambiental é Il (AGROFIT, 2019). Esse inseticida pertencente a
classe dos organofosforados (OBENG-OFORI e AMITEYE, 2005), e portanto,
seu modo de agao esta associado a inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
ocasionando alteracdes no sistema nervosos e consequentemente a morte do
inseto (DOS SANTOS et al., 2007). Assim como a fosfina, ha relatos na literatura
demonstrando que o seu uso recorrente ocasionou no surgimento de resisténcia
de pragas de armazenamento ( GUEDES et al., 1996; ODEYEMI et al., 2010;
JULIO et al., 2017).

Por isso, a busca por produtos alternativos a esses inseticidas torna-se
cada vez mais necessaria (POLATOGLU e KARAKOGC, 2015; PESCHIUTTA et
al., 2017). Entre as possiveis alternativas, estdo o uso das plantas bioativas, que
tém sido utilizadas como inseticidas naturais no controle de diversas pragas
(ISMAN, 2000; ISMAN e GRIENEISEN, 2014; ISMAN, 2019). Ha uma
diversidade de espécies vegetais que podem ser utilizadas como extratos
botanicos (RIBEIRO E VENDRAMIM, 2019), na forma de pds (Procépio et al.
(2003 e Ribeiro et al. (2008) e 6leos essenciais (OEs) (Chaaban et al., 2017).

Nos ultimos anos, a eficacia dos OEs tem sido comprovada no controle
de pragas de armazenamento, dentre elas, S. zeamais (PAULIQUEVIS e
FAVERO, 2015; VEDOVATTO et al., 2015; ARAUJO et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2017), S. oryzae (ABDELGALEIL et al., 2015; JAYAKUMAR et al., 2017;
KOUTSAVITI et al., 2018; LOUGRAIMZI et al., 2018), Acanthoscelides obtectus
Say (DE CAMPOS et al., 2014; SCARIOT et al., 2016), Rhyzopertha dominica
Fabricius (PAULIQUEVIS et al., 2013; BRAHMI et al., 2016) e Tribolium
castaneum Herbst (CHAUBEY, 2011; HU et al., 2019).

Os OEs apresentam diversas vantagens em relacdo ao uso dos
inseticidas sintéticos, sdo menos agressivos ao meio ambiente (KHANI, M. et al.
(2017), alguns sé&o seletivos e possuem pouco efeito em organismos n&o-alvo
(KHANI, A. et al., 2017), sdo biodegradaveis, agem em diversos sitios de agao,
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reduzindo o surgimento de resisténcia (KIRAN e PRAKASH, 2015), sdo obtidos
de fonte renovavel e apresentam menor toxicidade a mamiferos (OBOH et al.,
2017). Outro aspecto que destaca a importancia do uso dos OEs é a sua
aplicabilidade no controle de pragas em sistemas organicos (PLATA-RUEDA et
al., 2017), visando a producao de alimentos e sementes organicas (PARK e TAK,
2016; BENELLI et al., 2018)

A acédo inseticida de espécies das familias Asteraceae, Lamiaceae
(ABDELGALEIL et al., 2015; POLATOGLU e KARAKOC, 2015), Annonaceae
(SOONWERA, 2015) e Myrtaceae (RAJENDRAN e SRIRANJINI, 2008; REYES
et al., 2019) é atribuida a variedade de compostos quimicos presentes nos OEs
de diversas espécies (EBADOLLAHI e JALALI SENDI, 2015). Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito inseticida dos OEs de Tagetes minuta
(Asteraceae), Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), Baccharis uncinella
(Asteraceae), Mentha arvensis (Lamiaceae), Salvia officinalis (Laminaceae) e

Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) no controle de S. zeamais e S. oryzae.

2. Material e Métodos

2.1 Criagao de S. zemais e S. oryzae

Para inicio da criagdo-estoque, adultos de S. zeamais e S. oryzae foram
coletados em graos armazenados em silos da regido metropolitana de Curitiba,
PR, e em graos comercializados na Central de Abastecimento de Curitiba -
Ceasa. A identificacao das espécies foi confirmada por meio da analise dos
caracteres da genitélia dos adultos (PEREIRA e ALMEIDA, 2001).

Para o estabelecimento da criacdo em laboratério foi utilizada a
metodologia proposta por Oliveira et al. (2017), com modificagdes. Os insetos
foram mantidos em laboratério em recipientes plasticos com capacidade de 1 kg,
com tampa vedada com tecido voil. Como substrato para alimentacédo foi
adicionado 15 g de farelo de milho e 15 g de gérmen de trigo, sendo que além
desses elementos, foram depositados 500 g de milho para S. zeamais e 500 g
de trigo para S. oryzae. A alimentagéo foi trocada em intervalos de 15 dias a fim

de evitar a contaminagé&o fungica. A criagdo-estoque foi mantida em condi¢des



55

controladas, 25 + 2° C, Umidade Relativa (UR) de 70 £ 10 % e em completa

escuridao.

2.2 Obtencéao dos 6leos essenciais

Para a obtencédo do OE de T. minuta foi realizada em 2019 uma coleta de
material vegetal no municipio de Almirante Tamandareé, no estado do Parana,
Brasil (25° 341°226” S e 49° 322’ 132” W). Enquanto que, para a obteng¢ao dos
OEs de B. dracunculifolia e B. uncinella foi realizada no mesmo ano, uma coleta
do material vegetal no municipio de Piraquara, no estado do Parana, Brasil (25°
516’ 390" S e 49° 022’ 702" W). As espécies da familia Asteraceae foram
coletadas durante o més de maio no momento da sua floracdo para (ESPIRITO-
SANTO et al., 2003; FABIANE et al., 2008; CHAABAN et al., 2017).

A Rede de Bioprospecc¢ao e Inovacao da Floresta Atlantica (REBIFLORA)
autorizou a coleta do material vegetal. O numero de acesso no Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) é A46F9B9 para T. minuta e AC74344 para as espécies de Baccharis.

O OE de T. minuta foi extraido da parte aérea util, definida como caule
verde (de até 2 mm de diametro), folhas e flores (CHAABAN et al., 2017), e os
OEs de B. dracunculifolia e B. uncinella também foram extraidos da parte aérea
atil (FRIZZO et al., 2008). A extracdo do OE de T. minuta foi realizada por
hidrodestilagdo em aparelho graduado Clevenger (WASICKY, 1963) por 4 horas
(CHAABAN et al., 2017), enquanto que os OEs de B. dracunculifolia e B.
uncinella foram extraidos por arraste a vapor em dorna por um periodo de 3
horas (FABIANE et al., 2008).

Os OEs de S. officinalis e M. alternifolia foram adquiridos na empresa
Now® (Bloomingdale, lllinois, Estados Unidos da América), e o OE de M. arvensis
na empresa Farmanilquima® (Curitiba, Parand, Brasil). Todos os OEs foram
armazenados em vidro ambar e acondicionados em freezer -20°C até o momento
da analise e dos bioensaios (CHAABAN et al., 2017).

2.3 Identificagdo da composicédo quimica dos oleos
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As analises da composi¢cao quimica dos OEs testados foram realizadas
por cromatografia gasosa, com uso dos cromatografos GC/FID (Agilent 7890A)
e GC/MS (Shimadzu-2010 Plus), ambos equipados com coluna capilar HP-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Como gas de arraste foi utilizado o hidrogénio para
GC/FID (fluxo de 2,4 mL min") e hélio para GC/MS (fluxo de 1,0 mL min'). A
temperatura inicial do forno foi de 60° C, elevando-se a 240° C na raz&o de 3°
C/minuto. A identificacdo dos compostos quimicos foi realizada através do
calculo da retencao linear pela cadeia de alcanos: C7 — C30 (VAN DEN DOOL e
DEC. KRATZ, 1963). A identificacdo dos constituintes dos OEs foi realizada
através de pesquisa na espectroteca, comparando-se os indices de retencéo
calculados com dados da literatura (ADAMS, 2007).

2.4 Bioensaios

2.4.1 Selegao dos OEs com atividade inseticida contra S. oryzae e S. zeamais

Foi realizado um teste preliminar para selecdo dos OEs mais eficientes no
controle de S. zeamais e S. oryzae, sendo escolhidos aqueles tratamentos cujos
insetos apresentaram mortalidade = 80 %, pois segundo Bacci et al. (2007), Silva
et al. (2011) e Filomeno et al. (2017) essa € a norma utilizada pelo Ministério da
Agricultura do Brasil para registro como inseticida. Os tratamentos foram OEs
T. minuta, B. dracunculifolia, B. uncinella, S. officinalis, M. arvensis e M.
alternifolia avaliados na concentragéo de 100 uL/L de ar (BHAVYA et al., 2018),
via fumigacéao. O solvente utilizado foi acetona (ALPHA024, 99,5 % P.A.), sendo
usado como controle negativo (OLIVEIRA et al., 2018). O inseticida sintético
pirimifos-metilico (Actellic 500 EC), na concentragao de 16 mL/L, foi usado como
controle positivo (AGROFIT, 2019).

Esta etapa experimental foi realizada em delineamento inteiramente
casualizado. Cada tratamento constou de trés repeti¢cdes, e em cada repeticéo
foram utilizados 20 insetos adultos ndo sexados (HU et al., 2019), com idade
entre 3 a 8 dias. Foram realizadas quatro repeticbes no tempo, totalizando 240
insetos de cada espécie por tratamento no final do experimento.

A metodologia utilizada seguiu a proposta por Reyes et al. (2019), com

modificacdes. Foram usados recipientes de plastico com capacidade de 145 mL,
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forrados com discos de papel filtro com 7,5 cm de didmetro. Com o auxilio de
uma pipeta Kasvi basic (volume de 100-1000 pL), foi aplicado no papel filtro 0,2
mL da solugdo (KAMANULA et al., 2017). Os recipientes foram deixados em
ambiente por 7 minutos para permitir a evaporagao da acetona, e, em seguida,
foram confinados os insetos adultos, posteriormente, os recipientes foram
fechados e mantidos em condigdes controladas (25 + 2° C, Umidade Relativa de
70 £ 10 % e em completa escuriddo). A avaliagdo da mortalidade dos insetos foi
feita 48 h apés o confinamento (ARAUJO et al., 2019).

2.4.2 Potencial inseticida do OEs de T. minuta e M. arvensis contra S. oryzae e
S. zeamais

No segundo bioensaio, os tratamentos mais eficazes do bioensaio anterior
foram utilizados em diferentes concentragcdes para a obtencdo de um parametro
de mortalidade entre >1 % e <99 % visando estimar a concentragao letal (CLso e
CLoo) (OLIVEIRA et al., 2018).

Foram realizados dois experimentos, fumigag¢ao e contato, para avaliagao
da toxicidade dos OEs de T. minuta e M. arvensis, para ambos gorgulhos. Os
tratamentos foram diluidos nas concentracdes de 1,0; 2,5; 4,0; 5,5; 7,0; 8,5 e 10
% (BACCARI et al., 2020), o que corresponde aos valores de 10, 25, 40, 55, 70,
85, 100 pL/L de ar no método por fumigagao, para estimativa da concentragéo
letal (CLso e CLoo) nos dois experimentos. O solvente utilizado foi acetona
(ALPHAO024, 99,5 % P.A.), sendo usado como controle negativo (OLIVEIRA et
al., 2018). O inseticida sintético pirimifos-metilico (Actellic 500 EC), na
concentragédo de 16 mL/L™", foi usado como controle positivo (AGROFIT, 2019).

