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RESUMO

O presente trabalho objetvou: (i) avaliar a resisténcia de cultivares de feijao-caupi a
Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775); (ii) determinar a toxidade por contato e o efeito
repelente de compostos sintéticos de 6leos essenciais em C. maculatus; (iii) avaliar a associacao
de cultivares resistentes de feijdo-caupi e compostos sntéticos no controle de C. maculatus. Na
avaliacdo da resisténcia de feijao-caupi foram selecionadas as cultivares BRS Tracuateua, BR 17
Gurgueia, BRS Tumucumaque, BRS Inhuma, Canapuzinho, Epace 10 e Pingo de ouro 1-2 em
teste sem chance de escolha, as quais posteriormente foram utilizadas em teste com chance de
escolha. As cultivares BRS Inhuma, BR 17 Gurgueia, Canapuzinho e Pingo de ouro 1-2
destacaram-se em ambos o0s testes por reduzir a viabilidade da fase imatura. BRS Tracuateua e
Epace 10 foram menos preferidas para a oviposi¢do. As cultivares Canapuzinho, BRS
Tumucumaque, Epace 10 e BRS Tracuateua apresentaram atividade hemaglutinante e inibidora de
tripsina. Nos testes de toxicidade e repeléncia as CLsp € CLgs de Limoneno, Eugenol, Geraniol, a
— Pineno e trans — Anetole variaram de 60,99 a 2142 ppm e 79,76 a 3217 ppm, respectivamente.
O numero de ovos e a emergéncia de adultos reduziram com o aumento das concentrages. As

taxas instantaneas de crescimento populacional (r;) foram negativas nas maiores concentragdes.



Geraniol ¢ a — Pineno foram repelentes aos niveis das CLsy e CLgs. Na associacdo dos compostos
com cultivares resistentes, BRS Tracuateua, BR 17 Gurgueia, Epace 10 e Sempre Verde foram
associadas a Eugenol, Geraniol, e trans - Anetole. As CL3y e CLs destes compostos variaram de
54,77 a 103,48 ppm e 60,99 a 125,18 ppm, respectivamente. Na maioria dos parametros a CLsg
obteve efeito adverso significativamente maior que a CL3. A cultivar BR 17 Gurgueia associada
a Eugenol e Geraniol afetou mais sgnificatvamente C. maculatus, em relacdo a associagdo com

trans — Anetole.

PALAVRAS-CHAVE: Caruncho do feijdo-caupi, inseticidas naturais, bioatividade, cultivares

resistentes.
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by
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ABSTRACT

The present study aimed to: (i) evaluate the resistance of cowpea cultivars to
Callosobruchus maculatus (Fabr, 1775.); (ii) determine the toxicity of contact and the repellent
effect of synthetic compounds of essential oils on C. maculatus adults; (iii) evaluate the effects of
the association of cowpea cultivars with synthetic compounds in control of C. maculatus. In the
evaluation of cowpea resistance have been selected the cultivars BR 17 Gurgueia, BRS
Tumucumaque, BRS Inhuma, Canapuzinho, Epace 10 and Pingo de ouro 1-2 in no-choice test,
which were used in free choice test. BRS Inhuma, BR 17 Gurgueia, Canapuzinho and Pingo de
ouro 1-2 highlighted in both tests reducing viability of immature phase. Canapuzinho BRS
Tumucumaque, Epace 10 and BRS Tracuateua showed hemaglutinanting and trypsin inhibitory
activities. In toxicity and repellency tests the LCsp; and LCgys of the compounds Limoneno,
Eugenol, Geraniol, a — Pinene e trans — Anethole ranged from 60.99 to 2142 ppm and 79.76 to
3217 ppm, respectively. The number of eggs and adult emergence were inversely proportional to
the increase of concentrations. The instantaneous rate of growth (ri) were negative at the highest
concentrations used. The major compounds o - Pinene and Geraniol were repellent at levels of
LCso and LCgs. In association of the synthetic compounds with resistant cultivars BRS

Tracuateua, BR 17 Gurgueia, Epace 10 and Sempre Verde were associated with Eugenol,



Geraniol, e trans - Anethole. The LC3p and LCs of these synthetic compounds ranged from 54.77
to 103.48 ppm and 60.99 to 125.18 ppm, respectively. In the most of the parameters evaluated,
LCso had adverse effect significantly higher than LC3o. BR 17 Gurgueia associated with Eugenol
and Geraniol affected more significantly the biological parameters of C. maculatus than when

associated with trans - Anethole.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O feijdo-caupi € uma planta herbacea, autdgama, anual, cuja regido de origem mais provavel
situa-se na parte oeste e central da Africa. E uma das leguminosas melhor adaptadas as condices
edafoclimaticas do Nordeste brasileiro, versatil e nutritiva entre as espécies cultivadas, sendo um
importante alimento e componente essencial dos sistemas de producdo nas regifes secas dos
tropicos, cobrindo parte da Asia, Estados Unidos, Oriente Médio e Américas Central e do Sul
(Singh et al. 2002).

No Brasil, apesar da baixa produtividade em nivel nacional, em torno de 369 kg ha™, o
feijdo-caupi apresenta-se como opc¢do de cultura de entressafra e ser explorada numa diversidade
de sistemas de producdo e niveis tecnoldgicos, obtendo-se produtividades superiores a 2.500 kg
ha®, podendo alcancar patamares ainda mais elevados, principalmente em regides de clima
favoravel e em funcgdo das cultivares de elevada produtividade e adaptadas ao local de cultivo
(Freire Filho et al. 2005, Rocha et al. 2007, Freire Filho et al. 2011).

Nas regides Norte e Nordeste do Brasil, o cultivo de feijdo-caupi é feito, principalmente, em
sistema de consodrcio, na sua maioria por pequenos agricultores, sendo cultivado para producéo de
gréos verdes e secos (Teixeira et al. 1988, Granjeiro et al. 2005). Tradicionalmente, é uma cultura
de subsisténcia, no entanto, tem avancado para a producdo em areas mais tecnificadas, utilizando
praticas de correcdo, fertilizacdo e irrigacdo, em rotagdo com outras culturas (Freire Filho et al.
2005). O Estado do Ceara, juntamente com os Estados do Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui
e Rio Grande do Norte constituem grandes produtores da regido Nordeste. Nestes, o feijdo-caupi

também é utilizado na producéo de feno para nutri¢do protéica dos animais, bem como uma opcao
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para fixacéo de nitrogénio e incorporacdo de matéria organica em solos, uma vez que é capaz de
se desenvolver em situaces de baixa fertilidade (Freitas 2006). Para a populacdo brasileira, o
feijdo-caupi constitui uma importante fonte de proteina, calorias e outros nutrientes para a dieta,
contribuindo para o controle da subnutri¢do e desnutricdo dos brasileiros (Fagéria et al. 2006).

Os graos do caupi contém teores de proteinas, variando de 20 a 26%, importantes fragcdes de
lipideos, acucares, calcio, ferro, potassio, fésforo e aminoacidos essenciais como isoleucina,
leucina, fenilalanina, tirosina, metionina, dentre outros, com destaque para a ultima por estar
presente em guantidades bem superiores ao feijdo do género Phaseolus (Mousinho 2005). Além
disso, possuem grande quantidade de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura (2% em
média) e auséncia de colesterol (Andrade Janior et al. 2003); porém a composicdo destes
nutrientes pode variar devido as praticas agrondmicas realizadas na cultura e no manejo pos-
colheita (Ferreira Neto et al. 2006).

Alguns estudos tém sido realizados na &rea de qualidade nutricional dos gréos,
concentrando-se, principalmente, na avaliacdo de gendtipos com relacdo ao teor de proteinas e
carboidratos em grdos secos (Silva et al. 2002). A biofortificagdo dos gréos, por meio do
desenvolvimento de cultivares com altos teores de ferro e zinco, representa uma ferramenta eficaz
no combate a anemia ferropriva e no fortalecimento do sistema imunoldgico das populacdes
carentes do Nordeste brasileiro (Rocha et al. 2008).

Apesar da expressiva producdo dessa cultura devido a sua importancia econdmica e
nutricional, especialmente no Nordeste Brasileiro, ha ainda varios fatores bioticos e abidticos que
impdem restricdes ao cultivo e utilizacdo do feijdo-caupi. Dentre os de natureza biotica,
ressaltam-se o ataque de pragas e as doencas (Freire-filho et al. 1999).

O caruncho, Callosobruchus maculatus (Fabr.), é considerado a praga mais importante do

feijdo-caupi armazenado em regifes tropicais e subtropicais (Pereira et al. 2008). Apresenta
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infestacdo cruzada, ou seja, inicia o ataque no campo e intensificando-se nas unidades
armazenadoras. E classificado como uma praga primaria interna, sendo capaz de atacar os grios
inteiros e sadios, cujas larvas perfuram e penetram nos grdos para completar o seu
desenvolvimento (Lorini et al. 2010). Este inseto causa perdas quantitativas e qualitativas
substanciais decorrentes da perfuracdo das sementes e consequente reducdo de peso, valor de
mercado e germinacdo (Oluwafemi 2012).

Estudos desenvolvidos por Bastos (1973) mostraram que sementes de caupi com 5 e 100%
de injurias apresentaram desvalorizacdo comercial de 53,3% e 81,27%, respectivamente.
Sementes de caupi com um, dois, trés e quatro furos tiveram a germinacdo reduzida em 18,3;
51,7; 66,7 e 100%, respectivamente (Santos & Vieira 1971).

A descricdo das fases de C. maculatus feita por Bastos (1981) menciona que 0S 0VOS
apresentam formato assimétrico, cor branca, medindo 0,5mm de comprimento e 0,3mm de
largura, sendo depositados e aderidos aos grdos. Os ovos viaveis sdo facilmente diferenciados dos
invidveis, pois sdo opacos e apresentam a coloracdo das particulas roidas pelas larvas durante a
ecloséo e penetracdo nas sementes; as larvas sdo de coloracdo branca, cabeca marrom, formato
curvilineo e quando completamente desenvolvidas tém o comprimento de aproximadamente
3,0mm; apds a eclos@o penetram diretamente nas sementes, onde completam todo o seu
desenvolvimento. Pupas de coloracdo branca com pernas e olhos vestigiais, e quando proximas a
se transformar em adultos, atingem o comprimento aproximado de 4,0mm e apresentam coloracao
marrom; também desenvolvem-se no interior dos graos. Adultos de tamanho variavel entre 2,5 a
3,0mm de comprimento, com cabeca, torax e abddmen pretos, apresentando pubescéncia no térax
e abdome, variando do branco ao dourado. Os élitros séo estriados, exibindo cada um trés

manchas bem distintas, porém quando vistas em conjunto formam uma mancha em forma de X.



Em feijdo-caupi, C. maculatus a temperatura de 30° + 0,5 °C e 70 + 2% de umidade relativa,
apresentou os seguintes resultados na sua biologia: nimero médio de ovos/fémea - 87,2; periodos
de pré oviposicao, oviposicdo e pos oviposi¢cdao menor que 1; 5,30 e 1,10 dias, respectivamente;
longevidade dos adultos - 6,84 dias; média de ovos inférteis/fémea - 6,2%; no 3° dia de postura
houve um maior percentual de ovos férteis que originaram adultos; periodo de ovo a adulto
recém-emergido - 23,80 dias; razdo sexual - 0,5 (Santos 1971).

O controle da infestacdo causada por C. maculatus e outras pragas de grdos armazenados
pode ser conseguido com o uso de inseticidas convencionais que, via de regra, podem provocar
efeitos adversos a aplicadores e consumidores, bem como selecionar populacbes de insetos
resistentes (Kawuki et al. 2005). Estes produtos também podem causar impactos negativos ao
meio ambiente, aos seres humanos e a organismos nao-alvo. No entanto, a maioria dos pequenos
produtores ndo adota novas formas de manejo devido a razdes financeiras e técnicas. Assim, ha a
necessidade do desenvolvimento de taticas de controle mais econémicas, seguras e de facil
utilizacdo para o manejo de C. maculatus (Tiroesele et al. 2015).

A diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a producdo de
compostos secundarios, como os alcaldides, flavondides, taninos, quinonas, 6leos essencias,
saponinas, dentre outros. Estas substancias servem como defesa das plantas contra as
adversidades do ambiente, como estresse hidrico, baixas temperaturas e ataque de pragas (fungos,
insetos, bactérias e virus) (Fazolin et al. 2002).

Plantas com potencial inseticida vém sendo testadas na busca de compostos que apresentem
maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica e aplicabilidade em
programas de manejo de pragas e baixo impacto ambiental, j& que muitos dos inseticidas

disponiveis no mercado sdo toxicos e de custos elevados (Viegas Junior 2003).



Os inseticidas botanicos tém acgdo rapida, mas embora a morte ndo ocorra em poucas horas
ou dias, os insetos podem parar de se alimentar quase que imediatamente ap6s a aplicacdo; muitos
dos inseticidas botanicos tém baixa a moderada toxicidade aos mamiferos; a rapida degradacéo e
0 curto periodo residual os tornam mais seguros para 0 meio ambiente; alguns sdo seletivos a
inimigos naturais; também podem ser preparados na propriedade rural a baixo custo, quando se
dispde de material vegetal e as substancias bioativas sdo soliveis em agua (Katrhina & Antonio
2004).

As plantas com atividade inseticida atuam nos insetos por ingestdo, contato e/ou fumigacao,
podendo ser utilizadas como pds, extratos aquosos ou organicos, 0leos essenciais e compostos
constituintes; e também serem associadas com outras taticas de controle, como o controle
biolégico e cultivares resistentes, em programas de manejo integrado de pragas (Ketoh et al.
2005). As espécies botanicas mais promissoras para serem usadas como plantas inseticidas
pertencem as familias: Asteraceae, Annonaceae, Canellacea, Lamiaceae, Malvaceae, Meliaceae,
Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae e Zingiberaceae (Rajendran & Sriranjini 2008).

Das plantas podem ser extraidos Oleos essenciais que vém sendo bastante utilizados no
controle de diversas pragas. A maioria dos 6leos essenciais sdo misturas altamente complexas de
mono- (C10) e sesquiterpenos (C15), incluindo fendis biogeneticamente relacionados
(fenilpropenos e cinamatos). Estes compostos sdo geralmente responsaveis pelos odores
caracteristicos e / ou aromas das plantas de onde s&o obtidos (Isman & Machial 2006).

Os Oleos essenciais podem conter centenas de diferentes constituintes, mas certos
componentes se apresentam em quantidades maiores. Por exemplo, 1,8-cineole € predominante no
oleo essencial de Eucalyptus spp., linalol em Ocimum spp., limoneno em Citrus spp., mirceno em
Curcuma longa L., carvone em Carum carvi L., asarone em Acorus calamus L. e glucosinatos em

plantas pertencentes a Brassicaceae, cianidrinas em Manihot esculenta Crantz, tiosulfinatos em
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Allium spp., salicilato de metila em Securidaca longepedunculata (Fresen.), assim como [-
thujoplicine em Thujopsis dolabrata (Thunb. ex L. f.) Siebold & Zucc.. Entre os componentes do
Oleo essencial, os monoterpendides tém atraido a maior atencdo para atividade fumigante contra
insetos de grdos armazenados (Rajendran & Sriranjini 2008). Segundo Ootani et al. (2013) a acédo
inseticida, bactericida e fungicida dos Oleos essenciais deve-se a presenca de monoterpenos e
sesquiterpenos em grande quantidade, sendo possivel a identificacdo dessas substancias através da
analise cromatografica. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos fisioldégicos dos 6leos
essenciais e seus constituintes nos insetos, mas alguns dos sintomas sugerem um modo de acao
neurotoxico. Os Oleos essenciais podem afetar sitios alvo octopinérgicos, reforcando a hipétese de
que sdo fortemente inseto-especificos como é o0 neurotransmissor octopamina e possuem a
habilidade de imitar a acdo de octopamina em baixas concentracdes (Kostyukovsky et al. 2002).
O monoterpeno linalol demonstrou acdo no sistema nervoso, afetando o transporte de ions e a
liberacdo de acetilcolinesterase nos insetos (Re et al. 2000).