O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2
O0leos x 7 concentragbes x 2 insetos). Cada tratamento constou de trés
repeticoes, e em cada repeticao foram utilizados 20 insetos adultos ndo sexados
(HU et al., 2019), com idade entre 3 a 8 dias. Foram realizadas quatro repeti¢cdes
no tempo, totalizando 240 insetos para ambas as espécies por concentragao
para cada OE.

Para o bioensaio de toxicidade por fumigagcdo, o mesmo procedimento

descrito no teste de sele¢ao dos OEs foi utilizado.
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No bioensaio de toxicidade por contato, com papel filtro, foi adotada a
metodologia proposta por Hu et al. (2019), com modificagbes. Os insetos foram
colocados em recipientes de plastico com capacidade de 145 mL, forrados com
discos de papel filtro (7,5 cm de didametro). Com o auxilio de uma pipeta Kasvi
basic (volume de 100-1000 pL) foram aplicados 0,2 mL (KAMANULA et al., 2017)
da solugcdo contemplando os insetos e o papel filtro. Os tratamentos foram
deixados em ambiente por 7 minutos para evaporacdo do solvente, os
recipientes foram mantidos abertos com tecido voil, e mantidos em condi¢cdes
controladas (25 + 2° C, Umidade Relativa de 70 £+ 10 % e em completa
escuridao). A avaliagao da mortalidade dos insetos foi feita 48h apds a aplicagéo
dos tratamentos (ARAUJO et al., 2019).

2.4.3 Tempo letal (TL) de acéo dos OEs de M. arvensis e T. minuta contra S.
oryzae e S. zeamais

Foi realizado um experimento para determinagéo do tempo letal (TLso) dos
OEs de M. arvensis e T. minuta contra S. oryzae e S. zeamais. Os tratamentos
foram a CLoo (REYES et al., 2019) obtida pelo bioensaio de fumigag¢ao dos OEs
de M. arvensis e T. minuta, além do controle positivo e negativo. O procedimento
para a realizacdo do bioensaio foi o0 mesmo descrito para o experimento de
fumigacao no teste de selegédo dos OEs.

O delineamento foi inteiramente casualizado. Utilizou-se dez repeti¢cdes
por tratamento. O experimento foi repetido por trés vezes ao longo do tempo. A
avaliacdo da mortalidade foi realizada a cada 6 h até o periodo de 24 h, em
seguida, foi avaliado a cada 4 h até completar o periodo de 48 h, totalizando dez
avaliagbes, ap6s a aplicagdo do tratamento. O intervalo de avaliagédo da

mortalidade foi determinado a partir de resultados preliminares.

244. Tempo medio de sobrevivéncia (TMS) de S. oryzae e S. zeamais
submetidos aos OEs de M. arvensis e T. minuta

Para avaliacdo do tempo médio de sobrevivéncia (TMS) de S. oryzae e S.
zeamais, os tratamentos testados foram a ClLgo obtida pelo bioensaio de

fumigacao dos OEs de M. arvensis e de T. minuta, além do controle positivo e
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negativo. O procedimento para a realizagdo e avaliagcdo do bioensaio foi o

mesmo utilizado para o experimento de tempo letal (TL5o).

2.5 Analise estatistica

Todos os valores de mortalidade obtidos nos bioensaios foram corrigidos
por Abbott (1925) e submetidos as respectivas analises.

Os dados de porcentagem da mortalidade obtidos no teste de sele¢ao dos
OEs foram ajustados por modelos lineares generalizados (GLM), utilizando
distribuicdo binomial, e entdo submetidos a analise de varidncia. Para
comparagao das médias foi utilizado o teste de Tukey a 5 % de probabilidade,
utilizando o software R (R CORE TEAM, 2019).

Os dados de concentracao letal e de tempo letal foram submetidos ao
método de analise de Probit, utilizando o pacote “ecotox” do software R. As
curvas de sobrevivéncia foram estimadas pelo teste de Kaplan-Meier (KAPLAN
e MEIER, 1958), e comparadas pelo teste log-rank, usando o pacote Survival do

software R.

3. Resultados

3.1 Composicao quimica dos OEs

Para as espécies da familia Asteraceae foram identificados 10, 19 e 21
compostos presentes nos OEs de T. minuta, B. dracunculifolia e B. uncinella,
respectivamente (Tabela 1).

O OE de T. minuta apresentou os seguintes compostos majoritarios,
dihidro-tagetone (28,66%), (Z)-tagetone (22.45%), (Z)-B-ocimeno (22.17%) e (E)-
ocimenona (12.64%). Para o OE de B. dracunculifolia, os compostos majoritarios
identificados foram [-pineno (21.58%), (E)-nerolidol (17.01%), limoneno
(13.45%) e espatulenol (6.03%). E para o OE de B. uncinella foram identificados
0s seguintes compostos majoritarios, a-pineno (17.27%), (Z)-B-ocimeno
(16.98%), B-pineno (11.96%) e espatulenol (9.31%).
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Tabela 1. Composi¢ao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Asteraceae

por GC/FID e GC/MS.

(continua)
Compostos quimicos IRlita  IRcalP T. minuta B. dracunculifolia B. uncinella

a-tujeno 924 924 -c - 3,8
a-pineno 932 931 - 4,49 17,27
Sabineno 969 970 - - 1,67
B-pineno 974 975 035 21,58 11,96
Mirceno 988 989 - 1,77 1,77
Limoneno 1024 1026 - 13,45 0,29
(Z)-B-ocimeno 1032 1035 22,17 - 16,98
(E)-B-ocimeno 1044 1044 - 1,27 -
dihidro-tagetone 1046 1050 28,66 - -
y-terpineno 1054 1055 - - 1,01
(E)-tagetone 1139 1142 2,56 - -
(2)-tagetone 1148 1151 22,45 - -
terpinen-4-ol 1174 1173 - - 1,99
a-terpineol 1186 1187 - - 0,42
(Z)-ocimenona 1226 1229 1,2 - -
(E)-ocimenona 1235 1238 12,64 - -
(E)-cariofileno 1417 1412 1,45 1,34 1,96
a-humuleno 1452 1446 - - 0,35
trans-cadina-1(6),4-dieno 1475 1474 0,35 2,18 -
germacreno D 1480 1473 - - 0,76
y-amorfeno 1495 1484 - 0,1 -
Biciclogermacreno 1500 1489 0,89 3,61 1,77
a-muuroleno 1500 1494 - - 0,34
0-amorfeno 1511 1518 - 1,67 -
Epoxido de isso-italiceno 1514 1502 - - 3,46
0-cadineno 1522 1518 - - 1,52
(E)-nerolidol 1561 1563 - 17,01 -
Espatulenol 1577 1570 - 6,03 9,31
oxido de cariofileno 1582 1575 - 2,59 3,22
Globulol 1590 1583 - 3,03 1,25
Ledol 1602 1594 - 1,69 -
epi-a-cadinol 1638 1634 - 1,89 -
epi-a-muurolol 1640 1639 - 0,5 -
a-muurolol 1644 1643 - 0,37 -
a-cadinol 1652 1647 - 2,03 0,71
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Tabela 2. Composi¢ao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Asteraceae
por GC/FID e GC/MS.
(concluséo)

Hidrocarbonetos de

51,18 42,56 54,75
monoterpenos
Monoterpenos oxigenados 38,85 0 2,41
Hidrocarbonetos de

1,87 8,9 10,16
sesquiterpeno
Sesquiterpenos oxigenados 0 35,14 14,49
Compostos identificados (%) 91,9 86,6 81,81

a |Rlit: indice de retencéo da literatura.

b|Rcal: indice de retengéo calculado. — elemento trago <0,1 %

¢ O simbolo (-) significa que esse componente nao foi detectado.
Fonte: Autor, 2020.

Para as espécies da familia Lamiaceae foram identificados 18 e 20
compostos, da composicao quimica total, dos OEs de S. officinalis e M. arvensis,
respectivamente (Tabela 2). Enquanto que para o OE de M. alternifolia
(Myrtaceae) foram identificados 17 compostos (Tabela 2).

Em nossos resultados o OE de S. officinalis apresentou os seguintes
compostos majoritarios, cis-tujone (28.39%), canfora (19.5%), 1,8-cineol (9.6%)
e trans-tujone (5.69%). Para o OE de M. arvensis utilizado no presente estudo,
os compostos majoritarios identificados foram mentol (36.54%), seguido de
mentona (19.38%) e neo-mentol (12.71%). Os compostos majoritarios do OE de
M. alternifolia foram terpinen-4-ol (41.34%), y-terpineno (19.19%) e a-terpineno
(9.12%).
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Tabela 3. Composi¢ao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Lamiaceae e
Myrtaceae por GC/FID e GC/MS.

(continua)
S. officinalis M. arvensis M. alternifolia
Compostos quimicos aRllit PRIcal (Lamiaceae) (Lamiaceae) (Myrtaceae)
o-tujeno 924 924 - 0,33 0,95
a-pineno 932 931 3,77 3,31 2,51
Canfeno 946 945 3,81 - -
Sabineno 969 970 - 0,66 0,51
B-pineno 974 975 1,74 3,58 0,76
Mirceno 988 989 0,95 0,3 0,9
a-felandreno 1002 1004 - - 0,55
a-terpineno 1014 1015 0,38 - 9,12
Ocimeno 1022 1022 0,89 0,15 3,45
Limoneno 1024 1026 1,92 4,49 -
B-felandreno 1025 1025 - - 1,85
1,8-cineol 1026 1028 9,6 0,17 2,14
y-terpineno 1054 1055 0,57 19,19
Terpinoleno 1086 1086 - 3,43
Linalol 1095 1099 0,62 -
cis-tujone 1101 1104 28,39 -
trans-tujone 1112 1114 5,69 -
Canfora 1141 1140 19,5 -
Mentona 1148 1151 - 19,38 -
iso-mentona 1158 1158 - 0,59 -
neo-mentol 1161 1161 - 12,71 -
Borneol 1165 1161 2,45 - -
Mentol 1167 1172 - 36,54 -
terpinen-4-ol 1174 1173 - - 41,34
iso-mentol 1179 1180 - 1,15 -
neoiso-mentol 1184 1186 - 0,51 -
a-terpineol 1186 1187 - 0,99 3,13
Pulegona 1233 1235 - 1,7 -
Piperitona 1249 1249 - 1,01 -
acetato de isobornila 1283 1282 1,63 - -
acetato de mentila 1294 1292 - 3,94 -
B-bourboneno 1387 1378 - 0,27 -
(E)-cariofileno 1417 1412 4,39 1,45 -
a-humuleno 1452 1446 4,96 - -
y-amorfeno 1495 1484 - - 0,17
biciclogermacreno 1500 1489 - - 1,84
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Tabela 4. Composi¢ao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Lamiaceae e
Myrtaceae por GC/FID e GC/MS.
(conclusao)

S. officinalis M. arvensis M. alternifolia
Compostos quimicos aRllit  PRIcal (Lamiaceae) (Lamiaceae) (Myrtaceae)
a-muuroleno 1500 1494 - - -
d-amorfeno 1511 1518 - - 1,25
globulol 1590 1583 2,03 - -
Hidrocarbonetos de
24,25 12,99 45,36
monoterpenos
Monoterpenos oxigenados 57,66 78,52 44 47
Hidrocarbonetos de
. 9,35 1,72 3,26
sesquiterpeno
Sesquiterpenos oxigenados 2,03 0 0
Compostos identificados (%) 93,29 93,23 93,09

2 |Rlit: Indice de retencéo da literatura.
®|Rcal: indice de retenc&o calculado. — elemento trago <0,1 %
¢O simbolo (-) significa que esse componente nao foi detectado.
Fonte: Autor, 2020.

Os compostos identificados foram em sua maioria hidrocarbonetos de
monoterpenos e monoterpenos oxigenados, com excecao do OE de B.
dracunculifolia (Tabela 1), que possui grande quantidade de sesquiterpenos

oxigenados em sua composicao.

3.2 Selegao dos OEs com atividade inseticida contra S. oryzae e S. zeamais

A mortalidade de S. zeamais e S. oryzae variou entre os tratamentos e os
controles utilizados. Apenas os OEs de T. minuta e M. arvensis apresentaram
mortalidade elevada (= 80 %) para ambos os insetos, via fumigagédo. O inseticida
pirimifos-metilico apresentou 100 % de mortalidade para ambas espécies (Figura
04).
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Figura 1. Mortalidade (média + desvio padrao) de S. oryzae e S. zeamais apos 48 h de

exposicao via fumigagéo 100 pL/L de ar dos OEs de T. minuta, B. uncinella, B. dracunculifolia,
S. officinalis, M. arvensis e M. alternifolia. Acetona e Pirimifos-metilico foram usados como
controle negativo e positivo, respectivamente. Colunas com a mesma letra estdo no mesmo
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Fonte: Autor, 2020.
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3.3 Potencial inseticida dos OEs de M. arvensis e T. minuta contra S. oryzae e
S. zemais

Nos experimentos para avaliagdo da toxicidade, ambos os OEs foram
mais letais no controle dos gorgulhos quando aplicados pelo método de
fumigacado. O OE de M. arvensis apresentou valores da CLso € CLgo inferiores

aos valores do OE de T. minuta (Tabela 3).

Tabela 5. Toxicidade dos OE de M. arvensis e T. minuta, pelo método de fumigagao e contato
com papel filtro, contra adultos de S. oryzae e S. zeamais ap6s 48 h de exposicéo.

CLeo (IC 95%)°

Espécie Tratamento Aplicacao N Slope CLso (IC 95%)?
Contato 1680 3.74 71,58 (38,75-89,51) 157,37 (128,13-264,68)
M.. arvensis
Fumigagao 1678 4.83 56,41 (49,93-61,79) 103,86 (96-114,20)
S. oryzae
Contato 1677 2.23 71,72 (11,72-103,58) 269,24 (181,65-2102,62)
T. minuta

Fumigagao 1679 2.62 68,55 (56,55-78,20) 211,08 (177,51-276,27)

Contato 1679 2.97 67,31 (53,37-78,48) 181,37 (153,10-237,10)
M. arvensis
Fumigagao 1680 5.24 47,03 (44,41-49,37) 82,48 (78,62-87,17)
S. zeamais
Contato 1680 0.98 76,13 (65,93-89,10) NDP
T.minuta
Fumigagao 1679 3.32 62,48 (57,93-66,75) 152,13 (140-168,68)

a CL: Concentracao letal (UL da substancia/L de ar); IC: Intervalo de confianga (95 %).
b ND: Nao determinado.
Fonte: Autor, 2020.

3.4 Tempo letal de agdo dos OEs de M. arvensis e T. minuta contra S. oryzae e
S. zeamais

Pelo método de fumigacéao, o tempo necessario para o OE de M. arvensis
(CLgo) causar mortalidade de 50% (TLso) em S. oryzae foi de 9 h, enquanto que
para S. zeamais foi 8 h. O valor da TLso para pirimifos-metilico foi de 5.6 h para

ambas as espécies. (Tabela 4).
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Tabela 6. Tempo letal dos OEs de M. arvensis e T. minuta, e de Pirimifos-metilico para causar
mortalidade de 50% em S. oryzae e S. zeamais.

TLso (IC 95%)?

Espécie Tratamento N
M. arvensis 600 8,89 (8,38-9,40)
S. oryzae T. minuta 600 14,48 (13,69-15,27)
Pirimifos-metilico 598 5,38 (4,97-5,79)
M. arvensis 600 8,05 (7,44-8,66)
S. zeamais T. minuta 600 25,29 (23,23-27,36)
Pirimifos-metilico 600 5,54 (5,16-5,92)

2 TL: Tempo letal (horas); 95% IC: Intervalo de confianga (95%).
Fonte: Autor, 2020.

3.5 Tempo médio de sobrevivéncia (TMS) de S. oryzae e S. zeamais submetidos
aos OEs de M. arvensis e T. minuta

No controle negativo houve 100 % de sobrevivéncia dos insetos. O TMS
foi de 13,51 h para S. oryzae e 13,70 h para S. zeamais quando submetidos ao
OE de M. arvensis. Enquanto que, para S. oryzae foi 18,12 h e 26,22 h para S.
zeamais, quando expostos ao OE de T. minuta. O valor do TMS para S. oryzae
foide 9,23 h e de 9,08 h para S. zeamais quando submetidos ao pirimifos-metilico
(Tabela 5). As espécies de gorgulhos apresentaram sensibilidade similar entre
si, quando submetidas ao OE de M. arvensis e ao inseticida sintético,

diferenciando-se apenas para o OE de T. minuta (Figura 2).
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Tabela 7. Estimativa do tempo médio de sobrevivéncia de S. oryzae e S. zeamais submetidos
aos OEs de M. arvensis e T. minuta, e ao inseticida sintético Pirimifos-metilico.

Espécie Tratamento N % de mortalidade ~ TMS’ Kaplan-Meier

M. arvensis 600 94.83 13.51 b

S. oryzae
T. minuta 600 93.5 18.12 ¢
Pirimifos-metilico 598 100 9.23 a
M. arvensis 600 93.33 13.70 b

S.zeamais
T. minuta 600 93.50 26.22 ¢
Pirimifos-metilico 600 100 9.08 a

* TMS: Tempo médio de sobrevivéncia (horas); 95% IC: Intervalo de confianga (95%).
Fonte: Autor, 2020.

Figura 2. Curva de sobrevivéncia (horas) pelo Teste de Kaplan-Meier, de S. oryzae e S.
zeamais expostos a CLeo dos OEs de M. arvensis e T. minuta. Pirimifos-metilico foi utilizado

como controle positivo.
1.00

..............

o
~y
e

b
wn
=]

Proporgéo de sobreviventes

..........

<
[
A

0.00

Tempo (horas)

— M. arvensis (S. oryzae) ==° Pinmifos-metilico (S. oryzae) - T.minuta (5. oryzae)

= M. arvensis (5. zeamais) = = Pirimifos-metilico (5. zeamais) =+ T. minuta (5. zeamais)

Fonte: Autor, 2020.



68
4. Discussao

O potencial dos OEs como inseticidas alternativos as moléculas sintéticas
foi comprovado em diversas pesquisas (KIM et al, 2003; RAJENDRAN e
SRIRANJINI, 2008; ERLAND et al., 2015; JAYAKUMAR et al., 2017; ARAUJO et
al., 2019).

Os OEs sao obtidos a partir dos metabdlitos secundarios das plantas
(PRAKASH et al., 2012), apresentando uma grande variabilidade na quantidade
e qualidade dos seus compostos (KHANI, M. et al., 2017). A composig¢ao quimica
dos OEs pode variar em decorréncia de fatores genéticos (VERMA et al., 2010),
época de colheita (CHAUBEY, 2016), estagio de desenvolvimento da planta
(FRIZZO et al., 2008), além da interacdo das plantas com fatores bidticos e
abidticos ({Formatting Citation}, os quais contribuem para a sintese e produgéo
desses compostos metabdlitos nas plantas. A analise da composi¢cdo quimica
dos OEs de espécies da familia Asteraceae, Lamiaceae e Myrtaceae, identificou
0s compostos quimicos no aspecto qualitativo e quantitativo.

Pesquisas com amostras de OE de T. minuta originarios de diferentes
localidades do Brasil e de outros paises identificaram compostos majoritarios
similares ao do presente estudo. Na regido do centro-oeste brasileiro, Garcia et
al. (2012) identificaram que dihidro-tagetone foi o composto majoritario na sua
amostra com 54.21%, e comprovaram a eficacia desse OE no controle de
carrapatos, enquanto que na regiao sul (SC, Brasil), Chaaban et al. (2019)
identificaram que o mesmo composto apresentou 67.64 % em amostras,
confirmando o efeito inseticida contra Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae).
Giarratana et al. (2017) em amostras coletadas nos Estados Unidos da América,
identificaram os compostos (Z)-tagetone e (Z)-B-ocimeno em maior proporgéo, e
confirmaram o efeito nematicida em larvas do género Anisakis (Nematoda:
Anisakidae).

A composigdo quimica de B. dracunculifolia também foi relada por
Chaaban et al. (2018), sendo os compostos majoritarios B-pineno (9.94%), D-
limoneno (9.59%), B-nerolidol (7.93%), cariofileno (7.69%), espatulenol (6.69%),
a-muurolene (6.74%) e a-pineno (5.31%) confirmando a agao inseticida desse
OE contra C. macellaria (Diptera: Calliphoridae). Oviedo et al. (2018)

comprovaram a agao inseticida do OE de B. dracunculifolia contra Anastrepha
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fraterculus e Ceratitis capitata, (Diptera: Tephritidae) apresentando os seguintes
compostos majoritarios, B-pineno (22.69%), limoneno (19.07%), nerolidol
(8.08%), y-elemeno (7.80%), B-cariofileno (6.17%) e espatulenol (5.9%), sendo
similares aos nossos resultados. Alves et al. (2018) também confirmaram a
eficacia do OE de B. dracunculifolia contra Culex quinquefasciatus (Diptera:
Culicidae) cujo compostos majoritarios foram (E)-nerolidol (30.62%),
germacreno D (9.41%), espatulenol (6.83%), B-cariofileno (5.77%) e limoneno
(4.51%).

Em amostras coletadas em duas regides do Brasil, Frizzo et al. (2008)
identificaram compostos majoritarios similares ao do nosso estudo, a-pineno
(16.1 e 15.3%), B-pineno (15.5 e 17.4%), limoneno (13.1 € 9.9%) e espatulenol
(9.8 e 14.5%). Resultados obtidos por Fabiane et al. (2008) identificaram os
seguintes compostos majoritarios, p-pineno (18.76%), limoneno (6.70%), (E)-
nerolidol (12.96%), 6xido de carofileno (8.22%) e espatulenol (10.54%). Até o
presente momento, ndo foram encontrados dados na literatura que demonstrem
a acao inseticida do OE de B. uncinella.

Os compostos maijoritarios identificados por Demirel et al. (2009), em
amostra de S. officinalis, foram 1,8-cineol (22.83%), B-tujone (25.05%) e L-
canfora (18.38%) os compostos majoritarios responsaveis pela agao inseticida
contra Tribolium confusum (Coleoptera Tenebrionidae). A atividade inseticida
contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) foi comprovada por Rios et al. (2017),
cujo compostos maijoritarios foram 1,8-Cineol (26.6%), a-tujone (18.1%), trans-
B-cariofileno (7.3%) e a-humulene (5.4%). Resultados similares aos do presente
estudo foram identificados por Laborda et al. (2013), sendo os seguintes
compostos majoritarios, a-tjuone (42.3%), 1,8-cineol (10.3%), canfora (11%), a-
pineno (6.7%), canfeno (6.5%) e B-tujone (6.6), apresentando ag¢ao acaricida
contra Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae).