Varios testes com 6leos essenciais tém sido utilizados para o controle de C. maculatus, em
diversos paises. Keita et al. (2001), trabalhando com 6leos essenciais, estimaram CLsp de 65 mL/g
e 116 mL/g para Ocimum basilicum L. e O. gratissimum, respectivamente, apds um periodo de
exposicdo de 48 horas. Brito et al. (2006), avaliando a toxicidade de Oleos essenciais de
Eucalyptus spp, observaram diminuicdo dos tempos letais e doses letais 50, com um aumento no
tempo de exposicdo e da dose aplicada. Ketoh et al. (2006) observaram que o Oleo essencial de
Cymbopogon schoenanthus (L.) Sprengel foi efetivo, como fumigante na concentracdo CLso de
2,7 uL/L de ar, enquanto que Pereira et al. (2009), utilizando 6leos essenciais de Cymbopogon
martini (Roxb.) Will. Watson, Piper aduncum L., Piper hispidinervum C. DC. e outros na
concentracdo de 50uL/20g obtiveram 100% de mortalidade, logo apds a impregnacao. Gusmao et

al. (2013), testando 6leos essenciais de Foeniculum vulgare Mill., Eucalyptus citriodora Hook.,
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Cymbopogon winterianus Jowitt e Eucalyptus staigeriana F. em teste de contato, estimou as
CLsso em 178,13, 298,17, 328,42 e 345,57 ppm, respectivamente.

Compostos majoritarios de 0Oleos essenciais também tém sido utilizados no controle de
pragas de grdos armazenados. Obeng-Ofori & Reichmuth (1997) testando eugenol para o controle
de Sitophilus granarius L. encontraram dose letal de 2,5 pg/besouro. Ho et al. (1997), testando
efeito fumigante de Trans-anetole para T. castaneum obtiveram CLsy de 48,1 uL/L, enquanto que
Lee et al. (2001) encontraram este mesmo efeito efeito com Menthone para Sitophilus oryzae,
com CLsg de 61,5 pL/L. Huang & Ho (1998), avaliando a toxidade de aldeido cindmico em T.
castaneum encontraram CLsp de 0,70 mg/cm?. Park et al. 2003, testando constituintes de folhas
de Chamaecyparis obtusa Endl. em Callosobruchus chinensis L., observaram mortalidade de 97%
com a-phellandrene a 0,1 mg/cm2. Rozman et al. (2007) observaram mortalidade de 100% de
Rhyzopertha dominica F. quando utilizaram os constituites camphor e linalol, apés 24h da
aplicacéo, a partir de uma concentracdo de 0,1 uL/720 mL.

Para o controle de C. maculatus com constituintes majoritarios destacam-se os trabalhos de
Don-Pedro (1996), com os fumigantes menthone e d-limoneno, estimando CLs de 8,3 pL/L e 5,5
uL/L de ar, respectivamente, e Ajayi et al. (2014), que obtiveram DLz, de 31,4 uL/L de ar de a-
pineno para adultos desse inseto.

O uso de cultivares resistentes também constitui uma das taticas promissoras no manejo de
C. maculatus, pela facilidade de utilizacdo, baixo custo e compatibilidade com outras taticas de
controle (Lima et al. 2001). Deste modo, varias pesquisas tém procurado selecionar fontes de
resisténcia a C. maculatus, com o objetivo de reduzir as injdrias e danos no armazenamento.
Barreto e Quinderé (2000) observaram que 0s parametros nimero de ovos, insetos emergidos e
sementes danificadas correlacionaram-se positivamente, sendo considerados relevantes na

avaliacdo da resisténcia de feijao-caupi ao C. maculatus. Jackai e Asante (2003) recomendaram

7



que a % de emergéncia de adultos, o indice de crescimento populacional e a % de perda de peso
dos graos sejam os indicadores mais confiaveis para avaliar a resisténcia de genotipos de feijdo-
caupi ao caruncho.

Lima et al. (2002), estudando a estabilidade da resisténcia de genotipos de feijdo-caupi ao
C. maculatus em geracdes sucessivas, ndo observaram adaptacdo deste inseto aos genotipos
testados, mantendo-se a resisténcia estavel através das geracbes. Costa e Boica Junior (2004)
observaram que 0s gendtipos de feijdo-caupi TE 90 170 29F, TE 90 170 76F, CNCX 405 17F e
TE 87 108 6G apresentaram resisténcia do tipo ndo preferéncia para alimentacdo e/ou antibiose,
sendo que os dois Ultimos também apresentam nédo preferéncia para oviposicao.

Pesquisas, também, tém demonstrado que as proteinas de defesa de sementes, como 0s
inibidores de tripsina (Gatehouse et al. 1989) e vicilinas (globulinas de reserva 7S) (Macedo et al.
1993) sdo importantes fatores de resisténcia de genotipos de feijdo comum e caupi a bruquideos.

Muitas das proteinas de defesa de plantas podem ser divididas em dois principais grupos,
segundo a forma pelas quais podem causar efeitos tdxicos no processo de digestdo dos insetos. No
primeiro grupo, encontram-se proteinas inibidoras de enzimas digestivas, como os inibidores de a
-amilases (Franco et al. 2005) e os inibidores de proteases (Oliveira et al. 2003, Franco et al.
2004, Gomes et al. 2005). Os efeitos toxicos causados por estas proteinas sdo devido a privacao
de nutrientes pela inibi¢do seletiva de enzimas digestivas presentes no trato intestinal dos insetos
(Jongsma & Bolter 1997, Gatehouse et al. 1999). No segundo grupo estdo as proteinas que se
ligam a quitina, como as lectinas (Dutta et al. 2005, Gupta et al. 2005, Macedo et al. 2007) e
vicilinas (Moura et al. 2007), que sdo capazes de se ligarem a membrana peritrofica interferindo

na assimilacédo de nutrientes, levando o inseto a morte (Sales et al. 1996).



Os inibidores de origem protéica encontram-se amplamente distribuidos em animais,
microrganismos e plantas e sdo capazes de produzir complexos estequiométricos com enzimas e,
assim, inibir competitivamente as atividades cataliticas destas (Valueva & Moslov 1999).

Os inibidores de proteinases tém sido encontrados nas mais variadas espéecies vegetais, onde
as angiospermas dicotiledoneas, particularmente as familias Leguminosae e Solanaceae,
apresentam o maior nimero de espécies contendo esses inibidores (Birk 1996). Apesar desta
ocorréncia generalizada, a quantidade de inibidores é extremamente variavel, mesmo entre
espécies do mesmo género, e até mesmo entre variedades de uma mesma espécie (Xavier-Filho et
al. 1989).

Além de inibidores de tripsina, os de quimiotripsina também tem sua fungcdo bem conhecida
como proteinas de armazenamento, sendo igualmente importantes em proporcionar resisténcia
(Liener & Kakade 1980, Ryan 1990). Alguns estudos mostraram que a resisténcia esta associada
com polipeptideos de vicilina, 0s quais sdo expressos principalmente nos cotilédones das
sementes resistentes, e que héa associacdo de vicilinas com a quitina presente no intestino médio
dos insetos (Miranda et al. 1998).

Dados mais recentes mostraram a capacidade de interag@o das vicilinas de feijdo-caupi com
a quitina, propriedade que esta diretamente relacionada com a defesa das plantas contra insetos
(Sales et al. 2001). Nos genotipos de feijao-caupi que séo resistentes ao C. maculatus verificou-se
uma associacdo mais forte das vicilinas variantes com as membranas quitinosas do tubo digestivo
(Firmino et al. 1996).

Vérias lectinas de plantas também demonstraram efeitos entomotoxicos quando
administradas a insetos das ordens Coleoptera, Hemiptera e Lepidoptera (Carlini & Grossi-de-Sa
2002). Os mecanismos pelos quais as lectinas matam insetos tém sido estudados e podem

envolver interacdes com glicoconjugados ao longo do trato digestivo, resisténcia a proteolise e
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ligacdo a enzimas digestivas. Estes efeitos podem resultar em lesdes morfoldgicas no trato
digestivo, rompimento do epitélio do intestino médio e da matriz peritrofica ou a estimulacdo de
atividades enzimaticas que promovem a instabilidade metabdlica e prejudicam a nutricdo e
comportamento alimentar (Zhu-Salzman et al. 1998, Carlini & Grossi-de-Sa 2002, Sauvion et al.
2004, Macedo et al. 2007, Coelho et al. 2009, Napoledo et al. 2012).

A associacdo de cultivares resistentes com 0Oleos essenciais e seus constituintes torna-se
também uma importante tatica de manejo de pragas de grdos armazenados, sendo uma alternativa
a utilizacdo de inseticidas quimicos fumigantes como a fosfina. Trabalhos como os de Castro et
al. (2013), avaliando os efeitos da associacdo de gendtipos resistentes de feijdo-caupi com 6leos
essenciais de diferentes espécies e Lale & Mustapha (2000), que avaliaram o potencial da
combinacdo de 6leo de nim e cultivares resistentes, comprovam a eficiéncia desta tatica de
controle no manejo de C. maculatus.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos: (i) avaliar a resisténcia de
cultivares de feijdo-caupi a C. maculatus; (ii) determinar a toxidade por contato e o efeito
repelente de constituintes quimicos abundantes em 6leos essenciais sobre adultos; (iii) avaliar os
efeitos da associacao de cultivares de feijdo-caupi e constituintes de éleos essenciais no controle
dessa praga.
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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo selecionar cultivares de feijdo-caupi Vignha
unguiculata (L.) Walp. resistentes a Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) e avaliar a atividade
de lectina e inibidor de tripsina presentes nestas cultivares. Foram avaliadas 22 cultivares de
feijdo-caupi mais a testemunha Sempre Verde em teste sem chance de escolha, selecionando-se as
cultivares BRS Tracuateua, BR 17 Gurgueia, BRS Tumucumaque, BRS Inhuma, Canapuzinho,
Epace 10 e Pingo de ouro 1-2, a serem utilizadas em teste com chance de escolha por
apresentarem antibiose, afetando a maior parte dos parametros bioldgicos de C. maculatus. As
cultivares BRS Inhuma, BR 17 Gurgueia, Canapuzinho e Pingo de ouro 1-2 destacaram-se em
ambos os testes por reduzir a viabilidade da fase imatura. BRS Tracuateua e Epace 10 foram
menos preferidas para a oviposicdo. As cultivares Canapuzinho, BRS Tumucumaque, Epace 10 e
BRS Tracuateua apresentaram atividade hemaglutinante e inibidora de tripsina. As cultivares BR

17 Gurgueia, BRS Inhuma e Pingo de ouro 1-2 apresentaram somente atividade hemaglutinante.

PALAVRAS-CHAVE: Caruncho do feijao-caupi, Vigna unguiculata, resisténcia de plantas,

atividade enzimatca.
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SELECTION OF COWPEA CULTIVARS AND EVALUATION OF ENZYMATIC ACTIVITY
RELATED OR NOT WITH RESISTANCE LEVEL TO Callosobruchus maculatus (FABR.)

(COLEOPTERA: CHRYSOMELIDAE: BRUCHINAE)

ABSTRACT- This study aimed to select cowpea cultivars Vigna unguiculata (L.) Walp. resistant
to Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) and evaluate lectin and trypsin inhibitor activities
present in these cultivars. Were evaluated 22 cowpea cultivars besides control Sempre Verde in
no-choice test, selecting the cultivars BR 17 Gurgueia, BRS Tumucumaque, BRS Inhuma,
Canapuzinho, Epace 10 and Pingo de ouro 1-2, to be used in free choice test for present atibiosis,
affecting most of the biological parameters of C. maculatus. BRS Inhuma, BR 17 Gurgueia,
Canapuzinho and Pingo de ouro 1-2 highlighted in both tests reducing viability of immature
phase. Canapuzinho BRS Tumucumaque, Epace 10 and BRS Tracuateua showed
hemaglutinanting and trypsin inhibitory activities. BR 17 Gurgueia, BRS Inhuma and Pingo de

ouro 1-2 presented only hemaglutinanting activity.

KEY WORDS: Cowpea weevil, Vigna unguiculata, plant resistance, enzymatic activity.
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Introducéo

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp, constitui a principal cultura de subsisténcia
das regides Norte e Nordeste do Brasil, especialmente no Semiarido Nordestino (Lima 2007). E
uma espécie bem adaptada as condi¢des edafoclimaticas da regido, possuindo ampla variabilidade
genética, elevado valor nutricional e alto potencial produtivo. E uma cultura de importancia
estratégica para as populacdes com poucas alternativas, sendo os Estados do Ceara, Piaui e
Pernambuco os maiores produtores para as safras 2005 a 2009 (Freire Filho et al 2011). O
consumo na forma de grdos secos, vagens ou graos verdes como hortalica, com 60 a 70% de
umidade torna-se excelente alternativa de comercializacdo para os agricultores (Oliveira et al.
2001).

De um modo geral, a comercializacdo do feijdo-caupi é realizada por meio de mercados
publicos, com a venda em atacado ou a varejo, onde a maioria do produto armazenado encontra-se
estocado no praéprio local de distribuicdo (Sousa et al. 2008).

Nos tropicos e subtrépicos, o caruncho do feijao-caupi, Callosobruchus maculatus (F.)
(Coleoptera: Crysomelidae: Bruchinae) constitui a principal praga dos grdos armazenados desta
leguminosa (Dimetry et al. 2007); a infestacdo inicia-se no campo e o crescimento populacional
subsequente nos locais de armazenamento; pode causar elevada perda de peso dos gréos dentro de
seis meses, se medidas profilaticas ndo forem adotadas (Sanon et al. 2005).

A fim de reduzir perdas durante o armazenamento, varias taticas de controle tém sido
desenvolvidas, destacando-se 0 uso de inseticidas quimicos. Estes produtos provocam impactos
negativos aos aplicadores, consumidores e a organismos ndo-alvo. No entanto, a maioria dos
pequenos agricultores ndo adota novas formas de manejo devido a razfes financeiras e técnicas.
Assim, ha a necessidade do desenvolvimento de taticas de controle mais econémicas, seguras e de

facil utilizacdo para 0 manejo dessa praga (Tiroesele et al. 2015).
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O uso de cultivares resistentes é uma tatica promissora para o manejo de C. maculatus, uma
vez que € capaz de manter a populacdo da praga abaixo do nivel de dano econémico, sem causar
distdrbios ou poluicdo ao meio ambiente. Além disso, ndo exige conhecimentos especificos do
agricultor, sendo de facil utilizacdo, baixo custo e compativel com outras taticas de controle,
estando em consonancia com a filosofia do Manejo Integrado de Pragas (Vendramim & Guzzo
2009). A resisténcia a C. maculatus tém sido bastante avaliada, como nos trabalhos de Sales et al.
(2001), Mota et al. (2002), Kellouche et al. (2004), Swella e Mushobozy (2009), Onyido et al.
(2011), Desphande et al. (2011) que comprovaram importantes resultados sobre a selecdo de
cultivares resistentes.

A resisténcia de sementes a pragas de grdos armazenados pode estar relacionada a proteinas
com atividade inseticida como vicilinas que atuam sobre a quitina presente no intestino médio
(Uchda et al. 2006), inibidores de a-amilases responsaveis pela inibicdo de enzimas que catalisam
a hidrolise de ligagbes glicosidicas prevenindo o crescimento e desenvolvimento das larvas
(Engkagul et al. 2004), lectinas que podem interferir em enzimas digestivas e proteinas
assimiladoras, inibindo assim a digestdo dos alimentos (Zhu et al. 1996, Coelho et al. 2009,
Napoledo et al. 2012) e inibidores de tripsina, os quais sdo produzidos com o objetivo de modular
a atividade de auto-proteases, podendo conferir resisténcia a insetos pragas por inibir enzimas que
sdo importantes para a nutricdo, crescimento e desenvolvimento (Laskowski & Qasim 2000,
Bhattacharyya et al. 2007).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos selecionar cultivares resistentes a
C. maculatus, atraves de testes com e sem chance de escolha e avaliar a atividade de lectina e

inibidor de tripsina presentes nas cultivares.
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Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia Agricola do

Departamento de Agronomia, Area de Fitossanidade da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), com temperatura e umidade relativa monitoradas e fotofase de 12 h. As
analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Glicoproteinas do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco.
Criacdo de Callosobruchus maculatus. Os insetos foram provenientes da criacdo estoque
mantida no Laboratorio de Entomologia Agricola da UFRPE. Foram criados por vérias geraces,
em graos de feijao-caupi, V. unguiculata cv. Sempre Verde, acondicionados em recipientes de
vidro de 400 mL de capacidade, devidamente fechados com tampa plastica perfurada, revestida
internamente com tecido fino transparente tipo voil para permitir a passagem do ar.