Composigao quimica similar do OE de M. arvensis foi relatada no trabalho
de Pavela (2011), cujo compostos majoritarios encontrados foram mentol
(42.5%); mentona (21.6%); isomentona (13.5%); limoneno (4.8%); acetato de
mentil (4.8%) e pulegona (3.4), sendo a amostra do OE eficaz no controle de
Meligethes aeneus (Coleoptera: Nitidulidae) Murcia-Meseguer et al. (2018)
também encontraram teor de mentol em elevada concentragao (40.11%), sendo
os demais compostos majoritarios, p-mentona (18.78%), p-mentha-1.5-ien-8-ol
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(9.72%) e B-linalol (5.94%), comprovando a acgéo inseticida contra Spodoptera
exigua (Lepidoptera: Noctuidae).

Os compostos majoritarios em maior propor¢do encontrados por
Callander and James (2012) foram terpinen-4-ol (43%), y-terpineno (20.9%) e o-
terpineno (10%), comprovando a agéo inseticida contra Lucilia cuprina (Diptera:
Calliphoridae). Benelli et al. (2013) também encontraram compostos majoritarios
semelhantes, 4-Terpineol (35.1%), y-terpineno (17.4%), a-terpineno (10.7%) e
1,8-cineol (5.5%), confirmando a ac&o inseticida contra C. capitata e seu
parasitoide Psyttalia concolor Szepligeti. Resultados obtidos por Liao et al.
(2017) foram similares aos nossos, sendo os seguintes compostos majoritarios
identificados pelos autores, terpinen-4-ol (40.09%), y-terpineno (21.85%), a-
terpineno (11.34%), o-terpineol (6.91%) e a-pineno (5.86%), comprovando a
acgao inseticida contra Helicoverpa armigera Hubner.

A grande variabilidade de compostos quimicos dos OEs com atividade
biolégica podem atuar em sinergismo (REYES et al., 2019) ou em antagonismo
(RIBEIRO et al., 2018). A atividade inseticida é determinada pela composicao
quimica especifica de cada OE (CHAUBEY, 2016), e isso pode indicar que esse
potencial inseticida esta relacionado as caracteristicas intrinsecas das plantas
que deram origem a este material (KHANI, M. et al., 2017).

Outro fator associado ao potencial inseticida dos OEs ¢é a influéncia do
solvente utilizado no preparo da solugao, que pode contribuir para potencializar
o efeito téxico dos compostos presentes nos OEs (PANDEY et al., 2018). Isso
ocorre pois o solvente envolve o soluto (OEs) contribuindo para aumentar a
velocidade de penetracdo das substancias quimicas no corpo do inseto
(Chaaban et al., 2019).

Esse presente trabalho descreve pela primeira vez a atividade inseticida
de B. dracunculifolia contra S. oryzae. Nossos resultados para S. zeamais
apontam que o OE de B. dracunculifolia nao apresentou potencial inseticida
satisfatorio, com mortalidade foi 17.24 % na concentracdo de 100 uL/L de ar.
Este valor corrobora com a informacéao de Rodrigues et al. (2019) que obtiveram
a acéo inseticida contra S. zeamais em dosagens mais elevadas (500 e 450

ML/placa).
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Esta pesquisa € o primeiro relato da atividade inseticida do OE de B.
uncinella contra pragas de armazenamento, assim como o primeiro relato do
potencial inseticida deste OE contra S. zeamais e S. oryzae.

O OE de S. officinalis utilizado nessa pesquisa nao apresentou atividade
inseticida para nenhuma espécie de gorgulho, na concentragao de 100 pL/L de
ar. Os resultados obtidos por Mahmoudvand et al. (2012) foram similares aos
nossos, onde os autores comprovaram a acgao inseticida contra S. oryzae, mas
apenas em concentracédo mais elevada (CLgo - 508.09 pL/L de ar). Entretanto,
nossos dados divergem dos encontrados por Koutsaviti et al. (2017), sendo
constatado a agao inseticida em concentragdes mais baixas (CLoo— 17.4 pL/L de
ar).

A atividade inseticida minima exigida nesse experimento nao foi obtida
pelo OE de M. alternifolia para nenhuma das espécies de gorgulho. Nossos
dados divergem dos encontrados por Ahmed (2010), onde na concentragao de
8 ul/50ml de ar foi obtido mortalidade de 90 % apds 48 h para S. oryzae.
Enquanto que Liao et al. (2016) comprovaram a agéo inseticida para S. zeamais
na dosagem de 11.97 mg/L de ar, com mortalidade de 85 % apds 48 h.

O OE de T. minuta tem potencial inseticida contra S. oryzae e S. zeamais,
pois a mortalidade foi = 80% para ambos os insetos. Nossos resultados foram
superiores aos obtidos por Herrera et al. (2014), que na concentragao de 150
pl/L de ar ndo obtiveram mortalidade = 80 % para S. zeamais. A agao por
fumigacdo do OE de T. minuta para S. oryzae também foi comprovada por
Krishna et al. (2005), sendo a concentragdo de 50.000 ppm responsavel por
mortalidade de 100 %

Diversas pesquisas demonstram a eficacia do OE de M. arvensis no
controle de pragas de armazenamento (RAJA et al., 2001; KUMAR et al., 2009;
MISHRA et al., 2012; CHAUBEY, 2018). Esses resultados sao similares aos
apresentados pelo presente estudo, onde o OE de M. arvensis apresentou
mortalidade de 99.58 % para S. oryzae e de 99.17 % para S. zeamais,
confirmando o efeito inseticida contra os gorgulhos.

O potencial inseticida dos OEs pode ser influenciado por diversos fatores
como, a variagao na quantidade e peso molecular dos compostos quimicos, a
idade do inseto e a sua vitalidade e as condigcbes ambientais (KIRAN e
PRAKASH, 2015). A concentragédo é um fator que exerce acgéo direta no efeito
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inseticida dos OEs, pois ao aumentar a concentragdo, consequentemente
havera um aumento na mortalidade dos insetos (MAEDEH et al., 2011).

Os OEs podem ser empregados como fumigantes, inseticidas por contato,
ou repelentes (PIMIENTA-RAMIREZ et al., 2016). O modo de aplicacdo é o
principal fator associado a toxicidade dos compostos quimicos, independente da
praga (ABDELGALEIL et al., 2015; GERMINARA et al., 2017; CHAUBEY, 2018).
Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que para S. orzyzae os OE de
T. minuta e de M. arvensis apresentaram mortalidade = 80%,
independentemente do método de aplicacdo. Enquanto que, o OE de T. minuta
aplicado por contato foi menos eficaz no controle de S. zeamais, apresentando
mortalidade de 59.58%, na concentracao de 100 pl/L de ar.

Os resultados da concentragao letal presentes nesse estudo (tabela 04)
indicam uma desigualdade na toxicidade entre as duas espécies de gorgulhos.
Segundo Ngamo et al. (2007), a variagdo da mortalidade nas espécies de
gorgulhos submetidas a diferentes OEs, pode ser em razédo da diferenga na
sensibilidade de cada espécie aos compostos presentes nos OEs.

Nossos resultados mostram que os valores da CLso dos OEs de T. minuta
e de M. arvensis, em S. oryzae e S. zeamais, no bioensaio de fumigacao foram
inferiores ao experimento de contato. Em hipotese, a maior eficacia do método
de fumigagao pode ser atribuida a alta volatilidade dos compostos majoritarios
(ABDELLI et al., 2016; OLIVEIRA et al.,, 2017). Na aplicagao por via de
fumigacao, os OEs agem na forma de vapor, e como consequéncia podem ser
inalados, ou adentrarem pela cuticula dos insetos, ocasionando uma elevada
mortalidade (OLIVEIRA et al., 2017; CHAUBEY, 2018). Esses compostos, ao
penetrarem no corpo do inseto pela traqueia (CHAUBEY, 2018), provocam uma
alteracdo no processo respiratorio do inseto. Este modo de agdo pode causar
um bloqueio dessa rota metabdlica, causando alteragdes de ordem bioquimica,
fisioloégica, bem como disturbios metabdlicos, os quais ocasionam um processo
de asfixia, e consequentemente a morte do inseto (MISHRA et al.,, 2012;
JAYAKUMAR et al., 2017).

Dentre os fatores que mais destacam e favorecem o uso de OEs no
controle de pragas de graos armazenados esta a alta capacidade de volatilizagao
dos compostos (BACHROUCH et al., 2015), ocasionando acumulo na

quantidade de substancias quimicas em sistemas confinados, e
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consequentemente uma rapida mortalidade, via fumigacao (KIRAN e PRAKASH,
2015). Essa caracteristica dos OEs implica em uma menor quantidade de
residuos nos produtos, além de proporcionar menor periodo de caréncia
(Kamanula et al., 2017).

A rapida mortalidade de S. oryzae e S. zeamais (TLso 9 e 8 h,
respectivamente) ocasionada pelo OE de M. arvensis é justificada pela grande
quantidade de monoterpenos presentes na composi¢ao quimica, os quais sao
extremamente volateis devido ao seu baixo peso molecular (OLIVEIRA et al.,
2017). Essas substancias podem interferir na atividade da acetilcolinesterase, da
octopamina e interferéncia nos canais de cloro-GABA, indicando um modo de
acéao no sistema nervoso (CHAUBEY, 2012, 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

Segundo Trivedi et al. (2017), os OEs apresentam modo de agdo no
sistema nervoso dos insetos. Durante a avaliacdo do presente experimento foi
observada a atividade do OE de M. arvensis e do inseticida quimico Pirimifos-
metil no sistema nervoso dos insetos, sendo constatado através da
hiperatividade, excitacdo e morte. Isso pode indicar que os OEs com grande
quantidade de monoterpenos possuem efeito na inibicdo da acetilcolinesterase.
A nossa constatagéo corrobora com observagdes feitas por Oboh et al. (2017),
ao analisar o efeito do OE de Citrus sinensis contra Tribolium confusum
Jacquelin du Val, Callosobruchus maculatus Fabricius e S. oryzae.

A elevada mortalidade dos gorgulhos causados pelo OE de M. arvensis é
atribuida aos compostos majoritarios mentol (AGGARVVAL et al.,, 2001) e
mentona, 0s quais sdo compostos extremamente tdxicos para pragas de graos
armazenados (MISHRA et al., 2012). Entre os compostos maijoritarios presentes
no OE M. arvensis, o mentol e a mentona possuem acéao inseticida comprovada
contra S. oryzae, pois inibem a atividade da enzima acetilcolinesterase (LEE et
al., 2001).

A acgao inseticida dos OEs foi influenciada pela sua composi¢ao quimica,
0 que afeta diretamente na mortalidade dos gorgulhos. Os resultados
apresentados nesse estudo comprovam o potencial de uso dessas substancias
no controle das espécies de Sitophilus em condigcdes de laboratorio.
Hipoteticamente, os silos elevados de concreto criam um ambiente fechado
propicio para a retengdo dos compostos volateis, prologando e potencializando
o efeito inseticida dos OEs, quando aplicados via fumigac&o. Entretanto, torna-
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se necessario a confirmagdo da sua eficacia como produto alternativo, e
tecnologia de aplicagao em armazéns, visando o desenvolvimento da formulagéo

de novos produtos.