Insetos de 0-48 h de idade foram confinados durante quatro dias para efetuarem a postura,
em seguida retirados, e os recipientes mantidos sob temperatura de 26,0 + 2,0 °C, umidade
relativa de 63,08 + 2,6% e fotofase de 12h até a emergéncia dos adultos.

Cultivares de Feijdo-caupi. Utilizaram-se as cultivares provenientes da Embrapa Semiérido:
BRS Paraguagu, BRS Tracuateua, BRS Cauamé, BRS Milénio e BRS Pujante; e da Embrapa
Meio-Norte: Patativa, Pingo de ouro 1-2, Canapuzinho, Epace 10, Paulistinha, BRS Inhuma, BRS
Tumucumaque, Canapuzinho 1-2, Canapuzinho 2, Pingo de ouro 2, BRS Rouxinol, Sazi sambili,
Capela, Corujinha, BR 17 Gurguéia, Mulato e BRS Pajeu.

Teste sem Chance de Escolha. As cultivares foram testadas quanto a resisténcia a C. maculatus
em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢Ges, sendo a cultivar Sempre Verde,
proveniente da UFRPE, usada como testemunha. Avaliaram-se 0s seguintes parametros: total de
0VO0S e 0Vos por gréo, viabilidade de ovos (%), total de adultos emergidos e adultos emergidos por

grédo, viabilidade da fase imatura (%), taxa instantanea de crescimento populacional (r;), peso
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fresco de insetos (mg), perda de peso dos grédos (%), periodo de ovo a adulto e longevidade de
adultos.

A viabilidade da fase imatura foi obtida em funcdo do total de insetos emergidos, em
relacdo ao nimero de ovos viaveis. A taxa instantanea de crescimento (r;) foi calculada através da
equacdo de Walthall e Stark (1997): ri = [In(N¢/No)]/At, em que Ni= NUmero final de insetos; No
= Numero inicial de insetos; e At = Numero de dias em que o ensaio foi executado. Para o calculo
do periodo de ovo a adulto utilizou-se a formula: [Z(ntimero diario de insetos emergidos x nimero
de dias apds a infestacdo)/total de insetos emergidos].

Para cada cultivar foram utilizadas parcelas com 20g de feijdo-caupi, infestados com 10
fémeas de C. maculatus com 0-48h de idade, acondicionadas em recipientes de vidro de 250 mL
de capacidade, devidamente fechados com tampa perfurada e revestida com tecido fino,
transparente tipo voil para permitir as trocas gasosas com o exterior e impedir a fuga dos insetos.

Decorridos sete dias apds a montagem dos experimentos, os insetos foram retirados e
iniciada a contagem de ovos apds 12 dias do inicio do experimento. O total de adultos emergidos
foi contabilizado, diariamente, a partir do inicio da emergéncia, cessando a contagem ap0s quatro
dias consecutivos sem emergéncia. Para a determinagédo do peso fresco dos insetos emergidos (0-
24 h), estes foram acondicionados nos mesmos recipientes utilizados no teste, colocados em
geladeira por 1 a 2 minutos e pesados. Para determinagdo da longevidade de adultos, separou-se
10 casais provenientes de cada cultivar, acondicionando-0s em tubos de ensaio (25 x 85 mm) com
as tampas fechadas com algod&@o e computando-se a mortalidade diéria.

Os dados foram submetidos & analise de variancia ANOVA e as médias comparadas pelo
teste de Scott & Knott (1974) a 5% de probabilidade, através do programa Sisvar versao 5.0

(Ferreira 2011).
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Teste com Chance de Escolha. Foram selecionadas sete cultivares de feijdo-caupi que
apresentaram os melhores resultados em relacdo a resisténcia a C. maculatus dentre todos 0s
parametros avaliados no teste sem chance de escolha, além da testemunha Sempre Verde. Testes
individuais com chance de escolha foram realizados em arenas compostas por dois recipientes
fechados, com 120 mL de capacidade, interligados por tubos plasticos a um recipiente central,
também fechado.

Num dos recipientes laterais colocou-se 20g de feijdo-caupi, cv. Sempre Verde
(testemunha) e no outro a mesma quantidade de cada cultivar testada. No recipiente central foram
liberadas 20 fémeas de C. maculatus com 0-24 h de idade. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, com dois tratamentos (Testemunha e cultivar testada) em 10 repeticdes.
Apdbs 48h, os insetos atraidos em cada recipiente foram contados e descartados, e 0s gréos
transferidos para outros recipientes com a finalidade de contabilizar o nimero de ovos e de
adultos emergidos, respectivamente, seguindo a mesma metodologia do teste sem chance de
escolha.

Avaliou-se a preferéncia dos insetos, utilizando-se os pardmetros: nimero de insetos
atraidos, total de ovos e ovos por gréo, viabilidade de ovos (%), total de adultos emergidos e
adultos emergidos por gréo, viabilidade da fase imatura (%), peso fresco de insetos (mg), perda de
peso dos gréos (%) e periodo de ovo a adulto. A viabilidade da fase imatura e o periodo de ovo a
adulto foram calculados da mesma forma que no teste sem chance de escolha.

Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA e as médias comparadas pelo
teste t a 5% de probabilidade, através do programa SAS version 8.02 (SAS Institute 2001). Para o
numero de insetos atraidos fez-se a andlise de frequéncia de escolha, adotando-se 0 PROC FREQ
do SAS (SAS Institute 2001) e a interpretacdo, mediante o teste de qui-quadrado a 5% de

probabilidade.
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Atividade de Proteinas Inseticidas (Lectina e Inibidor de Tripsina). Realizou-se atividade
hemaglutinante de lectina e inibidora de tripsina para as sete cultivares utilizadas no teste com
chance de escolha mais a testemunha Sempre Verde.

Atividade Hemaglutinante. Esta atividade foi avaliada em placas de microtitulacdo (TPP-
TechnoProdutos Plasticos, Trasadingen, Suica) de acordo com a metodologia descrita por
Napoledo et al. (2011).

Uma diluicédo seriada dos extratos das sementes das cultivares de feijdo-caupi foi realizada e
as amostras incubadas com uma suspensdo de eritrocitos de coelho tratados com o glutaraldeido
2,5% (v/v), de acordo com Bing et al. (1967). A atividade hemaglutinante foi definida como o
inverso da maior diluicdo da amostra que promoveu total hemaglutinacdo. A atividade
hemaglutinante especifica foi definida como a razéo entre o titulo e a concentracdo da proteina
(mg/mL). Os resultados foram observados ap6s 45 min da adi¢do da suspensdo de eritrocitos.
Atividade Inibidora de Tripsina. Esta atividade foi determinada em microplacas, sendo
adicionados 5 pL de tripsina bovina a 0,1 mg/mL (em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo
CaCl, 0,02 M) a 5 pL do substrato N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) e incubados
com os extratos (5-15 pL) de sementes das cultivares de feijao-caupi. O volume de cada pogo foi
ajustado para 200 pL com tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 contendo NaCl 0,15 M. Controles do
substrato (auséncia da enzima e inibidor), da amostra (auséncia de enzima e substrato) e controle
100% (auséncia do inibidor) foram realizados. Ap6s 30 min de incubacdo, a hidrdlise do BApNA
foi determinada pela medida da absorbancia a 405 nm. Uma unidade de atividade inibidora de
tripsina foi definida como a quantidade de inibidor que reduz a absorbancia em 0,01 ap6s 30 min

a 37 °C em relacao ao controle (Pontual et al. 2014).
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Resultados e Discusséo
Teste Sem Chance de Escolha. Houve diferenga estatistica entre as cultivares para o total de
ovos de C. maculatus (F=5,97; P<0,0001), que variou de 231,60 £ 24,03 a 705,00 * 43,93 ovos
(Tabela 1). As cultivares BRS Paraguacu, BRS Tracuateua, BRS Cauamé, BR 17 Gurguéia,
BRS Tumucumaque, BRS Milénio, BRS Pujante, BRS Inhuma, BRS Capela, Epace 10,
Paulistinha, Canapuzinho e Rouxinol obtiveram os menores valores, ndo se diferenciando da
cultivar Sempre Verde (testemunha). Castro et al. (2013), caracterizando a resisténcia de 50
gendtipos de feijdo-caupi a C. maculatus ndo observaram diferenga estatistica no total de ovos.
Carvalho et al. (2011) observaram menor numero de ovos (20,00 ovos/10 g de semente) para a
cultivar Patativa.
As cultivares BRS Paraguacu, BR 17 Gurguéia, BRS Inhuma, Canapuzinho, Epace 10 e
Sazi sambili apresentaram, respectivamente, os menores valores de ovos por grao (2,30; 1,72;
2,91; 2,79; 2,75 e 2,44). Caracteristicas fisicas das sementes, como cor, textura, tamanho e dureza
estdo associadas a resisténcia de algumas cultivares de feijdo-caupi a C. macultaus,
proporcionando um decréscimo na oviposi¢do (Gbaye & Holloway 2011, Lephale et al. 2012). No
entanto, nem sempre 0s genotipos mais ovipositados sdo 0s mais suscetiveis, porque poderdo
existir outros fatores que impecam o desenvolvimento larval do inseto, e dessa forma, um
gendtipo muito ovipositado pode ainda apresentar resisténcia (Lara 1991). Na presente pesquisa, a
cultivar Pingo de ouro 1-2 apresentou elevado nimero de ovos (705,00 £ 43,93 ovos), no entanto,
afetou significativamente a maioria dos parametros biologicos de C. maculatus; a presenca de
atividade hemaglutinante de lectina com 2,36 U/mg (Figura 1) nesta cultivar pode explicar os

efeitos adversos ao inseto.
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Lale e Kolo (1998) sugeriram que a presenca de fatores bioquimicos no tegumento,
independentemente da textura da semente, podem causar reducdo de oviposicdo e baixa
sobrevivéncia desse inseto-praga em algumas cultivares de feijdo-caupi resistentes.

As cultivares BR 17 Gurguéia e Pingo de ouro 1-2 proporcionaram a menor viabilidade de
ovos (%) de 43,69 e 37,58%, respectivamente. Lima et al. (2002) verificaram menor viabilidade
de ovos na cultivar Mulato por cinco geraces, no entanto ndo avaliaram as caracteristicas
morfologicas dos grdos que dificultaram a penetracdo das larvas, ou quimicas que proporcionaram
alta mortalidade daquelas recém eclodidas. Os grdos de BR 17 Gurguéia tém tamanho reduzido,
podendo esta caracteristica morfolégica e caracteristicas bioquimicas como a atividade
hemaglutinate de lectina influenciar a viabilidade de ovos.

As cultivares BRS Paraguacu, BRS Tracuateua, BR 17 Gurguéia, BRS Tumucumaque, BRS
Milénio, BRS Pujante, BRS Inhuma, Canapuzinho, Capela, Epace 10, Paulistinha, Pingo de ouro
1-2 e Rouxinol, as quais ndo diferiram estatisticamente da cultivar Sempre Verde, destacaram-se
em relacdo ao total de adultos emergidos. Esta reducdo na emergéncia de adultos nas cultivares
BRS Tracuateua, BRS Tumucumaque e Epace 10 deve estar relacionada a presenca de atividade
hemaglutinante de lectina e inibidora de tripsina; ja nas cultivares BR 17 Gurgueia e Pingo de
ouro 1-2 a atividade hemaglutinante de lectina foi fator importante (Fiigura 1).

Sharma e Thakur (2014), estudando o desenvolvimento de C. maculatus em diferentes
gendtipos de feijdo-caupi encontraram porcentagens de emergéncia variando de 70,25 a 89,75%.
Marsaro Junior e Vilarinho (2011) constataram 30,33 insetos emergidos, em média, na cultivar
BR 17 Gurgueia, sendo esta uma das que proporcionou menor emergéncia de insetos. Na presente
pesquisa a cultivar BR 17 Gurgueia e BRS Tracuateua apresentaram baixa emergéncia,

respectivamente, com 131,60 e 148,20 insetos. Costa e Boiga Janior (2004) consideraram a
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variavel emergéncia de insetos um forte indicador de atributos de resisténcia por antibiose em
sementes de feijdo-caupi a C. maculatus.

O numero de adultos emergidos por grdo foi menor para as cultivares BR 17 Gurgueia e
Sazi sambili que apresentaram, respectivamente, médias de 0,68 e 0,66 insetos (Tabela 2). O
pequeno tamanho dos graos da cultivar Sazi sambili pode explicar a baixa emergéncia de insetos.
Ja a cultivar BR 17 Gurgueia, além do tamanho diminuto dos gréos, o baixo nimero de ovos e
viabilidade (%), além das caracteristicas bioquimicas, como a presenca de proteinas inseticidas
podem ser responsaveis pelo baixo nimero de insetos emergidos.

A menor viabilidade da fase imatura (%) foi obtida na cultivar Pingo de ouro 1-2 (44,04%).
Esta caracteristica reflete diretamente na emergéncia de insetos, estando relacionada
especialmente a caracteristicas bioquimicas inerentes aos grdos, como a presenca de proteinas
inseticidas vicilinas, inibidores de tripsina, lectina etc. Castro et al. (2013) verificaram que 0s

gendtipos 1T81 D-1045 Ereto IT81 D-1045 Enramador apresentaram uma baixa viabilidade da

fase imatura para C. maculatus. Lima et al. (2001), identificando gendtipos resistentes a C.
maculatus, verificaram a menor viabilidade da fase imatura (59,5%) para IT89KD-245.

Nenhuma das cultivares obtiveram taxa instantdnea de crescimento populacional (r;)
negativa, no entanto as menores taxas de 0,06651; 0,05836 e 0,06889 foram estimadas,
respectivamente, em BRS Tracuateua, BR 17 Gurgueia e Epace 10. Melo et al. 2012 constataram
menor taxa instantanea de crescimento (0,052) para o genotipo TE96-290-126.

As cultivares BRS Paraguacu, BRS Tracuateua, BRS Cauame, BR 17 Gurgueia,
Canapuzinho 1-2, Canapuzinho 2, Capela, Corujinha, Patativa Rouxinol e Sazi sambili
apresentaram menor peso de insetos, em relacdo a cultivar Sempre verde (testemunha). Soares
(2012) verificou que as cultivares crioulas AM-61-1-Costela de Vaca e AM-61-3-Lizéo

Carioquinha proporcionaram 0s menores pesos secos meédios de insetos de 1,751 e 2,205 mg,
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respectivamente. No presente trabalho, os pesos médios frescos de 4,13; 4,17 e 4,18 mg foram
obtidos para as cultivares Capela, Sazi sambili e BRS Cauamé, respectivamente.

As cultivares BRS Tracuateua, BR 17 Gurgueia, BRS Tumucumaqgue, BRS Inhuma, Epace
10 apresentaram as menores perdas de peso dos grdos (%), respectivamente, de 11,06; 13,83;
13,48; 13,60 e 14,78% (Tabela 3). Mogbo et al. (2014), estudando a resisténcia de sementes de
caupi a C. maculatus, observaram que a cultivar Kafanji apresentou, em média, perda de peso de
16,5%. Amusa et al. (2013) constataram perda de peso de 25,33% para 0 genotipo TVx 3236.

A cultivar Epace 10 apresentou o maior periodo de ovo a adulto de 30,83 dias (Tabela 3)
Swella e Mushobozy (2009), comprarando a susceptibilidade de sementes de diferentes
leguminosas a infestacdo de C. maculatus, obtiveram um periodo de desenvolvimento meédio de
25,2 dias em feijdo-caupi. Carvalho et al. (2011) observaram um maior alongamento do periodo
de ovo a adulto na cultivar Patativa, a qual proporcionou o desenvolvimento total de C. maculatus
em 25,97 dias. O alongamento do periodo de ovo a adulto é um pardmetro muito importante na
avaliacdo da resisténcia de cultivares de feijao-caupi, ou seja, quanto maior este periodo maior o
grau de resisténcia da cultivar. Assim, a cultivar Epace 10 apresentou alta rersisténcia a C.
maculatus devido ao alongamento do periodo ovo a adulto.

A longevidade de machos néo apresentou diferenca estatistica entre as cultivares de feijéo-
caupi (F=1,63; P= 0,06). A longevidade de fémeas foi menor para as cultivares BRS Paraguacu,
BRS Cauamé, BRS Tumucumaque, BRS Milénio, BRS Inhuma, Epace 10, Mulato e Patativa,
com médias de 11,80; 11,80, 11,50; 12,60; 11,0; 13,40; 11,40 e 12,90 dias, respectivamente. A
longevidade média de adultos pode ser um parametro importante na avaliacdo da resisténcia de
cultivares de feijdo-caupi, pois efeitos negativos na alimentacdo das larvas podem refletir na
sobrevivéncia de adultos. Soares (2012) observou que as linhagens 1T81-D-1053 (6,6 dias), IT81-

D-1045-SP (6,8 dias) e 1T81-D-1045-SE (7,6 dias) e a cultivar crioula AM1-2-Quarentinha-1.2
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(8,2 dias) reduziram a longevidade de C. maculatus ndo levando em consideracdo o0 sexo, e a
cultivar BRS Guariba, com média de consumo de biomassa de 57,0%, apresentou uma
longevidade, em média, de 11,4 dias.

Teste com Chance de Escolha. A partir dos resultados obtidos no teste sem chance de escolha
foram selecionadas as cultivares BRS Tracuateua, BR 17 Gurgueia, BRS Tumucumaque, BRS
Inhuma, Canapuzinho, Epace 10 e Pingo de ouro 1-2, por apresentarem resisténcia do tipo
antibiose a C. maculatus.

O numero médio de insetos atraidos foi, significativamente, menor em quase todas as
cultivares testadas em comparacdo a cultivar Sempre Verde, com excecdo da cultivar
Canapuzinho. As cultivares Epace 10 e BRS Tracuateua atrairam em média 6,8 e 4,9 insetos,
respectivamente, correspondendo aos menores valores entre as cultivares testadas (Figura 2).

A atracdo ou ndo de insetos adultos pode afetar a decisdo de oviposicdo, a qual pode ser
influenciada por caracteristicas morfoldgicas ou quimicas dos graos. Cope e Fox (2003) sugeriram
que as fémeas de C. maculatus avaliam com precisdo a quantidade relativa de recursos
disponiveis dentro da semente e que elas ndo s6 depositam mais ovos em sementes maiores, Como
os distribui de acordo com a massa relativa das sementes disponiveis.

O numero total de ovos foi, significativamente, menor que na cultivar Sempre Verde na
maioria das cultivares testadas, exceto para a cultivar Pingo de ouro 1-2, que nédo diferiu
estatisticamente desta (t=1,56; P=0,1368), e a cultivar BR 17 Gurgueia que obteve mais ovos que
na Sempre Verde (t=3,78; P=0,0014). Nas cultivares BRS Tracuateua e Epace 10, 0 numero de
ovos de 172,0 e 168,0 foi considerado baixo, respectivamente (Tabela 4). Nestas cultivares, a
reducdo no ndmero médio de adultos atraidos pode ter influenciado a reducdo na aviposicgéo.
Soares (2012) observou que a cultivar BRS-Itaim foi menos preferida para a oviposicdo com

10,37 ovos e a cultivar crioula AM-9-1-Riso do Ano Zé Vieira (18,38 ovos) a mais preferida por
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C. maculatus. Obopile et al. (2011) observaram que os genotipos B109C e B001B foram menos
ovipositados, com 48,75 e 51,0 ovos, respectivamente.

Em relacdo ao numero de ovos por grdo, apenas as cultivares BRS Tracuateua (t=1,26;
P=0,2227), BR 17 Gurgueia (t=0,65; P=0,5248) e Pingo de ouro 1-2 (t=0,36; P=0,7251) nédo
apresentaram diferenca estatistica com a Sempre verde. Barreto e Quinderé (2000), avaliando a
resisténcia de diferentes linhagens de feijao-caupi a C. maculatus, constaram que EVx 31-3E foi a
menos ovipositada. No presente trabalho, a cultivar Epace 10 destacou-se com 1,66 ovos por gréo.

As cultivares BR 17 Gurgueia (t=6,22; P<0,0001), BRS Inhuma (t=4,23; P=0,0005),
Canapuzinho (t=19,92; P<0,0001) e Pingo de ouro 2 (t=9,86; P<0,0001) proporcionaram menor
viabilidade de ovos, sendo que a Ultima apresentou uma viabilidade de apenas 32,85%. Melo et al.
(2012) ndo observaram diferenca estatistica entre os gendtipos BRS Guariba, BR 17 Gurgueia,
BRS Rouxinol e TE96-290-12G, em teste com chance de escolha.

O total de adultos emergidos foi significativamente menor para quase todas as cultivares,
com excecdo de BR 17 Gurgueia (t=0,01; P<0,9946). Amusa et al. (2013) verificaram emergéncia
de apenas 8,50 insetos para 0 genotipo IT81D-994 de feijao-caupi. Nesta pesquisa, as cultivares
BRS Inhuma e Epace 10 proporcionaram baixa emergéncia de insetos com 110,2 e 106,6 adultos,
respectivamente (Tabela 5). Todas as cultivares testadas apresentaram, significativamente, menos
adultos emergidos por grao, em relacdo a Sempre Verde.

Para a viabilidade da fase imatura, apenas a cultivar BRS Tumucumaque (t=0,63; P<0,5351)
ndo apresentou viabilidade significativamente menor que a cultivar Sempre verde. A cultivar
Pingo de ouro 1-2 foi a que mais afetou a viabilidade da fase imatura (42,5%) de C. maculatus.
Lima et al. (2004), estudando os efeitos da alternancia de gendtipos na biologia de C. maculatus,

observaram que BR 17 Gurgueia resistente (5% geracdo de infestacdo) proporcionou 76% de
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viabilidade da fase imatura. Na presente pesquisa a viabilidade de BR 17 Gurgueia, em teste com
chance de escolha, foi de 61,09%.

Quanto ao peso fresco de insetos, nenhuma das cultivares diferiu estatisticamente da
cultivar Sempre Verde (Tabela 6). Ja para a perda de peso dos grédos (%) apenas a cultivar BR 17
Gurgueia (t=0,56; P=0,5817) ndo apresentou menor perda de peso que a cultivar Sempre Verde. A
menor perda de peso em relacdo a testemunha foi obtida para a cultivar BRS Tracuateua (9,16%).
Nalini et al. (2012), estudando a resisténcia de gendtipos de feijao-caupi, observaram menor perda
de peso (12,67%) para o gendtipo CP 274, dentre 38 genoOtipos avaliados.

As cultivares BR 17 Gurgueia (t=9,04; P<0,001), BRS Tumucumaque (t=16,34; P<0,0001),

BRS Inhuma (t=5,23; P<0,0001) e Canapuzinho (t=6,18; P<0,0001) alongaram o periodo de ovo a
adulto de C. maculatus, em comparacdo com a cultivar Sempre Verde, em teste com chance de
escolha. Badii et al. (2013), estudando a susceptibilidade varietal de feijdo-caupi a C. maculatus,
verificaram que o genétipo SARC 3-122-2 foi o que mais alongou o periodo de desenvolvimento
do inseto (21,5 dias). No presente trabalho a cultivar Canapuzinho, em teste com chance de
escolha, proporcionou o desenvolvimento de C. maculatus em 26,67 dias.
Atividade Hemaglutinante. A atividade de lectina obtida nas cultivares no teste sem chance de
escolha foi maior nas cultivares Canapuzinho, Pingo de ouro 1-2, BRS Inhuma e BRS
Tumucumaque, correspondendo a 2,22; 2,36; 3,07 e 3,25 (U/mg), respectivamente. Esse resultado
foi semelhante ao da cultivar Sempre Verde, que apresentou atividade de 2,44 (U/mg) (Figura 1).
Nas demais cultivares a atividade obtida foi abaixo de 2 (U/mg).

A atividade inseticida de lectinas de plantas e proteinas lectina-like contra espécies de
insetos pertencentes as ordens Coleoptera, Lepidoptera, Diptera e Hemiptera tem sido bem

documentada (Carlini & Grossi-de-Sa 2002, Macedo et al. 2007). Estas proteinas apresentam uma
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vantagem como agentes inseticidas contra as pragas, que restringem o aumento na producao da
colheita, pois ocorrem naturalmente na natureza.

De modo geral, a utilizacdo de bioensaios in vitro é utilizada para avaliar as caracteristicas
bioldgicas e incluir estas proteinas em dietas artificiais, bem como oferecé-las aos insetos-alvo
durante um determinado periodo de tempo. Varios parametros avaliaram os efeitos nocivos das
lectinas e proteinas lectin-like nos insetos, tais como: peso larval, tamanho, cor, mortalidade,
inibicdo da alimentacéo, efeitos antimetabdlicos, niveis de excre¢do de “honeydew”, pupagio,
retardamento no tempo total de desenvolvimento, emergéncia dos adultos e/ou fecundidade na
primeira e/ou segunda geracdo dos insetos nas quais foram criados nas dietas artificiais
(Vasconcelos & Oliveira 2004). Uma outra complicacdo antinutricional adicional para os insetos
alimentados com dieta contendo lectina é a possibilidade de que estas possam desestabilizar o
metabolismo do inseto, por interferir com a funcdo enzimatica do intestino, seja indiretamente ou
pela ligacdo a enzimas digestivas glicosiladas no intestino (Van Damme et al. 1998).

Um pré-requisito para a toxicidade das lectinas seria a sua capacidade de sobreviver ao
ambiente proteolitico do intestino médio dos insetos. Dependendo da sua resisténcia, a protetlise
intestinal e sua especificidade aos receptores de carboidratos, as lectinas podem-se ligar a
diferentes partes do intestino e causar varias mudancas na funcdo e morfologia (Puszai et al.
1990).

Macedo et al. (2007) observaram que a lectina ligante de galactose presente em folhas de
Bauhinia monandra (BmoLL), quando incorporada em dieta artificial e oferecida a C. maculatus,
apresentou efeitos adversos consideraveis. Lectinas, como as presentes em sementes de
Koelreuteria paniculata (KpLec), também exibiram efeitos tdxicos sobre o desenvolvimento

larval de C. maculatus, proporcionando reducdo de 50 % no peso médio larval. A lectina de
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Talisia esculenta (St. Hil.) Radlk. ligante de glicose/manose produziu 90% de mortalidade,
quando incorporada a 2% em dieta artificial para C. maculatus (Macedo et al. 2002a).

Atividade Inibidora de Tripsina. As cultivares BRS Tracuateua, BRS Tumucumaque, Epace 10
e Canapuzinho exibiram alta atividade inibidora de tripsina, com os valores de 353,12; 355,82;
366,65 e 422,21 (U/mg), respectivamente. As demais cultivares ndo apresentaram atividade
inibidora (Figura 1).

Muitos dos inibidores de proteinases serinicas, tais como o inibidor de tripsina de sementes
de soja, de feijdo-caupi e o de faveiro, afetam o desenvolvimento de varios lepiddpteros e
coleopteros (Macedo et al. 2002b, Oliveira et al., 2002). O efeito causado pelos inibidores de
proteinases no processo digestivo dos insetos se deve a diminuicdo da assimilacdo de nutrientes,
através de sua ligacdo especifica a enzimas proteoliticas do intestino, impedindo que estas
executem suas fungdes primordiais no processo de digestdo protéica (Ryan 1990).

Quando os insetos sao submetidos a uma dieta artificial contendo inibidores especificos para
a principal classe de proteinases de seus intestinos, estes tém seu desenvolvimento retardado, bem
como podem apresentar mortalidade bastante significativa (Franco et al. 2003). Alguns trabalhos,
como os de Siqueira-Junior et al. (2002), Sales et al. (2005), Uchda et al. (2006) e Souza et al.
(2010) demonstraram o efeito toxico de diversas proteinas em larvas de C. maculatus.

Pesquisas tém evidenciado que os inibidores ndo atuam somente atrasando ou impedindo o
desenvolvimento larval dos insetos. Essas proteinas também podem impedir ou retardar o estagio
de pupa, o surgimento de adultos mal formados e também prejudicar a fecundidade dos insetos
(De Leo & Gallerani 2002, Franco et al. 2004).

De acordo com Lara (1991), alguns dos parametros que podem caracterizar a ocorréncia de
resisténcia sdo: menor nimero de posturas, baixa viabilidade da fase de ovo-adulto, emergéncia

reduzida dos adultos, prolongamento do periodo de desenvolvimento, menor consumo e menor
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peso dos insetos. Enquanto a reducdo na oviposicdo e na alimentagdo estdo comumente
relacionados a ndo-preferéncia (antixenose), as demais alteracdes no desempenho biologico
costumam estar relacionadas a antibiose.

As cultivares BRS Tracuateua, BR 17 Gurgueia, BRS Tumucumaqgue, BRS Inhuma,
Canapuzinho, Epace 10 e Pingo de ouro 1-2 apresentaram resisténcia do tipo antbiose a C.
maculatus. As cultivares BRS Tracuateua e Epace 10 foram menos preferidas para oviposicao.
BRS Inhuma, BR 17 Gurgueia, Canapuzinho e Pingo de ouro 1-2 destacaram-se por apresentar
resisténcia do tipo antbiose e também nao-preferéncia, reduzindo principalmente a viabilidade da
fase imatura.

As cultivares Canapuzinho, BRS Tumucumaque, Epace 10 e BRS Tracuateua, apresentaram
atividade hemaglutinante proporcionada pela lectina e inibidora de tripsina. BR 17 Gurgueia, BRS
Inhuma e Pingo de ouro 1-2 apresentaram somente atividade hemaglutinante, demonstrando que

estas proteinas presentes nas cultivares podem ser determinantes na resisténcia a C. maculatus.
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Tabela 1. Valores de total de ovos, ovos por grao, viabilidade de ovos (%) e total de adultos

emergidos de Callosobruchus maculatus em diferentes cultivares de feijdo-caupi. Teste sem

chance de escolha.

Cultivar Total de ovos? Ovos p;or Viabilidade de  Total de adultos
gréo ovos (%)?2 emergidost

Sempre Verde! 353,20£35,52b 4,45+0,45b 64,53+2,69b 227,60+24,6b
BRS Paraguacgu 290,40+43,32b 2,30+0,33c 75,69+2,15a 217,40+30,06b
BRS Tracuateua 231,60+24,03b 3,52+0,36b 63,54+3,03b 148,20+18,70b
BRS Cauameé 401,60+59,87b 3,97+0,59b 74,40£1,51a 299,80+45,33a
BR 17 Gurguéia 292,60+95,96b 1,72+0,55¢c 43,69+4,47d 131,60£42,01b
BRS Tumucumaque 373,80+84,32b 3,56+0,83b 59,59+2,47¢ 219,40+44,35b
BRS Milénio 281,60+33,11b 3,33+0,36b 76,78+2,64a 215,60+24,97b
BRS Pujante 306,60+23,76b 3,97+0,28b 70,86+4,33a 216,80+21,20b
BRS Pajeu 506,00+76,48a 3,78+0,56b 72,68+1,01a 365,00+50,83a
BRS Inhuma 362,50+74,40b 2,91+0,73c 50,40+2,31c 178,75+31,68b
Canapuzinho 348,25+58,06b 2,79+0,45¢c 55,86+4,83c 188,50+24,86b
Canapuzinho 1-2 606,80+58,26a 6,10+0,60a 51,78+4,43c 309,40+33,26a
Canapuzinho 2 679,00+31,57a 6,29+0,28a 54,55+2,26¢ 368,40+12,36a
Capela 405,20+58,85b 4,42+0,63b 56,53+2,05¢ 225,80+27,84b
Corujinha 552,80+79,91a 3,73+0,55b 62,75+3,66b 357,20+61,77a
Epace 10 279,20+48,79b 2,75+0,47c 60,30+1,80c 166,20+26,93b
Mulato 549,20+35,91a 3,82+0,24b 70,29+5,38a 380,80+20,36a
Patativa 509,20+32,82a 3,90+0,27b 55,62+1,74c 281,20+10,91a
Paulistinha 368,50+37,05b 3,52+0,37b 62,52+7,65b 231,50+35,62b
Pingo de ouro 1-2 705,00+43,93a 7,00+0,42a 37,58+0,99d 264,20+14,93b
Pingo de ouro 2 520,00+54,58a 5,02+0,51a 59,10£1,71c 305,60+29,41a
Rouxinol 427,40+56,10b 3,73+0,48b 59,29+4,36¢ 244,40+18,94b
Sazi sambili 572,00+55,46a 2,44+0,24c 55,79+1,95¢ 316,00+22,16a
1Testemunha

2Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste de Sott & Knott a 5% de

probabilidade.
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Tabela 2. Valores de insetos emergidos por grdo, viabilidade da fase imatura (%), taxa

instantanea de crescimento populacional (r;) e peso fresco de insetos de Callosobruchus maculatus

em diferentes cultivares de feijdo-caupi. Teste sem chance de escolha.