5. Conclusao

Os OEs de T. minuta e M. arvensis tém potencial como inseticidas naturais
no controle dos gorgulhos S. oryzae e S. zeamais. O OE de M. arvensis € o mais
eficaz no controle de ambas as espécies de insetos, pois possui uma rapida agao
inseticida e um efeito por um periodo prolongado. Essa caracteristica torna-se
importante e desejada para o desenvolvimento de novos produtos alternativos

visando o controle de pragas de armazenamento.
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CAPITULO 03 - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS NO
CONTROLE DE FUNGOS DE ARMAZENAMENTO

RESUMO

Durante o armazenamento, cereais tais como milho e trigo sé&o
suscetiveis ao ataque de fungos, ocasionando perdas quantitativas e
qualitativas. O dano qualitativo mais prejudicial € a presenca de micotoxinas. O
principal método de controle utilizado € o quimico com fungicidas. Porém, o uso
intensivo dessas moléculas provocou diversos impactos, entre eles o surgimento
de cepas resistentes, além da contaminagdao com residuos, colocando em risco
a seguranga alimentar. As plantas bioativas possuem o6leos essenciais com
propriedades antimicrobianas, configurando-se como uma alternativa aos
fungicidas. Objetivamos nessa pesquisa avaliar a atividade fungicida de OEs de
Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), Baccharis uncinella DC
(Asteraceae), Mentha arvensis L. (Lamiaceae), Salvia officinalis L.
(Laminaceae), Melaleuca alternifolia C. (Myrtaceae) e Cymbopogon nardus L.
(Poaceae) no controle de Aspergillus niger, Aspergillus nomius, Aspergillus
flavus e Fusarium graminearum em condic¢des in vitro. A analise da composicao
quimica dos OE foi realizada por cromatografia gasosa e espectrometria de
massa. Para selegcdo dos OEs com maior efeito fungicida foram realizados
bioensaios de contato e de volatilizacdo. Os OEs com atividade fungicida
satisfatoria (>90 %) foram avaliados pelo método de contato, para estimativa da
concentracao inibitéria minima e da concentragao inibitéria. Foram identificados
um total de 19, 21, 18, 20, 17 e 15 compostos para os OEs de B. dracunculifolia,
B. uncinella, S. officinalis, M. arvensis, M. alternifolia e C. nardus
respectivamente. O método de contato foi mais eficaz que o método por
volatilizagao para todos os OEs testados, para todos os isolados. Apenas os OEs
de M. alternifolia e C. nardus apresentaram atividade fungicida satisfatoria (>90
%) contra os isolados de A. niger, A. nomius, A. flavus e F. graminearum. O OE
de C. nardus apresentou acao fungica maior que o OE de M. alternifolia para
todos os isolados. O dleo essencial de C. nardus demonstrou ser eficaz no
controle de patdégenos de armazenamento.

Palavras-chave: Aspergillus flavus. Aspergillus niger. Aspergillus nomius.
Fusarium graminearum. Composi¢cao quimica. Atividade antimicrobiana
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1. Introducgao

O milho e o trigo estdo entre os cereais mais consumidos mundialmente
(FAO, 2017) por serem base da alimentacdo humana e animal (KAGUCHIA et
al., 2018; PIZZOLITTO et al., 2020). Além disso, sdo a base econémica para
paises essencialmente agricolas (TANG et al., 2018). Durante o periodo de
armazenamento os graos ficam expostos ao ataque de agentes bidticos afetando
a qualidade e gerando perdas econd6micas (TANG et al.,, 2018). Os danos
causados por insetos e microrganismos de produtos armazenados geram
prejuizos anuais estimados entre 10 a 40% da produgédo agricola mundial
(BACHROUCH et al. (2010). Segundo Ribeiro et al. (2018), na maioria dos
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento as perdas variam entre 15 até
50% da producgéo total de graos.

A infestagdo por fungos € um dos principais motivos que ocasionam a
reducao da produtividade no armazenamento, podendo ocorrer ainda em fase
de colheita, ou dentro da unidade de armazenamento (BOZIK et al., 2017). Entre
os patdégenos de grdos armazenados com maior importancia econémica
destacam-se os géneros Aspergillus e Fusarium (SAHAB et al., 2014,
ANZLOVAR et al., 2017).

Esses patdgenos sao responsaveis por danos quantitativos e qualitativos
(KOC e KARA, 2014), e podem reduzir a produgéo das principais culturas, como
milho e trigo, em até 20% do total produzido (ROSELLO et al. (2015). Os danos
quantitativos estao relacionados a deterioragéo do grao (KOC e KARA, 2014), e
consequentemente no seu peso. Ja os danos qualitativos estdo associados a
perda do poder germinativo e do vigor das sementes (ISHAQ et al., 2017), a
descoloragao dos gréos, odor desagradavel, alteragcdes nos valores nutricionais
(ESPER et al., 2014), além de contaminagao por micotoxinas (VILELA et al.,
2009). Esta ultima é o principal problema ocasionado pela presenca de fungos
em cereais armazenados € mesmo em concentragcdes baixas, torna o seu
consumo inviavel (VILELA et al., 2009).

As espécies Aspergillus niger (KUMAR et al., 2017), Aspergillus nomius
(NESCI et al., 2011), Aspergillus flavus (MOGHADAM et al., 2016) e Fusarium
graminearum (KALAGATUR et al.,, 2015) destacam-se entre os fungos de

armazenamento por produzirem micotoxinas (LOPEZ et al., 2004). Estima-se
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que aproximadamente 25 a 50% de todos os alimentos produzidos
mundialmente estdo contaminados com algumas classes de micotoxinas
(MOGHADAM et al., 2016).

O controle preventivo de fungos e micotoxinas é realizado a fim de evitar
possiveis contaminacdes antes do armazenamento (GARCIA-DIAZ et al., 2019;
SUMALAN et al., 2013; KIM et al., 2018). Fungicidas sintéticos sdo o principal
método utilizado no controle de fungos de armazenamento (BLUMA et al. (2008),
principalmente do grupo quimico dos benzimidazoéis (SREENIVASA et al., 2011).

De acordo com Souza et al. (2020), a aplicagdo desses produtos é feita
ainda no campo, logo a apoés a colheita, com a finalidade de proteger os graos
de uma possivel contaminacdo antes de serem armazenados. Estudos
anteriores ressaltam que a aplicagao nas unidades de armazenamento influencia
na qualidade dos graos, além de apresentar riscos a saude animal e humana.
Além disso, destaca-se que o tratamento com fungicidas sintéticos antes da
colheita pode ocasionar no surgimento de cepas resistentes a essas moléculas
(ANZLOVAR et al., 2017). Nesse contexto, torna-se necessario a busca por
produtos alternativos que evitem a contaminacéao fungica em graos e sementes
(MOGHADAM et al.,, 2016), que sejam ecolégicos e apresentem maior
seguranga aos consumidores (GARCIA-DIAZ et al. (2019).

Uma das alternativas promissoras € o uso de produtos naturais obtidos
através de metabdlitos secundarios de plantas (DAMBOLENA et al., 2012), com
atividade antifungica (SREENIVASa et al., 2011). Esses compostos bioativos
sdo obtidos de plantas aromaéticas (LOPEZ et al., 2004), medicinais e/ou
condimentares (LEE et al., 2001), e podem ser utilizados na forma de extratos
ou de 6leos essenciais (OEs) (RASOOLI et al., 2006; GAHUKAR, 2012; MORCIA
et al., 2012, 2017; BORGES et al., 2018), sendo considerados a melhor
alternativa as moléculas sintéticas (ISHAQ et al., 2017). Entretando, os OEs
possuem uma maior eficacia no controle de patdbgenos em comparagdo aos
extratos aquosos e etandlicos (BLUMA et al., 2008).

Os OEs podem ser definidos como um conjunto de substancias volateis
de baixo peso molecular (SUMALAN et al., 2013; SAHAB et al., 2014), presentes
em diversas partes da planta (SOUZA et al., 2020). A atividade biologica é
ocasionada pelos compostos volateis presentes em sua composi¢cdo, os quais
ficam agindo na forma de vapor (SUMALAN et al., 2013; SAHAB et al., 2014),
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sendo que esses compostos também apresentam atividade por contato direto
(VILELA et al., 2009).

As principais vantagens do uso dos OEs aos fungicidas sintéticos, esta
relacionado ao fato de apresentarem diversos modos de acao (PEDROTTI et al.,
2019; PERCZAK et al., 2019), reduzindo a possibilidade de resisténcia. Esses
produtos também sao biodegradaveis (PIZZOLITTO et al., 2020), apresentam
menor toxicidade a mamiferos (KUMAR et al., 2017), causam menos impactos
ao meio ambiente, e sdo mais aceitos pela sociedade (SREENIVASA et al.,
2011; GARCIA-DIAZ et al., 2019). Os OEs das plantas aromaticas,
condimentares e medicinais tém sido amplamente utilizados para fins
comerciais, como a industria farmacéutica (EBADOLLAHI e JALALI SENDI,
2015). Por serem produtos considerados seguros e fazerem parte da dieta
humana, também sao utilizados na industria alimenticia, devido ao seu baixo
residuo toxico (BENZI et al., 2014) e podem ser utilizados na produgéo organica
de alimentos e sementes

Entre as principais familias com atividade antifungica comprovada esta
Asteraceae (TRIPATHI et al.,2002; GORRAN et al., 2013), Lamiaceae
(GORRAN et al., 2013; PERCZAK et al., 2019; SOUZA et al., 2020), Myrtaceae
(GORRAN et al., 2013; SOUZA et al., 2020) e Poaceae (SOUZA et al., 2020),
sendo que os OEs de espécies pertencentes a essas familias botanicas podem
ser utilizados para evitar o desenvolvimento dos fungos. Assim, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar o efeito fungicida dos OEs de Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae), Baccharis uncinella DC (Asteraceae), Mentha arvensis L.
(Lamiaceae), Salvia officinalis L. (Laminaceae), Melaleuca alternifolia C.
(Myrtaceae) e Cymbopogon nardus L. (Poaceae) no controle de Aspergillus
niger, Aspergillus nomius, Aspergillus flavus e Fusarium graminearum em

condicdes in vitro.

2. Material e Métodos

2.1 Isolados e preparo dos in6culos

Os isolados fungicos de A. niger, A. nomius, A. flavus foram provenientes

da Colecdo Microbiolégica da Rede Paranaense Taxonline, da Universidade
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Federal do Parana, e o F. graminearum foi isolado de grdos de trigo
(TRALAMAZZA et al., 2016). Os isolados foram mantidos em placas de Petri (9
cm de diametro), utilizando o meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose) para
os isolados de de A. niger, A. nomius, A. flavus, e para o isolado de F.
graminearum SNA (Agar Nutriente Sintético). Todos os isolados foram incubados
em Biochemical Oxygen Demand (BOD) a 28 + 1° C e 12 h de fotofase, por 7
dias (PERCZAK et al., 2019).

2.2 Obtencéao dos 6leos essenciais

Para a obtencéo dos OEs de B. dracunculifolia e B. uncinella foi realizada
uma coleta do material vegetal, em 2019, no municipio de Piraquara, no estado
do Parana, Brasil (25° 516’ 390" S e 49° 022’ 702" W). As espécies B.
dracunculifolia e B. uncinella foram coletadas em maio, no periodo da sua
floracéo floragdo (ESPIRITO-SANTO et al., 2003; FABIANE et al., 2008).