Adultos Viabilidade  Taxa instantanea P
. : . eso fresco de
Cultivar emerglgos por dafase de crescimento insetos (mg)?
grao? imatura (%)?2 (ri)?

Sempre Verde! 2,85+0,30a 79,24+2,65b  0,07753+0,002b 4,80£0,14a
BRS Paraguacgu 1,72+0,23c 90,87+£1,67a  0,07584+0,003b 4,22+0,10b
BRS Tracuateua 2,25+0,28b 78,02+2,26b  0,06651+0,003c 4,28+0,05b
BRS Cauamé 2,97+0,44a 89,54+0,81a  0,08372+0,004a 4,18+0,03b
BR 17 Gurguéia 0,68+0,03d 68,49+3,99c  0,05836+0,009c 4,38+0,08b
BRS Tumucumaque 2,08+0,43b 71,70+2,75¢  0,07513%0,005b 5,07£0,18a
BRS Milénio 2,55+0,27b 90,57+1,29a  0,07611+0,002b 4,70+0,11a
BRS Pujante 2,81+0,27a 90,19£2,26a  0,07647+0,002b 4,80+0,20a
BRS Pajeu 0,84+0,02a 84,87+2,77a  0,08896+0,003a 4,60+0,28a
BRS Inhuma 1,69+0,30c 57,03£1,62c  0,07093+0,004b 4,78+0,03a
Canapuzinho 1,51+0,19c 71,7046,80c  0,07276+0,003b 4,82+0,18a
Canapuzinho 1-2 3,10+0,33a 60,58+7,23c  0,08521+0,002a 3,93+0,24b
Canapuzinho 2 3,41+0,09a 60,87+3,49c  0,09010+0,0008a 4,40+0,08b
Capela 2,46+0,29b 67,20+6,45c  0,07698+0,003b 4,13+0,29b
Corujinha 2,41+0,42b 73,65+3,35b  0,08710+0,005a 4,38+0,48b
Epace 10 1,64+0,26¢ 76,26+1,81b  0,06889+0,004c 4,87+0,17a
Mulato 2,65+0,13b 76,64+6,17b  0,09083+0,001a 5,21+0,20a
Patativa 2,15+0,08b 61,89+1,79c  0,08333+0,001a 4,32+0,21b
Paulistinha 2,20+0,32b 82,42+7,58b  0,07746+0,004b 5,09+0,10a
Pingo de ouro 1-2 2,62+0,14b 44,04+1,34d  0,08167+0,001a 4,62+0,07a
Pingo de ouro 2 2,94+0,27a 65,94+1,67c  0,08490+0,002a 4,96+0,18a
Rouxinol 2,13+0,16b 66,33+4,12c  0,07959+0,002b 4,41+0,05b
Sazi sambili 0,66+0,02d 66,34+2,37c  0,08609+0,001a 4,17+0,22b
1Testemunha

2Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nédo diferem pelo teste de Sott & Knott a 5% de

probabilidade.
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Tabela 3. Valores de perda de peso dos gréos (%), periodo de ovo a adulto, longevidade de

machos e fémeas de Callosobruchus maculatus em diferentes cultivares de feijdo-caupi. Teste sem

chance de escolha.

Cultivar PerdaNde peso Periodo ovo a Long. de LE)ng. de
dos gréos (%)? adulto? machos? fémeas?

Sempre Verde! 35,79+1,12a 27,41+0,12¢ 8,70+0,33a 16,90+0,55a
BRS Paraguacu 30,99+2,84b 27,01+0,21e 6,80+0,75a 11,80+1,30b
BRS Tracuateua 11,06+0,58d 27,60+0,18d 8,40£0,95a 14,10£1,62a
BRS Cauameé 20,16+0,53c 27,91+0,28d 6,80+0,75a 11,80+1,87b
BR 17 Gurguéia 13,83+0,85d 29,94+0,43b 7,60+0,43a 15,60+0,82a
BRS Tumucumaque 13,48+3,52d 28,46+0,14c 9,30+0,64a 11,50+0,74b
BRS Milénio 29,40£1,81b 25,15+0,29f 7,30+0,58a 12,60+0,50b
BRS Pujante 29,65+1,71b 25,70+0,56f 8,20+0,20a 14,30+1,17a
BRS Pajeu 33,50+1,74a 27,85+0,21d 8,30+0,46a 16,00£0,57a
BRS Inhuma 13,60+2,68d 28,92+0,27¢ 7,75%£0,43a 11,00+0,86b
Canapuzinho 21,32+4,32¢ 28,93+0,12c 8,50£0,35a 15,00+£0,97a
Canapuzinho 1-2 32,53+2,11a 27,97+0,15d 7,50+0,61a 14,70+0,37a
Canapuzinho 2 35,66+2,39a 27,97+0,35d 8,00+0,57a 16,10+1,05a
Capela 24,19+2,22b 28,20+0,43d 8,90+0,29a 14,60+0,99a
Corujinha 33,20+4,79a 27,07£0,10e 6,80+0,20a 14,60+0,94a
Epace 10 14,78+3,85d 30,83+0,16a 7,90£0,24a 13,40+0,50b
Mulato 38,07+0,69a 26,88+0,11e 8,30+0,64a 11,40+0,88b
Patativa 28,49+1,27b 27,96+0,32d 8,30+0,12a 12,90+0,74b
Paulistinha 25,67+3,68b 28,81+0,64c 8,37+0,12a 15,12+1,39a
Pingo de ouro 1-2 20,25+1,30c 28,97+0,10c 8,10+0,73a 15,20+1,42a
Pingo de ouro 2 29,71+1,43b 28,54+0,11c 8,30+0,33a 15,00+0,82a
Rouxinol 27,61+1,86b 27,32+0,15e 7,60+0,57a 16,30+0,99a
Sazi sambili 33,65+2,04a 27,91+0,20d 8,40+0,95a 14,00+0,35a
1Testemunha

2Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste de Sott & Knott a 5% de

probabilidade.
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Tabela 4. Valores de total de ovos, ovos por grdo e viabilidade de ovos (%) de

Callosobruchus maculatus em diferentes cultivares de feijao-caupi. Teste com chance de escolha.

Total de ovost

Ovos por graot

Viabilidade de ovos (%)*

Cultivar Sempre . Sempre . Sempre .
Verde Cultivar Verde Cultivar Verde Cultivar
BRS Tracuateua  299,0+10,37 172,0+2515% 3,074020 245044 75794554 55694903
BR 17 Gurguéia  235,2+427,77 3554+1550% 2,29+027 2,1040,09 75,72+3,60 50,95+1,69*
BRS 37724354 2542+3383% 3844002 243+032% 74.23+354 65 15+2,35
Tumucumagque
BRS Inhuma 284.4+1917 209,8+33.03 2904017 2,02+032* 7098+119 52 26+4 25*
Canapuzinho 379.2+1857 257,6+14.37* 3.77+0,19 2,04+011* 8012+0,94 57 23+0 65*
Epace 10 342.4+4539 168,048.22%  353+047 166+008* 64.83+3.67 64.09+2,32
Pingode ouro 1= o0 0,447 354241514 3774007 3824014 6604046 32,85+333%

2

* Significativo pelo teste t a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Valores de total de adultos emergidos, adultos emergidos por grédo e viabilidade da

fase imatura (%) de Callosobruchus maculatus em diferentes cultivares de feijao-caupi. Teste com

chance de escolha.

Total de adultos emergidos !

Adultos emergidos por

Viabilidade da fase

. gréot imatura (%)t
Cultivar Sempre Sempre Sempre
Verde Cultivar Verde Cultivar Verde Cultivar

BRS Tracuateua  221,0+15,82 89,4+21,26* 2,27+0,16 1,36%+0,31* 86,65+6,30 60,89+7,73*
BR 17 Gurguéia 182,2+26,79 182,0+11,98 1,78+0,26 1,07+0,07* 80,55+3,20 61,09+1,80*
BRS 280,8+15,56 160,0+15,96* 2,85+0,14 0,77+0,02* 80,36+3,62 77,66+2,25
Tumucumague

BRS Inhuma 200+10,56 110,2+17,16* 2,04+0,09 1,06+0,16* 83,62+1,80 61,59+4,68*
Canapuzinho 303,4+14,14  147,0+7,69* 3,01+0,14 1,16+0,06* 85,34+1,22 65,05+1,66*
Epace 10 209+21,48 106,6+3,91* 2,15+0,22 1,05+0,04* 82,14+299 72,02+2,42*
;'”go deourol-  orr 574200 137,0540,83% 248:005 124+010% 76,44+1098 42,50+4,02*

* Significativo pelo teste t a 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Valores de peso fresco de insetos, perda de peso dos grdos (%) e periodo de ovo a

adulto de Callosobruchus maculatus em diferentes cultivares de feijdo-caupi. Teste com chance de

escolha.

Peso fresco de insetos (mg)? Perda de p(g/i;dos graos Periodo ovo a adulto!
Cultivar Sempre Sempre Sempre

Verde Cultivar Verde Cultivar Verde Cultivar

BRS Tracuateua  4,80+0,03 4,86+0,17 22,61+150 9,16+1,97* 26,40+0,08 26,64+0,18
BR 17 Gurguéia 4,79+0,09 4,36+0,13 23,78+3,43 25,74+1,06 26,52+0,10 27,54+0,05*
BRS 4,77+0,09 4,59+0,04 36,50+1,65 19,51+1,07* 26,51+0,05 27,53+0,02*
Tumucumague
BRS Inhuma 4,99+0,28 4,86+0,06 19,95+1,07 12,12+1,69* 26,57+0,03 27,04+0,08*
Canapuzinho 4,98+0,13 4,94+0,15 37,77+0,97 22,39+0,68* 26,89+0,06 27,67+0,10*
Epace 10 4,96+0,49 4,86+0,08 20,85+2,39 14,11+0,70* 26,76+0,06 26,67+0,14
Pingodeourol- ) 20,023 447:007  3596:033 1539:0,76* 27214008 27.110,00

2

* Significativo pelo teste t a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Atividades hemaglutinante e inibidora de tripsina de diferentes cultivares de feijdo-

caupi.
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Figura 2. Numero médio de adultos atraidos de Callosobruchus macultaus em diferentes

cultivares de feijdo-caupi.
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CAPITULO 3

TOXICIDADE E REPELENCIA DE CONSTITUINTES QUIMICOS ABUNDANTES EM
OLEOS ESSENCIAIS NO MANEJO DE Callosobruchus maculatus (FABR.) (COLEOPTERA:

CHRYSOMELIDAE: BRUCHINAE).
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Toxicidade e repeléncia de constituintes quimicos abundantes em Gleos essenciais no manejo de
Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae). A ser submetido.
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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade, os efeitos na oviposicao,
emergéncia de adultos, taxa instantanea de crescimento populacional e repeléncia de cinco
constituintes quimicos de Oleos essenciais sobre Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) em
feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp. Utilizaram-se os terpenos Limoneno, Geraniol e o —
Pineno e os fenil propenos Eugenol e trans - Anetole. As CLsy e CLgs destes constituintes
quimicos variaram de 60,99 a 2142 ppm e 79,76 a 3217 ppm, respectivamente. O numero de ovos
e emergéncia de adultos foram inversamente proporcionais ao aumento das concentracdes. As
taxas instantaneas de crescimento populacional (r;j) foram negativas nas maiores concentracées
utilizadas. Os constituintes quimicos a — Pineno e Geraniol foram repelentes aos niveis das CLsg e

CLgs.

PALAVRAS-CHAVE: Caruncho do feijdo-caupi, inseticidas naturais, bioatividade.
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TOXICIT AND REPELLENCY OF ABUNDANT CHEMICAL CONSTITUINTS IN
ESSENTIAL OILS ON Callosobruchus maculatus (FABR.) (COLEOPTERA:

CHRYSOMELIDAE: BRUCHINAE) MANAGEMENT

ABSTRACT- This study aimed to evaluate the effects on oviposition, adult emergence,
instantaneous rate of growth and repellency of five chemical constituints of essential oils on
Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) in cowpea Vigna unguiculata (L.) Walp. Were used the
terpenes Limonene, Geraniol and o - Pinene the phenylpropenes Eugenol and trans - Anethole.
The LCso and LCgs of these chemical constituints ranging from 60.99 to 2142 ppm and 79.76 to
3217 ppm, respectively. The number of eggs and adult emergence were inversely proportional to
the increase of concentrations. The instantaneous rate of growth (ri) were negative at the highest
concentrations used. The chemical constituints o - Pinene and Geraniol were repellent at levels of

LCso and LCgs.

KEY WORDS: Cowpea weevil, botanical insecticides, bioactivity.
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Introducéo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma espécie de ampla distribuicdo mundial,
principalmente nas regibes tropicais, em virtude de apresentarem condi¢Ges edafoclimaticas
semelhantes as da Africa, a sua regido de origem (Brito et al. 2009). Tem significativa
importancia socioecondémica para o Brasil, como suprimento alimentar, na fixacdo de mé&o-de-
obra no campo e como componente da producdo agricola, especialmente nas regides Norte e
Nordeste (Bezerra et al. 2008).

Dentre as pragas que danificam os gréos durante o armazenamento, destaca-se o gorgulho-
do-caupi, Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera: Chyromelidae: Bruchidae), por reduzir a
qualidade e o valor comercial do produto (Sousa et al. 2005). O seu controle é feito comumente
com inseticidas quimicos fumigantes, usados com o objetivo de controlar as infestacdes existentes
(controle curativo), apesar dos inconvenientes relatados ao seu custo, toxicidade e a sele¢do de
populacgéo de insetos resistentes (Kellouche et al. 2010).

A crescente preocupacdo da sociedade quanto aos efeitos colaterais provocados pelos
agrotoxicos sintéticos tem despertado a atencdo de pesquisadores, no sentido de desenvolverem
estudos com novas taticas de controle alternativo de pragas, como o uso de inseticidas de origem
vegetal (Almeida et al. 2004, Ketoh et al. 2005, Tavares & Vendramim 2005). Plantas com
atividade inseticida sdo ricas em compostos secundarios, destacando-se 0s monoterpenos e seus
analogos, que sdo compostos tipicamente lipofilicos, tendo alto potencial para interferéncias
toxicas em processos bioquimicos basicos, com consequéncias fisiologicas e comportamentais em
insetos (Prates & Santos 2002). Os 0leos essenciais provenientes de diversas espécies de plantas e
seus constituintes bioativos também tém sido utilizados como alternativa a produtos sintéticos, no

controle de insetos. Um crescente interesse no uso de 6leos essenciais e seus constituintes para
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protecdo de produtos agricolas ocorre devido a sua baixa toxicidade a mamiferos e baixa
persisténcia no ambiente (Raja et al. 2001, Papachristos & Stamopoulos 2002).

Os oOleos essenciais sdo constituidos de hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois e ésteres etc. Considerando-se que 0S compostos terpénicos
constituem a maioria nos Oleos essenciais, 0S monoterpenos mais comuns encontrados sdo o
linalol, geraniol, tujona, canfora e limoneno. Entre 0s sesquiterpenos mais comuns encontram-se 0
farnesol, nerolidol, bisaboleno e outros (Simdes et al. 2003). A atividade inseticida de Oleos
essenciais pode ocorrer de diversas formas, tais como: mortalidade, deformacdes em diferentes
estagios de desenvolvimento dos insetos, como também repeléncia e deterréncia de alimentacao e
oviposdicdo, sendo a atividade repelente bastante comum (Isman 2006).

Varios experimentos com 6leos essenciais e seus constituintes tém sido utilizados para o
controle de C. maculatus. Don-Pedro (1996) estimou CLsg de 8,3 uL/L e 5,5 puL/L de ar para 0s
compostos menthone e d-limoneno, respectivamente. Abbasipour et al. (2011) determinaram para
0 6leo de Elettaria cardamomum L. (Maton) uma CLs, de 78,79 mg.cm™. Hashemi e Safavi
(2012), utilizando Oleos essenciais de frutos de Platycladus orientalis (L.) Franco, contendo
50,7% de a — pineno encontraram CLsp de 9,24 plLL de ar, em testes de fumigagdo. Zandi-Sohani
et al. (2013) constataram repeléncia de 94% na concentracdo de 0,4 pL.cm™ de Callistemon
citrinus (Curtis). Toudert-Tale et al. (2014) obtiveram iinibi¢do total na oviposicdo com uma
concentragdo de 12 uL/50 g, utilizando 6leos de Eucalyptus globulus Labill., Eucalyptus radiata
Sieber ex DC, Myrtus communis L., Salvia officinalis L., Laurus nobilis L. e Pistacia lentiscus L.,
contendo os monoterpenos o - Pineno e 3 - pineno em comum.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos avaliar a toxicidade, os efeitos na

oviposicdo, emergéncia de adultos, taxa instantanea de crescimento populacional e repeléncia dos
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constituintes de oleos essenciais Limoneno, Eugenol, Geraniol, o — Pineno e trans — Anetole em

C. maculatus.

Material e Métodos

Os bioensaios e a criacdo de C. maculatus foram conduzidos no Laboratorio de Biologia
Aplicada do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Piaui (UFPI) — Campus

Amilcar Ferreira Sobral, com temperatura e umidade relativa monitoradas e fotofase de 12 h.