A Rede de Bioprospeccgao e Inovagéo da Floresta Atlantica (REBIFLORA)
autorizou a coleta do material vegetal. O numero de acesso no Sistema Nacional
de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) é A46F9B9 para os OEs de M. arvensis e C. nardus a e AC74344 para
as espéecies de Baccharis.

Os OEs de B. dracunculifolia e B. uncinella foram extraidos da parte aérea
uatil, definida como caule verde (de até 2 mm de didmetro), folhas e flores
(FRIZZO et al., 2008). A extracao foi realizada por arraste a vapor em dorna por
um periodo de 3 horas (FABIANE et al., 2008).

Os OEs de S. officinalis e M. alternifolia foram adquiridos na empresa
Now® (Bloomingdale, lllinois, Estados Unidos da América), o OE de M. arvensis
na empresa Farmanilquima® (Curitiba, Parana, Brasil), e o 6leo de C. nardus na
farmacia homeopatica Flor de Liz (Lages, Santa Catarina, Brasil). Todos os OEs
foram armazenados em vidro ambar e acondicionados em freezer -20° C até o

momento da analise e dos bioensaios (CHAABAN et al., 2017).

2.3 Identificagdo da composicédo quimica dos oleos
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Os OEs foram analisados por cromatografia gasosa, com uso dos
cromatégrafos GC/FID (Agilent 7890A) e GC/MS (Shimadzu-2010 Plus), ambos
equipados com coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym). Como gas
de arraste foi utilizado o hidrogénio para GC/FID (fluxo de 2,4 mL min') e hélio
para GC/MS (fluxo de 1,0 mL min-'). A temperatura inicial do forno foi de 60° C,
elevando-se a 240° C na razdo de 3° C minuto™'. A identificagdo dos compostos
quimicos foi realizada através do calculo da retencao linear pela cadeia de
alcanos: C7 — C30 (VAN DEN DOOL E DEC. KRATZ, 1963). A identificacao dos
constituintes dos OEs foi realizada por espectrometria de massa, através de
pesquisa na espectroteca, comparando-se os indices de reteng¢ao calculados
com dados da literatura (ADAMS, 2007).

2.4 Atividade antifungica dos OEs in vitro

2.4.1 Bioensaio por contato

Foi realizado um teste preliminar para identificar os OEs com maior efeito
fungicida por contato no controle de A. niger, A. nomius, A. flavus e F.
graminearum. Os tratamentos foram os OEs de B. dracunculifolia, B. uncinella,
M. arvensis, S. officinalis, M. alternifolia e C. nardus avaliados na concentracao
de 2 %. O meio RPMI 1640 foi utilizado como controle negativo, e o fungicida
sintético Tiofanato-metilico (Cercobin) (AGROFIT, 2019) foi utilizado como
controle positivo. Esta etapa experimental foi realizada em delineamento
inteiramente casualizado. Cada tratamento foi feito em triplicata e foram feitas
trés repeticbes no tempo, totalizando ao final do experimento nove repetigdes
para cada fungo, para cada OE.

Ap0ds o periodo de 7 dias, os conidios foram coletados das placas de Petri
raspando-se a superficie do meio de cultura, com o uso de uma espatula
esterilizada, e transferidos para frascos de vidro esterilizados contendo meio
RPMI 1640 (ARIKAN et al., 2001). Os frascos foram agitados com auxilio de
vortex, e as suspensoes filtradas através de um tecido poroso. Em seguida, a
suspensao de conidios foi ajustada até a concentragédo de 2 x 10* conidios mL""’
(GORRAN et al., 2013), utilizando camara de Neubauer. Os OEs foram diluidos

em meio RPMI 1640 até a concentragao de 4 %.
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Para a realizacdo do experimento foi adotada a metodologia de micro
diluicdo proposta por (KALAGATUR et al., 2015), com modificacbes. Foram
utilizadas placas de microtitulagdo com 96 pocgos, sendo utilizada uma placa por
OE para que nao houvesse interferéncia por metabdlitos volateis. A suspensao
de conidios e os OEs foram inoculados de forma a obter concentragao final de
10 conidios/mL e 2 % respectivamente, totalizando 200 uL por pogo. Os pogos
brancos continham apenas meio RPMI e OE, sem adi¢cdo da suspensao de
esporos. As placas foram mantidas em BOD a 28 + 1° C e 12 h de fotofase, por
48 h (MOGHADAM et al., 2016).

O crescimento dos fungos foi determinado pela absorvancia a 610 nm
utilizando o espectrofotémetro de microplacas EPOCH (Biotek Instrument Inc,
Winooski, EUA). Em seguida, os dados de inibicao foram calculados em relagao

ao controle negativo através da férmula proposta por (VILELA et al., 2009):
Inibicdo (%) = (C-T) x 100
C

Onde:
C = Absorbancia do controle negativo

T = Absorbancia do controle positivo e dos OEs

2.4.2 Bioensaio por volatilizagao

Assim como no bioensaio anterior, foi realizado um teste preliminar para
identificar os OEs com potencial fungicida por volatilizagao contra os isolados de
A. niger, A. nomius, A. flavus e F. graminearum. Os tratamentos foram os OEs
de B. dracunculifolia, B. uncinella, M. arvensis, S. officinalis, M. alternifolia e C.
nardus na concentracédo de 100 % (OE puro) (PEDROTTI et al., 2019). Agua
destilada esterilizada foi usada como controle negativo. O delineamento foi
inteiramente casualizado, em triplicata e em trés repeticbes no tempo,
totalizando ao final do experimento nove repeticbes para cada fungo, para cada
OE.

Os isolados de A. niger, A. nomius, A. flavus e F. graminearum utilizados
nesse experimento foram incubados em placas de Petri (9 cm de didametro)
contendo meio BDA, mantidos em BOD por 5 dias (PERCZAK et al., 2019).
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Foi utilizada a metodologia proposta por Vilela et al. (2009), com
modificagdes. Placas de Petri (9 cm de diametro) contendo meio BDA foram
invertidas, em seguida discos de 7 mm foram retirados dos inéculos e colocadas
no centro da placa de Petri. Posteriormente, foi colocado papel filtro com 8 mm
de didametro Inouye et al. (2006) contendo 10 L (RASOOLI et al., 2006) de cada
tratamentos na tampa de cada placa, para cada isolado de fungo, de maneira
que nao entrasse em contato direto com o fungo. Apds esse procedimento, as
placas foram vedadas com filme de polietileno, para evitar o escape de volateis,
e incubadas aem BOD a 28 £ 1° C e 12 h de fotofase. A avaliagao do crescimento
micelial foi realizada apés 7 dias (SOUZA et al., 2020), através da média de duas
medigdes perpendiculares do diametro da colénia (ROSELLO et al., 2015), feito
com o auxilio de um paquimetro digital, em mm (SOUZA et al., 2020).

Os dados obtidos nesse experimento foram transformados em

porcentagem de inibig&o utilizando a formula proposta por Vilela et al. (2009):

Inibicdo (%) = (C-T) x 100
C

Onde:
C = crescimento micelial do controle negativo

T = crescimento micelial dos OEs

2.4.3 Determinacao da concentragao inibitéria minima (CIM) e da concentracéo
inibitéria (Clso)

Os OEs mais eficazes (com inibicdo = 90 %) obtidos no método por
contato foram utilizados nas seguintes concentragdes, 0,1; 0,25; 0,5, 1,0; 1,25;
1,5; 1,75 e 2,0 % (BASAK e GUHA, 2017) a fim de estimar a concentracéo
minima inibitéria (CIM) e a concentracao inibitéria (Clso). O meio RPMI 1640 foi
usado como controle negativo. O delineamento foi inteiramente casualizado, em
triplicata, em trés repeticdes no tempo, totalizando ao final do experimento nove
repeticbes para cada fungo.

A metodologia utilizada para esse experimento foi a mesma adotada para
0 bioensaio por contato. O valor do CIM, para cada fungo, foi considerado como

a menor concentracdo dos OEs em que ndo houve mudanga na coloracao
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(SOUZA et al., 2020). A avaliagéo do Clso foi a mesma utilizada para o bioensaio

por contato (item 2.4.1).

2.5 Analise estatistica

Os dados de porcentagem de inibicao obtidos nos bioensaios por contato
e volatilizacdo foram ajustados por modelos lineares generalizados (GLM),
utilizando distribuicdo binomial, e entdo submetidos a analise de variancia. Para
comparagao das médias foi utilizado o teste de Tukey a 5 % de probabilidade,
utilizando o software R (R CORE TEAM, 2019).

Os dados de concentracdo inibitoria foram submetidos ao método de
analise de Probit (MEDJDOUB et al., 2019), utilizando o pacote “ecotox” do
software R (R CORE TEAM, 2019).

3. Resultados

3.1 Composicao quimica dos OEs

Para as espécies da familia Asteraceae foram identificados 19 e 21
compostos presentes nos OEs de B. dracunculifolia € B. uncinella (Tabela 1).
Para o OE de C. nardus (Poaceae) foram identificados 15 compostos,
representando 94,92 % da composigao quimica total (Tabela 1).

Os compostos majoritarios identificados no OE de B. dracunculifolia foram
B-pineno (21.58%), (E)-nerolidol (17.01%), limoneno (13.45%) e espatulenol
(6.03%). Para o OE de B. uncinella foram identificados os seguintes compostos
majoritarios, a-pineno (17.27%), (Z)-B-ocimeno (16.98%), B-pineno (11.96%) e
espatulenol (9.31%). Enquanto que o OE de C. nardus apresentou os seguintes
compostos majoritarios, geraniol (35,52%), citronelal (24,39%), citronelol
(10,73%) e geraniol (7,77%).
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Tabela 1. Composi¢ao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Asteraceae e
Poaceae por GC/FID e GC/MS.

(continua)
B. dracunculifolia B. uncinella C. nardus
Compostos quimicos IRlit2  IRcalb (Asteraceae) (Asteraceae) (Poaceae)

a-tujeno 924 924 - 3,8 -c
a-pineno 932 931 4,49 17,27 -
sabineno 969 970 - 1,67 -
B-pineno 974 975 21,58 11,96 -
Mirceno 985 988 - - 0,25
Mirceno 988 989 1,77 1,77 -
limoneno 1024 1026 13,45 0,29 2,39
(Z2)-B-ocimeno 1032 1026 - 16,98 -
(E)-B-ocimeno 1044 1044 1,27 - -
y-terpineno 1054 1055 - 1,01 -
linalol 1099 1095 - - 0,93
isopulegol 1141 1145 - - 0,76
citronelal 1152 1148 - - 24,39
terpinen-4-ol 1174 1173 - 1,99 -
a-terpineol 1186 1187 - 0,42 -
citronelol 1228 1223 - - 10,73
Neral 1239 1235 - - 5,6
geraniol 1256 1249 - - 35,52
geranial 1270 1264 - - 7,77
acetato de citronelila 1353 1350 - - 1,18
acetato de geranila 1384 1379 - - 2,78
(E)-cariofileno 1412 1417 1,34 1,96 1,41
a-humuleno 1452 1446 - 0,35 -
trans-cadina-1(6),4-dieno 1474 1475 2,18 - 0,18
germacreno D 1480 1473 - 0,76 -
y-amorfeno 1495 1484 0,1 - -
biciclogermacreno 1500 1489 3,61 1,77 -
a-muuroleno 1500 1494 - 0,34 -
y-cadineno 1507 1513 - - 0,77
6-amorfeno 1511 1518 1,67 - -
Epoxido de isso-italiceno 1514 1502 - 3,46 -
o-cadineno 1518 1522 - 1,52 0,26
(E)-nerolidol 1561 1563 17,01 - -
espatulenol 1577 1570 6,03 9,31 -
oxido de cariofileno 1582 1575 2,59 3,22 -
globulol 1590 1583 3,03 1,25 -
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Tabela 2. Composi¢ao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Asteraceae e
Poaceae por GC/FID e GC/MS.

(concluséo)

B. dracunculifolia B. uncinella C. nardus
Compostos quimicos IRlita  IRcalP (Asteraceae) (Asteraceae) (Poaceae)
ledol 1602 1594 1,69 - -
epi-a-cadinol 1638 1634 1,89 - -
epi-a-muurolol 1640 1639 0,5 - -
a-muurolol 1644 1643 0,37 - -
a-cadinol 1652 1647 2,03 0,71 -
Hidrocarbonetos de
42,56 54,75 3,57
monoterpenos
Monoterpenos oxigenados 0 2,41 84,77
Hidrocarbonetos de
. 8,9 10,16 6,58
sesquiterpeno
Sesquiterpenos oxigenados 35,14 14,49 0
Compostos identificados (%) 86,6 81,81 94,92

2 |Rlit: Indice de retencéo da literatura,

®|Rcal: indice de retenc&o calculado, — elemento trago <0,1 %

¢ 0O simbolo (-) significa que esse componente nao foi detectado.
Fonte: Autor, 2020.

Para as espécies da familia Lamiaceae foram identificados 18 e 20
compostos, da composicado quimica total, dos OEs de S. officinalis e M. arvensis,
respectivamente. Para o OE de M. alternifolia (Myrtaceae) foram identificados 17
compostos (Tabela 2).

Em nossos resultados o OE de S. officinalis apresentou os seguintes
compostos majoritarios, cis-tujone (28.39%), canfora (19.5%), 1,8-cineol (9.6%)
e trans-tujone (5.69%). Para o OE de M. arvensis utilizado no presente estudo,
os compostos majoritarios identificados foram mentol (36.54%), seguido de
mentona (19.38%) e neo-mentol (12.71%). Os compostos majoritarios do OE de
M. alternifolia foram terpinen-4-ol (41.34%), y-terpineno (19.19%) e a-terpineno
(9.12%).
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Tabela 3. Composi¢ao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Lamiaceae e
Myrtaceae por GC/FID e GC/MS.

(continua)
M. arvensis S. officinalis M. alternifolia
Compostos quimicos aRllit PRIcal (Lamiaceae) (Lamiaceae) (Myrtaceae)
o-tujeno 924 924 0.33 -C 0.95
a-pineno 932 931 3.31 3.77 2.51
Canfeno 946 945 - 3.81 -
Sabineno 969 970 0.66 - 0.51
B-pineno 974 975 3.58 1.74 0.76
Mirceno 988 989 0.3 0.95 0.9
a-felandreno 1002 1004 - - 0.55
a-terpineno 1014 1015 - 0.38 9.12
Ocimeno 1022 1022 0.15 0.89 3.45
Limoneno 1024 1026 4.49 1.92 -
B-felandreno 1025 1025 - - 1.85
1,8-cineol 1026 1028 0.17 9.6 2.14
y-terpineno 1054 1055 0.57 19.19
Terpinoleno 1086 1086 - 3.43
Linalol 1095 1099 0.62 -
cis-tujone 1101 1104 28.39 -
trans-tujone 1112 1114 5.69 -
Canfora 1141 1140 19.5 -
Mentona 1148 1151 19.38 - -
iso-mentona 1158 1158 0.59 - -
neo-mentol 1161 1161 12.71 - -
Borneol 1165 1161 - 2.45 -
Mentol 1167 1172 36.54 - -
terpinen-4-ol 1174 1173 - - 41.34
iso-mentol 1179 1180 1.15 - -
neoiso-mentol 1184 1186 0.51 - -
a-terpineol 1186 1187 0.99 - 3.13
Pulegona 1233 1235 1.7 - -
Piperitona 1249 1249 1.01 - -
acetato de isobornila 1283 1282 - 1.63 -
acetato de mentila 1294 1292 3.94 - -
B-bourboneno 1387 1378 0.27 - -
(E)-cariofileno 1417 1412 1.45 4.39 -
a-humuleno 1452 1446 - 4.96 -
y-amorfeno 1495 1484 - - 0.17
biciclogermacreno 1500 1489 - - 1.84
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Tabela 4. Composicao quimica (area %) do 6leo essencial de espécies da familia Lamiaceae
e Myrtaceae por GC/FID e GC/MS.
(conclusao)

M. arvensis S. officinalis M. alternifolia

Compostos quimicos aRllit  PRIcal (Lamiaceae) (Lamiaceae) (Myrtaceae)
a-muuroleno 1500 1494 - - -
d-amorfeno 1511 1518 - - 1.25
Globulol 1590 1583 - 2.03 -
Hidrocarbonetos de
monoterpenos 12.99 24.25 45.36
Monoterpenos oxigenados 78.52 57.66 44 47
Hidrocarbonetos de
sesquiterpeno 1.72 9.35 3.26
Sesquiterpenos oxigenados 0 2.03 0
Compostos identificados (%) 93.23 93.29 93.09

2 |Rlit: Indice de retencéo da literatura.

®|Rcal: indice de retenc&o calculado. — elemento trago <0,1 %

¢ O simbolo (-) significa que esse componente nao foi detectado.
Fonte: Autor, 2020.

Os compostos identificados foram em sua maioria hidrocarbonetos de
monoterpenos e monoterpenos oxigenados, com excegcdo do OE de B.
dracunculifolia (Tabela 1), que possui grande quantidade de sesquiterpenos

oxigenados em sua composi¢ao.

3.2 Bioensaio por contato

A inibicdo (%) dos isolados de A. niger, A. nomius, A. flavus e F.
graminearum variou entre os tratamentos e os controles utilizados. Apenas os
OEs de M. alternifolia e C. nardus apresentaram potencial fungicida para todos
os fungos testados por contato. O fungicida Tiofanato-metilico apresentou alta
inibicdo para as espécies de Aspergillus, porém, esse produto foi ineficaz no

controle de F. graminearum (Figura 1).
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Figura 1. Inibicdo por contato (média + desvio padrédo), apds 48 h, dos isolados de A.
niger, A. nomius, A. flavus e F. graminearum submetidos ao efeito dos OEs de B. uncinella, B.
dracunculifolia, S. officinalis, M. arvensis, M. alternifolia e C. nardus. Meio de cultura RPMI
1640 e Tiofanato-metilico foram usados como controle negativo e positivo, respectivamente.
Colunas com a mesma letra, para cada isolado, estdo no mesmo grupo pela analise do teste de
Tukey (P < 0,0001).
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Fonte: Autor, 2020.
3.3 Bioensaio por volatilizagao

A inibicdo (%) dos isolados de A. niger, A. nomius, A. flavus e F.
graminearum variou entre os tratamentos e o controle utilizados pelo método de
volatilizagdo. Apenas o OE C. nardus apresentou efeito fungicida consideravel

apenas para A. flavus e F. graminearum (Figura 2).
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Figura 2. Inibigdo por volatilizagdo (média + desvio padréao) dos isolados de A. niger, A.
nomius, A. flavus e F. graminearum submetidos ao efeito dos OEs de B. uncinella, B.
dracunculifolia, S. officinalis, M. arvensis, M. alternifolia e C. nardus, ap6s 7 dias de incubagéo.
Agua destilada esterilizada foi utilizada como controle negativo. Colunas com a mesma letra,

para cada isolado, estdo no mesmo grupo pela analise do teste de Tukey (P < 0,0001).
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Fonte: Autor, 2020.

3.4 Determinagao da concentragédo inibitéria minima (CIM) e da concentragao
inibitéria (Clso)

Nos experimentos para determinacao da CIM e da Clso, ambos os OEs
foram mais eficazes no controle dos isolados. Os OEs de M. alternifolia e C.
nardus apresentaram valores do CIM iguais para os isolados de A. niger e A.
nomius. O OE de M. alternifolia apresentou os valores de Clso inferiores para os
isolados de A. niger e A. flavus, e o OE de C. nardus apresentou os valores de

Clso inferiores para os isolados de A. nomius e F. graminearum (Tabela 1).
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Tabela 5. Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragéo inibitéria (C150) dos OE de M.
alternifolia e C. nardus, pelo método de contato, contra adultos isolados de A. niger, A. nomius,
A. flavus e F. graminearum apos 48 h de exposigao.

Oleo essencial Fungo N CIM (%)? Clso (%) (IC 95%)°
A. niger 9 0,75 0,71 (0,54 - 0,86)
A. nomius 9 0,75 1,08 (1,02 - 1,13)

M. alternifolia
A. flavus 9 0,25 0,25 (0,09 - 0,40)
F. graminearum 9 1,0 0,52 (0,41-0,62)
A. niger 9 0,75 1,06 (0,14 - 2,21)
A. nomius 9 0,75 0,12 (0,02 - 0,24)

C. nardus

A. flavus 9 0,5 0,52 (0,41-0,62)
F. graminearum 9 0,25 0,11 (0,03-0,19)

b Cl: Concentragio inibitdria; 95 % IC: Intervalo de confianga (95 %).
Fonte: Autor, 2020.

4 Discussao

As plantas desenvolveram diversos compostos ativos com atividade
biolégica durante o seu processo evolutivo, dentre os quais possuem efeito
inibitério no desenvolvimento de fungos (ANZLOVAR et al., 2017). Os OEs
presentes em plantas bioativas possuem substancias com potencial
antimicrobiano, e que podem afetar o crescimento micelial dos fungos, inibindo
o seu desenvolvimento (ANZLOVAR et al., 2017; SOUZA et al., 2020). Dessa
forma, os OEs podem ser utilizados como moléculas alternativas as sintéticas
para prevenir a contaminagdo fungica (ANZLOVAR et al., 2017) e
consequentemente a produgédo de micotoxinas (MORCIA et al. (2017).

Os OEs sao liquidos aromaticos volateis obtidos a partir do metabolitos
secundarios das plantas (Kalagatur et al., 2015). A agéo fungicida pode estar
associada aos compostos majoritarios presentes na composi¢cdo quimica deles
(PERCZAK et al., 2019; SOUZA et al., 2020). Os compostos presentes nos OEs
apresentam variabilidade qualitativa e quantitativa (MOGHADAM et al., 2016),
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sendo alterados em fungao do clima, o tipo de solo, a parte da planta utilizada, a
idade (MOGHADAM et al., 2016), variabilidade genética, quimiotipo, a
localizagdo geografica, estresses abidticos e bidticos, método de secagem
(MORCIA et al., 2012) e o método de extracdo (KALAGATUR et al., 2015).