Criacéo de Callosobruchus maculatus. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque mantida no
Laboratério de Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia, Area de Fitossanidade da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e criados por varias geracdes, em gréos de
feijdo-caupi, V. unguiculata cv. Sempre Verde, acondicionados em recipientes de vidro de 400
mL de capacidade, devidamente fechados com tampa plastica perfurada, revestida internamente
com tecido fino transparente tipo voil para permitir a passagem do ar. Nesses recipientes 0s
insetos foram confinados durante quatro dias para efetuarem a postura, em seguida retirados, e 0s
recipientes mantidos sob temperatura de 26,0 + 2,0 °C, umidade relativa de 63,08 + 2,6% e

fotofase de 12h até a emergéncia dos adultos.

Constituintes de Oleos Essenciais. Os compostos sintéticos padrdo de 6leos essenciais foram
adquiridos na empresa Sigma-Aldrich®. Utilizaram-se os compostos Eugenol, Geraniol, a —
Pineno e trans — Anetole com graus de pureza de 98% e Limoneno com grau de pureza de 97%

(Figura 1).

Testes de Toxicidade por Contato. Os experimentos foram conduzidos a temperatura de 26,0 £

2,0 °C, umidade relativa de 63,08 + 2,6% e fotofase de 12h. Testes preliminares em delineamento
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inteiramente casualizado com quatro repetic@es, visando definir as faixas de concentracdo de cada
Oleo, capazes de promover mortalidades em torno de 5 e 95% nos insetos testados, foram
realizados inicialmente, utilizando-se gréos de feijao-caupi, cv. Sempre Verde, juntamente com 0s
compostos, individualmente. Para diluicdo dos compostos utilizou-se 1 ml de acetona p.a., sendo
esta concentracdo determinada a partir de testes preliminares, nos quais ndo foram observados

efeitos adversos na oviposicao e emergéncia dos insetos.

Para obtencdo das concentracdes intermediarias dos compostos utilizou-se a formula de

an

Finney 1971.: g=n+1

ai

onde: q = razdo da progressdo geométrica (p.g.); n = nimero de concentracdes a extrapolar; a, =
limite superior da p.g. (concentracdo que provocou mortalidade de cerca de 95%, determinada
por meio de teste preliminar); a; = limite inferior da p.g. (concentracdo que provocou mortalidade

de cerca de 5%, determinada por meio de teste preliminar) (Finney 1971).

Para cada composto foram utilizadas parcelas com 20g de feijdo caupi, infestados com 10
fémeas de C. maculatus de 0-48h de idade, acondicionadas em recipientes de vidro de 250 mL de
capacidade, devidamente fechados com tampa perfurada e revestida com tecido fino, transparente
tipo voil para permitir as trocas gasosas com o exterior e impedir a fuga dos insetos. A acetona foi
adicionada aos gréaos com auxilio de pipetador manual de vidro, e em seguida 0s compostos com
pipetador automatico; os grdos foram submetidos a agitacdo manual durante dois minutos e 0s
insetos foram adicionados aos gréos ap6s um tempo total de quatro minutos entre agitacdo e
secagem para evaporacdo do solvente. Apds 48 horas de confinamento, avaliou-se a mortalidade

dos adultos.

De acordo com o resultado obtido nos testes preliminares foram estabelecidos o0s
tratamentos com as concentragdes para 0s compostos Limoneno (1575; 1788,3; 2305,35; 2617,65,
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3150 e 3375 ppm), Eugenol (82,5; 110; 165; 220 e 275 ppm), Geraniol (43; 79,98; 109,65;
149,64; 204,68 ¢ 279,5 ppm), a — Pineno (54,75; 95,63; 132,13; 182,5 e 255,5 ppm) e trans —
Anetole (47,5; 57; 66,5; 76 e 85,5 ppm), seguindo a mesma metodologia utilizada nos testes
preliminares com quatro repetices. As testemunhas para cada teste, contendo 20g de feijdo-caupi,
sem 0s compostos foram também confinadas com 10 fémeas da praga. Decorridas 48h apos a
montagem dos experimentos, avaliou-se a mortalidade e as fémeas foram eliminadas. Os ovos
depositados nos graos foram contabilizados aos 12 dias e 0s insetos emergidos aos 32 dias apds o

confinamento.

As Concentracfes Letais (CLsy e CLgs) dos compostos foram determinadas através do
PROC PROBIT do programa SAS version 8.02 (SAS Institute 2001). As Razdes de Toxidade
(RT) foram obtidas, através do quociente entre a CLsy e/ou ClLgs do composto de menor
toxicidade e as CLs e/ou CLgs dos demais compostos, individualmente. Os dados do nimero de
ovos e insetos emergidos foram submetidos a analise de regressdo, mediante o programa SAS

version 8.02 (SAS Institute 2001).

Taxa Instantanea de Crescimento Populacional. Os ensaios de taxa instantanea de crescimento
(ri) foram realizados juntamente com os testes de toxicidade por contato, porém como as
concentracdes que causaram mortalidade proxima a 95% ndo proporcionaram emergéncia de

insetos, foram descartadas devido a incompatibilidade com a formula utilizada no calculo da ().

A (r;) foi calculada pela equacéo sugerida por Walthall e Stark (1997): ri = [In(N#No)]/At,
em que Ni= Numero final de insetos; No = Numero inicial de insetos; ¢ At = Numero de dias em
que o ensaio foi executado. Os resultados de taxa instantanea de crescimento populacional foram

submetidos a analise de regressao, mediante o programa SAS version 8.02 (SAS Institute 2001).
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Efeito Repelente dos Oleos Essenciais. Com base nos resultados dos testes de toxicidade por
contato foram utilizados como tratamentos as CLsy € CLgs de cada composto: Limoneno (2142;
3217 ppm), Eugenol (125,18; 227,39 ppm), Geraniol (77,42; 229,27 ppm), a. — Pineno (69,92 e

216,13 ppm) e trans — Anetole (60,99 e 79,76 ppm).

Os testes individuais de repeléncia foram realizados em arenas compostas por dois
recipientes fechados, com 120 mL de capacidade, interligados por tubos plasticos a um recipiente
central, também fechado. Num dos recipientes colocou-se 20g de feijdo-caupi, cv. Sempre Verde
impregnado com a respectiva concentracdo do composto e na outra a mesma quantidade de feijdo-
caupi sem o composto (testemunha). Na placa central foram liberadas 20 fémeas de C. maculatus

com 0-24 h de idade.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos (concentracdo
do composto e a testemunha) em 10 repetices. Apos 48h, os insetos atraidos em cada recipiente
foram contados e descartados, e os graos transferidos para outros recipientes com a finalidade de
contabilizar o nimero de ovos e de adultos emergidos, respectivamente, apos 12 e 32 dias da
infestacio. O indice de repeléncia (IR) foi calculado pela formula: IR = 2G / (G + P), onde G = %
de insetos atraidos no tratamento e P = % de insetos atraidos na testemunha. Os valores de IR
variam entre zero e dois, sendo que IR = 1 indica repeléncia semelhante entre o tratamento e a
testemunha (tratamento neutro), IR > 1 indica menor repeléncia do tratamento em relacdo a
testemunha (tratamento atraente) e IR < 1 indica a maior repeléncia do tratamento em relacéo a
testemunha (tratamento repelente). O intervalo de seguranca utilizado para considerar se o
tratamento é ou néo repelente foi obtido, usando-se a média dos IR e o respectivo desvio padrao

(DP), ou seja, se a média dos IR for menor que 1 - DP, o dleo é repelente; se for maior que 1 + DP
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0 Oleo é atraente e se estiver entre 1 - DP e 1 + DP o0 6leo é considerado neutro. Este indice é uma

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

As percentagens de insetos atraidos em cada concentracdo do 6leo e na testemunha e as
médias do nimero de ovos e de insetos emergidos foram avaliadas pelo teste “t”, mediante o
programa computacional SAS version 8.02 (SAS Institute 2001). Para o calculo do percentual
médio de reducdo de ovos e de emergéncia de adultos, foi usada a férmula adaptada de Obeng-
Ofori (1995): PR = [(NC - NT) / (NC) x 100], sendo PR a porcentagem média de reducdo; NC o
numero total de ovos ou insetos emergidos na testemunha; NT o nimero total de ovos ou insetos

emergidos em cada tratamento.

Resultados e Discusséo

Teste de Toxicidade por Contato. Os valores das CLs € CLgs dos compostos majoritarios foram
estimados em 60,99 e 79,76 ppm, 69,92 e 216,13 ppm, 77,42 e 229,27 ppm, 125,18 e 227,39 ppm
e 2142 e 3217 ppm, respectivamente, para trans — Anetole, a — Pineno, Geraniol, Eugenol e
Limoneno. Os compostos trans — Anetole, a — Pineno e Geraniol apresentaram, portanto, 0s
menores valores para CLs, diferenciando dos demais pelo intervalo de confianga. No entanto,
trans — Anetole apresentou a maior razdo de toxicidade de 35,12 vezes, e 0 menor valor de CLgs,
correspondendo a uma razdo de toxicidade de 40,33 vezes (Tabela 1).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos, visando avaliar a bioatividade de 0leos essenciais
no controle de C. maculatus. Islam et al. (2009), testando o Oleo essencial de Cinnamomum
aromaticum (Nees) (5,36% de Eugenol) determinaram uma CLso de 23,16 pg cm > ap6s 48 h de
exposicdo. Na presente pesquisa, em teste de contato, estimou-se para Eugenol uma CLsy de

125,18 ppm (2,27 pL de Eugenol), apés o mesmo periodo de exposicdo. Keita et al. (2001),
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trabalhando com d&leos essenciais, determinam CLsp de 65 mL/g e 116 mL/g para Ocimum
basilicum L. e O. gratissimum L., respectivamente, ap6s um periodo de exposi¢do de 48 horas.
Em trans — Anetole, que é encontrado em O. gratissimum, estimou-se uma CLs de apenas 60,99
ppm.

Os valores do numero de ovos e de C. maculatus emergidos foram inversamente
proporcionais ao aumento das concentragdes dos compostos, indicando que o modelo de regressao
linear foi o que melhor se ajustou para o Eugenol, apresentando o maior coeficiente de
determinacédo para ambas as equacdes de regressao (Figuras 2 e 3).

Geraniol e Eugenol apresentaram os menores valores méedios para 0 nimero de ovos e de
insetos emergidos, variando, respectivamente, de 88,75 + 3,172 a 0,5 £ 0,288 e 78,5 + 2,986 a 0
para Geraniol; 251,75 + 15,189 a 1 + 0,408 e 235,0 + 13,403 a 0 para Eugenol. Em todos os
compostos majoritarios as maiores concentracfes utilizadas ndo permitiram emergéncia de
insetos. Ajayi et al. (2014) observaram que Eugenol e Mentone inibiram completamente a
emergéncia de adultos, em testes de fumigacdo; no entanto, Limoneno, B - pineno e a - pineno
néo foram efetivos na prevencdo da oviposicao e na emergéncia de adultos.

Hedjal-Chehheb et al. (2013) observaram que o 6leo essencial de Cupressus sempervirens
L. que continha 40,47% de o — Pineno obtiveram uma postura de 640 ovos de C. maculatus com
12,5 pL. Ja para Tetraclinis articulata (Vahl) com 9,54% de Limoneno, obtiveram com a mesma
concentracdo 74,25 ovos. No presente trabalho, com Limoneno a 1575 ppm (35 pL) obteve-se
postura média de 186,75 ovos, ¢ com 255,5 ppm de o — Pineno (7 pL), a postura foi de apenas
dois ovos. Para os demais compostos nas maiores concentracfes, obtiveram-se para 0 Geraniol a
279,5 ppm (6,5 pL), uma postura de 0,5 ovos; para trans - Anetole a 85,5 ppm (1,8 pL) ndo houve

producdo de ovos, e em se tratando de Eugenol a 275 ppm (5 pL), apenas um ovo foi depositado.
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Ekeh et al. (2013), avaliando Citrus sinensis (L.) Osbeck (que apresentou em sua
composicdo 70% de Limoneno) em C. maculatus, observaram que 2 mL/40 g proporcionou uma
emergéncia média de apenas um adulto. Com Limoneno obteve-se no presente trabalho
emergéncia média de 13 insetos, usando-se a concentracdo 3150 ppm. Geraniol na concentracao
de 204,68 ppm (4,76 uL) proporcionou emergéncia de apenas 1,75 adultos.

Pereira et al. (2008) constataram reducdo de 100% do numero de ovos viaveis e de insetos

emergidos com os 6leos de Cymbopogon martini Roxb., Piper aduncum L. e Lippia gracillis
Schauer, nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50 pL/20 g de feijdo. Keita et al. (2000)
constataram que O. basilicum na concentracdo de 150 mL/g reduziu em 100% a emergéncia de
adultos. Em todos os compostos utilizados, as concentracdes que causaram mortalidade préxima a
95% (Limoneno 3375 ppm, Eugenol 275 ppm, Geraniol 279,5 ppm, a — Pineno 255,5 e trans —
Anetole 85,5 ppm) ndo permitiram emergéncia de adultos de C. maculatus.
Taxa Instantdnea de Crescimento Populacional. As taxas instantdneas de crescimento
populacional (rj) dos compostos majoritarios foram negativas nas maiores concentracdes
utilizadas, com excecdo de Limoneno, com valores de: 0,0297670, -0,0293064, -0,0460713, -
0,0170065 e -0,0719558 para Limoneno, Eugenol, Geraniol, o — Pineno e trans — Anetole,
respectivamente. Assim, 0 composto trans — Anetole proporcionou a maior reducdo populacional
de C. maculatus nesta concentracao (Figura 4). Correa (2011), testando 0leos essenciais de cravo
e canela em diferentes populacdes de Sitophilus zeamais Mots., constatou taxa de crescimento
populacional de 0,012 para a populacdo proveniente de Coimbra, quando tratada com oOleo de
cravo.

A taxa instantanea de crescimento tem sido bastante utilizada em estudos de toxicidade, pois
permite avaliar os efeitos letais e subletais de inseticidas e acaricidas sobre uma populacdo, apos

um tempo previamente determinado, integrando-se valores de sobrevivéncia e fecundidade (Stark
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& Banks 2003). De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar a reducdo populacional
com o aumento gradativo das concentracfes de compostos majoritarios, com a maioria dos
compostos apresentando taxa instantanea de crescimento negativa, podendo levar a uma iminente
extincao populacional.

Efeito Repelente dos Compostos majoritarios. Baseando-se no numero medio de insetos
adultos atraidos (%) por tratamento e no indice de repeléncia, os compostos majoritarios o —
Pineno e Geraniol foram repelentes, tanto para a CLsy quanto para CLgs. Os demais compostos
foram classificados como neutros (P>0,05). O numero médio de insetos atraidos (%) foi
significativamente menor para o — Pineno de 33,42+4,69 (t=4,99; P<0,0001) e 33,68+3,00
(t=7,69; P<0,0001), respectivamente, para CLso e CLgs. Para Geraniol, o nimero médio de insetos
atraidos (%) para CLso e CLgs foi de 20,61+4,62 (t=9,99; P<0,0001) e 17,35+3,01 (t=15,34;
P<0,0001), respectivamente (Tabela 2).

Gusmdo et al. (2013), avaliando a repeléncia de O6leos essenciais em C. maculatus
classificaram como repelentes Eucalyptus. staigeriana F. na maior concentracdo 558 ppm
(28,75% Limoneno; 15,20% Geraniol) e Cymbopogon winterianus (Jowitt) (21,83% Geraniol) em
todas as concentracGes. Zandi-Sohani et al. (2012) observaram que o 6leo essencial de Lantana
camara L. (1,04% o — Pineno) apresentou forte atividade de repeléncia contra adultos em todas as
concentracgdes testadas, apos 2 e 4h horas de exposi¢édo, observando 97,4 e 100% de repeléncia na
concentragdo de 0,4 puL. cm™. Ogendo et al. (2008) constataram repeléncia em Callosobruchus
chinensis (L.), variando de 37,5 a 100% e de 45 a 100% para o 6leo de O. gratissimum (2,43%
Eugenol; 0,39% a- Pineno) e Eugenol, respectivamente. Na presente pesquisa, Geraniol e o —
Pineno nas CLsp e CLgs apresentaram alta repeléncia a C. maculatus.

Nas CLsp, Limoneno (t=5,87; P<0,0001), Eugenol (t=4,65; P=0,0002) e trans — Anetole

(t=2,18; P=0,0425) apresentaram menor nimero de ovos de C. maculatus em relacdo a
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testemunha. Nas CLgs houve um numero de ovos significativamente menor (P<0,05) em
comparacdo com o tratamento testemunha, com excecdo de Eugenol (t=1,62; P=0,1216).
Geraniol, Limoneno, o — Pineno e trans — Anetole proporcionaram maior reducdo do numero de
ovos nas Clgs, sendo que Geraniol ¢ o — Pineno proporcionaram reducdo de 88,10 e 84,31% de
0Vvos, respectivamente, quando comparados com a testemunha (Tabela 3).

Limoneno (t=5,70; P<0,0001) e Eugenol (t=4,39; P=0,0004) proporcionaram
significativamente menor nimero de insetos emergidos, em relacdo a testemunha nas CLs. Os
Geraniol (t=10,95; P<0,0001) e o — Pineno (t=6,76; P<0,0001) apresentaram numero de insetos
emergidos significativamente menor que na testemunha e proporcionaram reducdo de 91,10 e
85,65% na emergéncia de adultos (Tabela 4). Dutra (2014) obteve reducdo de ovos e emergéncia
de adultos nas maiores concentracdes utilizadas em teste de repeléncia, encontrando para Citrus
sinensis L. Osbeck (93,84% Limoneno) reducdo do numero de ovos em 71,66% na concentracao
1343 ppm e para Citrus aurantifolia Swingle (2,09% a- Pineno, 57,77% Limoneno) reducdo do
namero de insetos emergidos em 85,31% na concentragdo de 1620 ppm.

A variabilidade de atividade bioldgica entre dleos essenciais extraidos de diferentes espécies
de plantas pode ser explicada pelas diferencas em sua composi¢do quimica (Ngmano et al. 2007).
Esta composicao é geralmente caracterizada pela presenca de compostos mono e sesquiterpenos.
Ainda que oOleos essenciais extraidos de diferentes espécies de plantas compartilhem varios
compostos, as propor¢des destes podem variar e afetar a sua atividade biologica (Ilboudo et al.
2010). Assim, a eficiéncia de Oleos essenciais e seus compostos precisam ser testadas em
condigdes mais realisticas e particularmente sob longos periodos de exposicdo, objetivando testar
a sua persisténcia. Os Oleos essenciais também sdo produtos complexos compostos de varias
substancias volateis que podem ser facilmente alteradas durante sua extracdo, conservacao ou

ainda no seu uso em sistemas de armazenamento (Isman 2000).
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Os resultados encontrados neste trabalho comprovam a importancia do uso de compostos
majoritarios isolados de dleos essenciais no controle de C. maculatus, sendo que trans-Anetole
apresentou maior toxicidade por contato, além de reduzir o crescimento populacional. Os
compostos Geraniol e Eugenol reduziram a oviposi¢cdo e emergéncia de insetos em teste de
contato. Geraniol e o — Pineno foram repelentes a C. maculatus, e consequentemente reduziram a
oviposicdo e emergéncia de adultos, quando testados com chance de escolha.

De maneira geral, Geraniol apresenta-se como uma excelente alternativa de controle para C.
maculatus, podendo fazer parte de uma formulacdo efetiva, em relacdo a eficacia, quando

aplicado em maior quantidade de gréos e em sistemas de armazenamento.
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Tabela 1. Toxicidade por contato (ppm) de compostos de 6leos essenciais em adultos de

Callosobruchus maculatus em grdos de feijao-caupi.

2

Tratamento n GL Inclinacdo Clsg RTso Clgs RTqo X
(xEP) (1C95%) (1C95%)
Limoneno 240 4 9,31+0,97 2142 - 3217 - 2,88
(2029-2251) (2984-3576)
Eugenol 200 3 6,34+0,72 125,18 17,11 227,39 14,15 3,32
(114,55-135,98) (200,81-272,55)
Geraniol 240 4  3,4840,61 77,42 27,66 229,27 14,03 8,42
(49,43-100,84) (162,37-538,33)
a - Pineno 200 3  3,35%0,51 69,92 30,63 216,13 14,88 1,14
(55,07-82,16) (174,35-310,32)
trans - Anetole 200 3 14,11+1,62 60,99 35,12 79,76 40,33 0,64

(58,58-63,29)

(75,45-86,51)

n= namero de insetos usados no teste; GL= grau de liberdade; EP = erro padrdo da média; IC =

intervalo de confianga; RT = razdo de toxicidade, y°= Qui-quadrado.
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Tabela 2. Efeito repelente de compostos de 6leos essenciais em adultos de Callosobruchus

maculatus em gréos de feijdo-caupi.

Conc. Adultos Atraidos (%)

Tratamento IR(M + DP)? e
(Ppm) Testemunha Composto* Classificagao
Limoneno 2142 451278 55+2,78 1,1+0,18 Neutro
3217,05 42+3,88 58+3,88 1,16+0,24 Neutro
Eugenol 124,85 59+2,76 41+£2,76 0,82+0,17 Neutro
227,15 556,05 456,05 0,9£0,36 Neutro
Geraniol 77,4 79,39+4,62 20,61+4,62* 0,41+0,29 Repelente
229,19 82,65+3,01 17,35+£3,01* 0,34+0,19 Repelente
o Pineno 69,71 66,58+4,69 33,42+4,69* 0,67+0,29 Repelente
216,08 66,32+3,00 33,68+3,00* 0,67+£0,19 Repelente
Trans-Anetole 60,8 504,08 504,08 110,26 Neutro
79,32 56+4,86 44+4 86 0,88+0,18 Neutro

“Significativo pelo teste “t” (P < 0,05);
?IR (indice de repeléncia) = 2G/G+P  (G=% de insetos atraidos no tratamento; P=% de insetos

atraidos na testemunha).
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Tabela 3. Reducéo da oviposicdo de Callosobruchus maculatus em teste de repeléncia com

compostos de 6leos essenciais.

Numero de ovos (£EP)

Tratamento E:or:; Re((g/u)%éo
PP Testemunha Composto! 0
Limoneno 2142 207,24£3,34 169,6+5,46* 18,15
3217,05 210,8+7,98 135,4+6,63* 35,77
124,85 275,2422,32 167,4+6,28* 39,17
Eugenol
227,15 146,9+7,56 114,4+18,52 22,12
. 77,4 134,2+26,99 67+26,64 50,07
Geraniol
229,19 172,618,44 20,4+£12,60* 88,10
- Pineno 69,71 105£23,80 66,5+23,56 36,67
¢ 216,08 144,7£11,19 22,7+11,26* 84,31
Trans-Anetole 60,8 235,4+25,17 149,9+29,99* 36,32
79,32 194+32,81 72+32,76* 62,88

* Significativo pelo teste t (P < 0,05);
PR = [(NC — NT)/(NC) x 100], sendo PR= porcentagem de reducdo de postura; NC= nimero

de ovos na testemunha e NT= nUimero de ovos no tratamento.
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Tabela 4. Reducdo da emergéncia de adultos de Callosobruchus maculatus em teste de

repeléncia com compostos majoritarios de 6leos essenciais.

Numero de insetos emergidos (£EP)

Tratamento fo?ﬁs Redug&o(%)?
PP Testemunha Composto!
Limoneno 2142 184,56+2,02 153,6+4,81* 7,52
3217,05 192,2+7,37 113,4+6,45* 40,99
124,85 244,8+21,43 146,7+6,36* 40,07
Eugenol
227,15 123+7,07 101,6+17,69 17,39
Geraniol 77,4 114+28,05 51,2+21,93 55,08
229,19 146,248,53 13 +8,66* 91,10
. 69,71 84,7+20,21 53,9+20,03 36,36
a - Pineno
216,08 128,9+12,92 18,5+9,98* 85,65
e Anetole 60,8 224,2+24,67 149+20,77 33,54
79,32 180,4+32,55 67,8+31,49* 62,42

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

PR = [(NC — NT) / (NC) x 100], sendo PR= porcentagem de reducdo de emergéncia; NC=

ndmero de adultos na testemunha e NT= niimero de adultos no tratamento.
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Figura 1. Estrutura quimica dos constituintes de 6leos essenciais utilizados no manejo de

Callosobruchus maculatus.
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Figura 4. Taxa instantanea de crescimento (r;) de Callosobruchus maculatus em gréos de feijao-

caupi tratados com compostos majoritarios de oOleos essenciais. A) Limoneno; B) Eugenol; C)

Geraniol; D) a — Pineno; E) trans - Anetole.
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CAPITULO 4

COMBINACAO DE CULTIVARES RESISTENTES COM CONSTITUINTES QUTMICOS
ABUNDANTES EM OLEOS ESSENCIAIS PARA O MANEJO DE Callosobruchus maculatus

(FABR.) (COLEOPTERA: CHRYSOMELIDAE: BRUCHINAE)

DOUGLAS R. S. BARBOSA!, JOSE V. OLIVEIRA?, PAULO H. S. SILVA?, MARIANA O.
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Combinacédo de cultivares resistentes com constituintes quimicos abundantes em 6leos essenciais
para 0 manejo de Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae). A
ser submetido.
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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da combinacdo de cultivares
de feijdo-caupi Vigna unguiculata (L.) Walp. com constituintes quimicos abundantes em 0leos
essenciais sobre Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775). Foram avaliadas quatro cultivares de
feijdo-caupi: BRS Tracuateua, BR 17 Gurgueia, Epace 10 e Sempre Verde (utilizada na criacéo)
combinadas com os compostos Eugenol, Geraniol, e trans - Anetole. Foram estimadas as CLg €
CLso destes compostos, as quais variaram de 54,77 a 103,48 ppm e 60,99 a 125,18 ppm,
respectivamente. Na maioria dos parametros avaliados a CLsy obteve efeito adverso
significativamente maior que a CLsp. A cultivar BR 17 Gurgueia combinada com Eugenol e
Geraniol afetou mais significativamente os parametros biolégicos de C. maculatus do que na
combinacdo com trans — Anetole, o mais toxico, reduzindo o nimero de ovos, insetos emergidos e

viabilidade de ovos.

PALAVRAS-CHAVE: Caruncho do feijao-caupi, Vigna unguiculata, resisténcia de plantas,

inseticidas botanicos.
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COMBINATION OF RESISTANT CULTIVARS WITH ABUNDANT CHEMICAL
CONSTITUINTS IN ESSENTIAL OILS FOR Callosobruchus maculatus (FABR.)

(COLEOPTERA: CHRYSOMELIDAE: BRUCHINAE) MANAGEMENT

ABSTRACT- This study aimed to evaluate the effect of the combination of cowpea cultivars
Vigna unguiculata (L.) Walp. with abundant chemical constituints in essential oils against
Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775). Were evaluated four cowpea cultivars: BRS Tracuateua,
BR 17 Gurgueia, Epace 10 and Sempre Verde (used in the insect rearing) combined with major
compounds Eugenol, Geraniol and trans - Anethole. Were determined the LC3p and LCsq of these
major compounds, which ranged from 54.77 to 103.48 ppm and 60.99 to 125.18 ppm,
respectively. In the most of the parameters evaluated, LCso had adverse effect significantly higher
than LCsp. BR 17 Gurgueia combined with Eugenol and Geraniol affected more significantly the
biological parameters of C. maculatus than when associated with trans - Anethole more toxic,

reducing the number of eggs, insects emerged and egg viability.

KEY WORDS: Cowpea weevil, Vigna unguiculata, plant resistance, botanical insecticides.
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Introducéo

O feijdo-caupi, (Vigna unguiculata (L.) Walp.), é uma Fabaceae bastante cultivada nos
tropicos semiaridos da Africa, Brasil e Estados Unidos. No Brasil, a cultura tem grande
importancia nas regides Norte e Nordeste, que tém tradi¢cdo em seu cultivo, comércio e consumo.
Apresenta crescente avanco na regido Centro-Oeste, onde o cultivo tem sido conduzido de forma
mecanizada, sendo crescente a demanda por cultivares de porte ereto (Rocha et al. 2009).

Na regido Nordeste o cultivo do feijao-caupi € uma atividade de grande importancia para o
desenvolvimento agricola, tanto no aspecto econémico como no nutricional, pois € um alimento
basico na alimentacdo das populacBes mais pobres, exercendo funcdo social no suprimento das
necessidades nutricionais dessa camada da populacdo (Tedfilo et al. 2008), além de ser fixadora
de mao-de-obra (Tavora et al. 2001, Hall 2003).

O caruncho do feijdo-caupi, Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera: Crysomelidae:
Bruchinae), tem uma importancia consideravel como praga cosmopolita desta cultura no campo e
em armazenamento (Ndong et al. 2012). Causa perdas quantitativas e qualitativas substanciais
decorrentes da perfuragdo das sementes e consequente reducdo de peso, valor de mercado e
germinacdo (Oluwafemi 2012). A sua infestacdo constitui um enorme problema entomoldgico,
contribuindo para a escassez de alimento em paises tropicais e subtropicais (Rotimi & Ekperusi
2012).

O controle efetivo desse inseto-praga pode ser realizado com o uso de inseticidas
fumigantes e protetores. Entretanto, estes inseticidas podem provocar efeitos adversos aos
aplicadores e consumidores (Kawuki et al., 2005). Assim, € importante utilizar métodos
alternativos de controle, como o uso de cultivares resistentes e inseticidas botanicos (Barbosa &

Fontes 2011).
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O desenvolvimento e a liberacdo de cultivares de feijdo-caupi resistentes a C. maculatus
apresentam uma série de vantagens, como a facilidade de utilizacdo, baixo custo e
compatibilidade com outras taticas de controle (Lima et al. 2001, Appleby & Credland 2004),
tendo incentivado varias publicacdes, como as de Marsaro Junior e Vilarinho (2011), Obopile et
al. (2011), Amusa et al. (2013), Castro et al. (2013b), Sharma e Thakur (2014) e Mogbo et al.
(2014).

Um grande nimero de substancias derivadas de plantas causam efeitos fisioldgicos e
comportamentais em insetos de produtos alimenticios armazenados, tornando-se também uma
alternativa ao uso de inseticidas sintéticos (Rajedran & Sriranjini 2008). Algumas dessas
substancias, como os terpenoides, que sdo 6leos essenciais volateis e de baixo peso molecular,
tém sido eficientes no manejo de C. maculatus (Knaak & Fiuza 2010).

As concentracdes de 6leos essenciais e seus constituintes, necessarios para controlar insetos-
praga, e 0S seus mecanismos de acao, sdo potencialmente seguros para humanos e vertebrados
(Tripathi et al. 2009). H& evidéncias sobre a sua interferéncia de Gleos essenciais e seus
constituintes no neuromodulador octopamina, que é encontrado em todos os invertebrados, mas
ndo em mamiferos, ou em canais de céalcio modulados pelo GABA (Isman 2006). Trabalhos de
Kheradmand et al. (2010), Nyamador et al. (2010), Zandi-Sohani et al. (2012), Toudert-Tale et al.
(2014), Ajay et al. (2014) investigaram a eficiéncia de Gleos essenciais e seus constituintes no
controle de C. maculatus.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da combinacao de
cultivares resistentes com constituintes quimicos abundantes em oOleos essenciais sobre C.

maculatus.
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Material e Métodos

A criagdo e os bioensaios com C. maculatus foram conduzidos no Laboratorio de Biologia
Aplicada do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Piaui (UFPI) — Campus

Amilcar Ferreira Sobral, com temperatura e umidade relativa monitoradas e fotofase de 12 h.