Os OEs possuem em sua composi¢ao quimica, uma grande quantidade
de monoterpenos, que sao substancias com baixo peso molecular e
consequentemente sdo mais volateis (VILELA et al., 2009). Por essa razéo, os
OEs podem ser aplicados por diferentes métodos (BOZIK et al., 2017), dentre
eles, por contato e por volatilizagcdo (INOUYE et al., 2006). No método por
volatilizagdo, os monoterpenos ficam agindo na forma de vapor, afetando o
crescimento dos fungos, pois a atividade antifungica dos OEs pode estar
relacionada essas substancias (MOGHADAM et al., 2016; ANZLOVAR et al.,
2017).

O presente descreve o primeiro relato do potencial de uso do OE de B.
dracunculifolia contra A. nomius, A. flavus e F. graminearum. Entretanto, o
método por contato (OE a 2%) e por volatilizagdo (OE puro) apresentaram efeito
inibitorio baixos para os isolados testados nessa pesquisa. Cazella et al. (2019)
obtiveram maior proporc¢ao de sesquiterpenos (83,67%) em sua amostra, sendo
identificado os seguintes compostos majoritarios, B-pineno (5,41%), trans-
nerolidol (23,06%), espatulenol (27,43%) e heptacosane (6,02%), comprovando
a atividade antifungica para espécies de A. niger. Resultado de composigao
quimica similar foi descrita por Pedrotti et al. (2019), cuja composigao quimica
do OE apresentou em sua maioria sesquiterpenos (45,45%), e os compostos
majoritarios foram B-pineno (18,01%), limoneno (10,11%), ledol (13,55%) e
espatulenol (13,43%), sendo comprovada a eficacia no controle de Botrytis
cinerea e Colletotrichum acutatum.

O presente descreve o primeiro relato do potencial de uso de OE de B.
uncinella contra A. nomius e F. graminearum. O OE de B. uncinella apresentou
baixa atividade antifungica contra os isolados nos bioensaios por contato e
volatilizagdo. Resultado similar foi relatado por Vannini et al. (2012), cuja amostra
nao teve atividade antifungica satisfatoria para A. flavus, sendo presente os
seguintes compostos majoritarios, a-pineno (9,0%), B-pineno (9,2%), limoneno
(11,5%), PB-cariofileno (13,2%), viridifloreno (8,4%) e espatulenol (9,3%).

Entretanto, Xavier et al. (2017) comprovaram a inibigao no crescimento de A.
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niger, sendo os seguintes compostos majoritarios presentes em sua amostra,
espatulenol (17,2%) e oxido de (E)-cariofileno (10,8%).

Em nossa pesquisa, néo foi identificada a atividade antifungica eficaz
(inibicdo = 90 %) do OE de S. officinalis para nenhum dos isolados testados, em
ambos os métodos de bioensaio. Entretanto, Pinto et al. (2007) ao avaliarem 4
amostras diferentes, comprovaram a atividade antifungica do OE de S. officinalis
contra isolados de A. flavus, cujos compostos majoritarios da amostra mais
eficaz foram a-pineno (5,1%), canfeno (7,3%), B-pineno (14%), cis-tujone
(10,4%), canfora (20,5%), borneol (7,5%) e a-humuleno (6,7%). Os resultados
obtidos nessa pesquisa divergem dos encontrados por Abu-Darwish et al. (2013),
pois das 6 amostras analisadas, duas tiveram alto indice de inibicdo para A.
niger, sendo os compostos majoritarios presentes (3-pineno (7,3%), 1,8-cineol
(48,5%) e canfora (8,8%); e 1,8-cineol (39,5%) e canfora (25%). Tomescu et al.
(2015) demonstraram atividade antifungica efetiva do OE de S. officinalis contra
F. graminearum, sendo os compostos majoritarios presentes em sua amostra, a-
pineno (9,59%), canfeno (11,58%), B-pineno (5,04%), 1,8-cineol (11,75%), o-
tujona (8,64%), canfora (20,64%) e borneol (8,8%).

Nossos resultados demonstraram que o OE de M. arvensis apresentou
uma inibicdo mediana no crescimento micelial dos isolados testados,
independentemente do método de aplicacdo. Os dados obtidos nesse trabalho
divergem dos encontrados por Pandey et al. (2010), cuja amostra do OE de M.
arvensis, apresentou como composto majoritario o mentol (43,45%), sendo
comprovada a acgao fungicida contra A. niger e A. flavus. Resultados
apresentados por Hussain et al. (2010), diferentemente dos encontrados no
presente estudo, constataram a atividade antifungica contra A. niger e A. flavus,
sendo os compostos majoritarios isomentona (6,35 e 9,19%) e mentol (78,9 e
81,3%) para as amostras coletadas no verao e inverno, respectivamente.

Nossa pesquisa comprovou o potencial fungicida (= 90%) do OE de M.
alternifolia pelo método de contato para todos os isolados testados. Resultados
similares da composi¢cado quimica foram encontrados por Hammer et al. (2003),
Riccioni and Orzali (2011) e Terzi et al. (2007), sendo comprovada a atividade
antifungica para A. niger e A. flavus, e F. graminearum, respectivamente. Nossos
resultados corroboram com os encontrados por Shin (2003), cujos compostos
majoritarios da sua amostra foram terpinen-4-ol (21,67%), y-terpineno (11,84%)
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e a-terpineno (9,71%), sendo comprovada a acgéao inibitéria para A. niger e A.
flavus.

O OE de C. nardus comprovou ter a agao inibitéria satisfatéria (inibicao =
90 %) em todos os isolados testados pelo método de contato. A atividade
antifungica do OE de C. nardus contra A. nigertambém foi relatada por Delespaul
et al. (2000) e por De Billerbeck et al. (2001), sendo identificado os seguintes
compostos maijoritarios, citronelal (42 e 30,4%), geraniol (20,8 e 26%), e
citronelol (15,5 e 10%). Composig¢ao quimica diferente dos obtidos em nossos
resultados foram relatados por Nakahara et al. (2003), que comprovaram o efeito
inibitério contra A. flavus, sendo os compostos majoritarios, geraniol (35,7%),
trans-citral (22,7%), geraniol (25,56%) e elemol (8,24%).

O método por contato demonstrou ser mais eficaz que o de volatilizagao
na inibicdo dos patdgenos, indicando que a atividade antifungica dos OEs nao
esta associada somente aos compostos com menor peso molecular, que
possuem maior volatilidade, mas na interacdo entre todos os componentes
quimicos presentes nos OEs. Nossos resultados corroboram com os resultados
de Rasooli et al. (2006) e Pedrotti et al. (2019), que confirmaram que o método
por contato foi mais eficaz quando comparado ao de volatilizagdo, sendo
constatado que os compostos mais volateis (monoterpenos) podem apresentar
menor efeito fungicida. Entretanto, Vilela et al. (2009) comprovaram através de
seus resultados que o método por volatilizagdo foi melhor em comparacao ao
método por contato, porém nessa mesma pesquisa os autores demonstraram
que a atividade fungicida ndo estava relacionada somente a presenca dos
monoterpenos, mas aos compostos presentes na composigao quimica total dos
OEs.

Além do método de aplicagao, outro fator a ser considerado no efeito
fungicida dos OEs ¢é a variabilidade na sua composi¢gao quimica, pois relatos na
literatura relacionam a bioatividade dos OEs aos compostos majoritarios
(PIZZOLITTO et al., 2020). Entretanto, os compostos majoritarios presentes nos
OEs podem agir em sinergismo ou antagonismo, entre si e com os demais
componentes, podendo afetar a atividade antifungica (VILELA et al., 2009;
ROSELLO et al., 2015).

A atividade antifungica dos OEs podem ser influenciada por outros
fatores, dentre eles, a espécie de fungo, a cepa testada, (RASOOLI et al., 2006;
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VILELA et al., 2009; KUMAR et al., 2017), e principalmente a concentragao
testada (RASOOLI et al., 2006; VILELA et al., 2009).

De acordo com os resultados obtidos nessa pesquisa pelo método de
contato, e a classificacdo do potencial fungicida feita por Pizzolitto et al. (2020),
os OEs pertencentes ao grupo | (mais bioativos) foram C. nardus e M. alternifolia,
do grupo |l (bioatividade intermediaria) foram M. arvensis, e do grupo Ill (menos
bioativos) foram B. uncinella, B. dracunculifolia e S. officinalis. Assim, os OEs
com maior agao antifungica foram os presentes no grupo I.

Por serem constituidos de diversos compostos quimicos (SAHAB et al.,
2014), os OEs apresentam diferentes mecanismos de acdo atuando
simultaneamente (DAMBOLENA et al., 2012). Essas substancias podem agir
causando alteracbes morfolégicas nas hifas (KALAGATUR et al., 2015;
MOGHADAM et al., 2016), no metabolismo celular (KALAGATUR et al., 2015),
mudangas nas propriedades fisico-quimicas (DAMBOLENA et al., 2012), além
de interferir nas enzimas responsaveis pela sintese da parede celular (SAHAB
et al., 2014) e afetando a morfogénese (RASOOLI et al., 2006).

Os resultados de CIM e Clso demonstraram que ha niveis de
sensibilidades diferentes entre os fungos testados submetidos aos OEs
(MORCIA et al.,, 2017). De acordo com Sreenivasa et al. (2011), as
concentragbes obtidas pelo CIM indicam que os OEs afetam a atividade
enzimaticas dos fungos impedindo o seu crescimento, enquanto que as
concentracbes mais elevadas causam a desnaturacdo das proteinas, e
consequentemente ocasiona a morte do patégeno.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que os OEs possuem
efeito fungicida para fungos de armazenamento em condi¢bes in Vvitro,
especialmente C. nardus e M. alternifolia, pois afetam o crescimento micelial, a
esporulacéo e germinagao dos conidios, sendo considerado como um produto
alternativo as moléculas sintéticas. Devido as propriedades fungicidas
apresentadas pelos OEs, uma das possiveis aplicagdes € no controle de fungos
e na produgao de micotoxinas, em produtos armazenados.

Em concluséo, para os OEs testados o método por contato € mais eficaz
que o de volatilizagado. Os OEs de C. nardus e M. alternifolia demonstram serem
eficientes no controle dos isolados de A. niger, A. nomius, A. flavus e F.

graminearum em condi¢cbdes in vitro. A atividade antifungica associada aos
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diferentes modos de acéao indica o potencial de uso dos OEs como fonte de
moléculas alternativas aos fungicidas sintéticos para a protecédo de graos e

sementes organicos em armazenamento.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O uso dos OEs demonstra ser uma estratégia promissora no manejo
integrado de pragas e fungos de armazenamento, e por serem substancias
naturais s&do mais aceitos pela sociedade, podendo atender ao mercado
produgao organica de graos e sementes.

Por serem um conjunto complexo de substancias quimicas, os OEs
apresentam diferentes modos de acdo, o que minimiza o risco de selecdo de
racas e cepas resistentes. Além desses fatores, os OEs sao moléculas quimicas
obtidas da natureza, e, portanto, sdo de uma fonte renovavel. Dentre as outras
vantagens estdo o baixo risco de toxicidade a saude humana, e causam menor
impacto ambiental, por serem biodegradaveis.

Os OEs de M. arvensis e de C. nardus demonstram potencial para serem
utilizados no controle de pragas e fungos de armazenamento, respectivamente.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos para determinar a padronizacido da
composi¢cado quimica dos OEs, avaliar o efeito inseticida e fungicida dos OEs e
compostos ativos isolados em sistemas de armazenamento, desenvolver

tecnologias de producao e aplicagao.
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