Criacdo de Callosobruchus maculatus. Os insetos foram provenientes da criacdo estoque
mantida no Laboratério de Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia, Area de
Fitossanidade da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os insetos foram criados,
por vérias geragdes, em grdos de feijao-caupi, V. unguiculata cv. Sempre Verde, acondicionados
em recipientes de vidro de 400 mL de capacidade, devidamente fechados com tampa plastica
perfurada, revestida internamente com tecido fino transparente tipo voil para permitir a passagem
do ar. Foram confinados durante quatro dias para efetuarem a postura, em seguida retirados, e 0s
recipientes mantidos sob temperatura de 26,0 + 2,0 °C, umidade relativa de 63,08 + 2,6% e

fotofase de 12h até a emergéncia dos adultos.

Constituintes de Oleos Essenciais. Os compostos sintéticos padrdo, Eugenol, Geraniol e trans —

Anetole com grau de pureza de 98%, foram adquiridos na empresa Sigma-Aldrich®.

Teste de Toxicidade. Os experimentos foram conduzidos a temperatura de 26,0 + 2,0 °C,
umidade relativa de 63,08 + 2,6% e fotofase de 12h. Testes preliminares em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticGes, visando definir as faixas de concentracdo de cada
Oleo, capazes de promover mortalidades em torno de 5 e 95% nos insetos testados, foram

realizados inicialmente, utilizando-se gréos de feijdo-caupi, cv. Sempre Verde.

Para diluicdo dos compostos utilizou-se 1 ml de acetona p.a., sendo este volume

determinado, a partir de testes preliminares, nos quais ndo foram observados efeitos adversos na
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oviposicdo e emergéncia dos insetos. Para obtencdo das concentracfes intermediarias dos

compostos utilizou-se a formula de (Finney 1971): = ,\/E
ai

Onde: g = razdo da progressdo geométrica (p.g.); n = numero de concentracdes a extrapolar;
a, = limite superior da p.g. (concentracdo que provocou mortalidade de cerca de 95%,
determinada por meio de teste preliminar); a; = limite inferior da p.g. (concentragcdo que provocou

mortalidade de cerca de 5%, determinada por meio de teste preliminar) (Finney 1971).

Para cada composto foram utilizadas parcelas com 20g de feijao-caupi infestados com 10
fémeas de C. maculatus de 0-48h de idade, acondicionadas em recipientes de vidro de 250 mL de
capacidade, devidamente fechados com tampa perfurada e revestida com tecido fino, transparente
tipo voil para permitir as trocas gasosas com o exterior e impedir a fuga dos insetos. A acetona foi
adicionada aos graos com auxilio de pipetador manual, e em seguida, 0s compostos com pipetador
automatico, e submetidos a agitacdo manual durante dois minutos; os insetos foram colocados nos
grdos, ap6s um tempo total de quatro minutos entre a agitacdo e secagem para evaporacdo do

solvente.

Apo6s 48 horas de confinamento, avaliou-se a mortalidade dos adultos. De acordo com o
resultado obtido nos testes preliminares foram estabelecidos os tratamentos com as concentracdes
para 0os compostos Eugenol (82,5; 110; 165; 220 e 275 ppm), Geraniol (43; 79,98; 109,65; 149,64
204,68 e 279,5 ppm), e trans — Anetole (47,5; 57; 66,5; 76 e 85,5 ppm), com quatro repeticoes,
seguindo a mesma metodologia utilizada nos testes preliminares. As testemunhas para cada teste,
contendo 20g de feijdo-caupi, sem 0s compostos majoritarios foram também confinadas com 10
fémeas da praga. Decorridas 48h apds a montagem dos experimentos, avaliou-se a mortalidade e

as fémeas foram eliminadas.
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As ConcentragOes Letais (CLsp e CLsg) dos compostos majoritarios foram determinadas,
através do PROC PROBIT do programa SAS version 8.02 (SAS Institute 2001). As Razdes de
Toxidade (RT) foram obtidas, através do quociente entre a CL3o e/ou CLso do composto de menor

toxicidade e as CL3p e/ou CLgs dos demais compostos, individualmente.

Combinacdo de Cultivares Resistentes com Constituintes de Oleos Essenciais. Foram
utilizadas as CL3p e CLsp estimadas no teste de toxicidade, associadas as cultivares de feijdo-caupi
BR 17 Gurgueia, BRS Tracuateua, Epace 10 e Sempre verde (utilizada na criacdo). Para cada
composto foram utilizadas parcelas com 20g de feijdo-caupi de cada cultivar, as quais foram
infestadas com 10 fémeas de C. maculatus de 0-48h de idade, acondicionadas em recipientes de
vidro de 250 mL de capacidade, devidamente fechados com tampa perfurada e revestida com
tecido fino, transparente tipo voil para permitir as trocas gasosas com o exterior e impedir a fuga
dos insetos. A acetona foi adicionada aos graos com auxilio de pipetador manual de vidro, e 0s
compostos com pipetador automatico; os grdos foram submetidos a agitacdo manual durante dois
minutos. Os insetos foram adicionados aos grdos ap6s um tempo total de quatro minutos entre a
agitacdo e secagem para evaporacao do solvente. Decorridas 48 h apds a aplicacdo dos
compostos, 0s insetos foram retirados.

Na avaliacdo dos efeitos da combinacdo de cultivares de feijao-caupi com 0s compostos
utilizaram-se os parametros: numero de ovos total e por grao, viabilidade de ovos (%), numero de
insetos emergidos total e por gréo, viabilidade da fase imatura (%), taxa instantanea de
crescimento populacional (r;), peso seco de insetos (mg), perda de peso dos gréos (%) e periodo
de ovo a adulto.

A viabilidade da fase imatura foi obtida pelo quociente do total de insetos emergidos e o

numero de ovos viaveis. A taxa instantanea de crescimento (r;) foi estimada atraves da equacgéo de
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Walthall e Stark (1997): ri = [In(N#/No)]/At, em que Ni= NUmero final de insetos; No = Numero
inicial de insetos; e At = Numero de dias em que o ensaio foi executado (35 dias).

Para o célculo do periodo de ovo a adulto utilizou-se a formula: [Z(niimero diario de insetos
emergidos x numero de dias ap0s a infestacdo)/total de insetos emergidos]. A contagem de insetos
emergidos foi realizada diariamente, cessando-se ap0s quatro dias sem emergéncia. Para
determinar o peso, 0s insetos apos a emergéncia foram acondicionados em frascos de vidro com
capacidade de 120 ml e colocados em freezer (-5 °C) até morrerem. Os recipientes foram abertos e
colocados em estufa (40 °C) por 48 h, sendo pesados em balanca de preciséo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA em esquema fatorial quatro
(cultivares) x trés (compostos) x duas (concentragdes letais), sendo as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do programa Sisvar versao 5.0 (Ferreira 2011).

Resultados e Discusséo

Teste de Toxicidade. Os valores das CL3p € CLsg dos compostos foram estimados em 103,48 e
125,18; 54,77 e 77,42; 55,98 e 60,99 ppm, respectivamente, para Eugenol, Geraniol e trans —
Anetole. Os dois Ultimos apresentaram os menores valores para CL3, e CLsg, diferenciando de
Eugenol pelo intervalo de confianga. No entanto, Geraniol apresentou a maior razéo de toxicidade
para a CLgo de 1,89 vezes e trans — Anetole a maior para a CLsg de 2,05 vezes (Tabela 1).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos, visando avaliar a bioatividade de 6leos essenciais
e seus constituintes no controle de C. maculatus. Gusmao et al. (2013) estimaram para os 0leos
essenciais de Cymbopogon winterianus Jowitt (Geraniol 21,83%) e Eucalyptus staigeriana F.
(Limoneno 28,75%, e Geraniol 15,20%) CLss, de 328,42 e 345,57 ppm, respectivamente, em
teste de contato. Islam et al. (2009), testando o 6leo essencial de Cinnamomum aromaticum

(Nees) (5,36% de Eugenol), determinaram uma CLsg de 23,16 pug cm 2 apés 48 h de exposicao.
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Combinacdo de Cultivares Resistentes com Constituintes de Oleos essenciais. Nesta
combinacdo houve interacdo significativa (P<0,05) entre os trés fatores (cultivares, compostos e
concentracdes) para os parametros: total de ovos e ovos por grédo, total de adultos emergidos e
adultos emergidos por grdo, periodo de ovo a adulto e perda de peso. Na maioria dos parametros a
CLs apresentou efeito adverso significativamente maior (P<0,05) que a CLgo.

O ndmero total de ovos e de ovos por grdo nas CLg, e CLsy dos compostos foi menor em
Eugenol e Geraniol em cada uma das quatro cultivares testadas. BRS Tracuateua apresentou em
média menor nimero de ovos que a cultivar Sempre Verde, excecdo feita ao composto Geraniol,
onde BRS Tracuateua proporcionou em média 68,0 ovos, no entanto, ndo diferiu estatisticamente
de Sempre Verde (P>0,05) (Tabela 2).

Carvalho et al. (2011), avaliando a resisténcia de cultivares de feijdo-caupi a C. maculatus
observaram menor numero de ovos para a cultivar Patativa com 20,00 ovos/10 g e BR 17
Gurgueia com 29,25 ovos/10 g de sementes. Hedjal-Chehheb et al. (2013) observaram que o 6leo
essencial de Tetraclinis articulata (Vahl) (9,54% de Limoneno) reduziu a postura de C.
macultaus. Na presente pesquisa, BRS Tracuateua e BR 17 Gurgueia quando associadas a CLs de
Geraniol apresentaram nimero médio de ovos de 65,50 e 75,75, respectivamente, no entanto, ndo
diferiram das demais cultivares.

Izakmehri et al. (2013), testando efeitos letais e subletais de Oleos essenciais em C.
maculatus, observaram que a CLy (14,24 mL/L de ar) de Eucalyptus camaldulensis Dehnh
reduziu em 27,58% a fecundidade media de fémeas, e a postura média foi de 51,48 ovos. Na
presente pesquisa, BR 17 Gurgueia proporcionou a menor média de 0,75 ovos por gréo de C.
maculatus, quando associada a CLgso, € 0,65 ovos quando associada a CLsg de Eugenol, e 1,64 e

1,52 ovos quando associada a CL3p e CLsg de trans — Anetole, repectivamente, comparando-se as
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cultivares em cada composto. Segundo Desneux et al. (2007), o limiar de mortalidade
recomendada para o uso de 6leos essenciais no manejo integrado de pragas foi estimado de 30%.

A viabilidade de ovos (%) foi menor em BR 17 Gurgueia, em relacdo as demais cultivares
nas CLgzy e CLsp em cada um dos trés compostos, e proporcionou uma viabilidade média de
49,86%, quando associada a CLsy de Eugenol e 49,83% quando associada a CLgp de trans -
Anetole. Lima et al. (2002) verificaram que a cultivar Mulato proporcionou uma viabilidade
média de 85,9% em seis geracbes de C. maculatus, sendo a menor dentre 0s genotipos testados.

Nas quatro cultivares testadas, o nimero total de adultos emergidos e de adultos por grédo foi
menor, quando estas foram associadas a Eugenol e Geraniol (Tabela 3). Lale e Mustapha (2000),
testando o potencial da combinacdo de nim (Azadirachta indica A. Juss) com a resisténcia de
cultivares de feijdo-caupi, verificaram que a cultivar Kanannado proporcionou em média trés
insetos emergidos, quando associada ao 6leo de nim na concentracdo de 100 mg/5 g de sementes.
A cultivar BR 17 Gurgueia associada a CLsy de Geraniol apresentou em média 38,5 insetos
emergidos. Abeywickrama et al. (2006) observaram em meédia 2,16 insetos emergidos, quando
utilizaram 1,8-cineole (constituinte majoritario de Alpinia calcarata Rosc.) na concentracdo de
0,060 g L™

Geraniol, em ambas as concentracGes letais, proporcionou a menor taxa instantanea de
crescimento populacional, comparando-se 0s compostos dentro de cada cultivar, no entanto, todas
as taxas foram positivas. Araujo (2014), avaliando a taxa instantanea de crescimento populacional
de diferentes populagcdes de Sitophilus zeamais Mots., observaram que todas as populactes
apresentaram taxa de crescimento positiva, variando de 0,007 a 0,014. Melo et al. (2012)
estimaram taxa instantanea de crescimento populacional de C. maculatus de 0,058 na cultivar BR
17 Gurgueia. Na presente pesquisa, esta cultivar, quando associada a CLso de Geraniol apresentou

taxa instantanea de crescimento de 0,038455.
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A viabilidade da fase imatura (%) foi menor em BR 17 Gurgueia nas CL3o e CLso, quando
associada a qualquer um dos compostos (Tabela 4). Lima et al. (2004), avaliando os efeitos da
alternancia de gendtipos na biologia de C. maculatus, observaram 76% de viabilidade da fase
imatura para a cultivar BR 17 Gurgueia resistente (52 geracdo de infestacao).

A viabilidade da fase imatura pode ser afetada por proteinas inseticidas presentes nos graos.
Segundo Carlini e Grossi-de-Sa (2002), os componentes quimicos de defesa das plantas incluem
antibidticos, alcaloides, terpenos, glicosideos cianogénicos e proteinas. As proteinas geralmente
associadas com os mecanismos de defesa sdo as lectinas, inibidores de alfa-amilases, inibidores de
proteinases, proteinas inativadoras de ribossomos, proteinas de reservas (vicilinas) modificadas,
proteinas de transporte de lipidios, glucanases e quitinases. Entre os fatores antinutricionais de
maior relevancia encontrados nas sementes de leguminosas em geral e também no feijdo-caupi,
estdo as lectinas e os inibidores de proteases. Outros fatores nao-protéicos, como taninos e acido
fitico, também tém sido detectados em sementes de diversas cultivares de feijdo-caupi, agindo
diretamente no sistema gastrointestinal, outros agindo ainda no sistema nervoso, no balanco
hormonal e no metabolismo de seus consumidores (Grangeiro et al. 2005).

Em relacdo ao peso seco dos insetos houve diferenca estatistica (P<0,05) apenas em trans —
Anetole, entre as cultivares, quando associadas a cada um dos compostos, com 0S insetos
emergidos da cultivar BR 17 Gurgueia com peso médio de 1,35 mg na CL3,. Ao avaliar a
resisténcia de cultivares de feijdo-caupi a C. macultaus, Soares (2012) verificou que a cultivar
AM-61-1-Costela de Vaca teve 0 menor peso seco médio de 1,751 mg. Quando se comparou 0
peso seco nos compostos dentro de cada cultivar, verificou-se que Sempre Verde associada a CL3g
de Geraniol apresentou menor peso de insetos (1,47 mg).

As cultivares Sempre Verde, Epace 10 e BR 17 Gurgueia proporcionaram menor perda de

peso quando associadas a Eugenol e Geraniol nas duas concentracdes testadas, comparando-se 0s
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compostos em cada cultivar. Castro (2013a), testando a associagdo de gendtipos de feijao-caupi a
Oleos essenciais, observou menor perda de peso quando associou Vitex agnus castus L. e Piper
callosum Ruiz e Pav a BRS - Urubuquara, 0s quais proporcionaram um consumo médio de 0,010
g. No presente trabalho BR 17 Gurgueia associada a CLsy de Geraniol e Eugenol proporcionou
perda de peso de 7,32% e 6,40%, respectivamente.

O periodo de ovo a adulto foi mais longo em BR 17 Gurgueia e Epace 10, quando se
comparou as cultivares em cada composto. No entanto, quando a comparacéo foi efetuada com os
compostos em cada cultivar, houve diferenca estatistica apenas em Epace 10 na CL3,, com trans —
Anetole, proporcionando periodo de ovo a adulto de 28,99 dias. Sales et al. (2005) observaram
um periodo de ovo a adulto de 28 dias para a cultivar Epace 10, suscetivel a C. maculatus.

A combinacdo de cultivares resistentes com constituintes de 6leos essenciais pode ser um
método de controle promissor para C. macultaus, por seguir os principios do manejo integrado de
pragas e com potencial para ser uma importante alternativa a utilizacdo de inseticidas quimicos.
De modo geral, a cultivar BR 17 Gurgueia combinada com Eugenol e Geraniol afetou mais
significativamente os parametros bioldgicos de C. maculatus do que em combinagdo com trans —

Anetole, reduzindo o nimero de ovos, insetos emergidos e viabilidade de ovos.
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Tabela 1. Toxicidade de compostos majoritarios de O6leos essenciais em adultos de

Callosobruchus maculatus em gréos de feijdo-caupi.

Tratamento n GL Inclinacdo Clsy RT3 Cls RTso xz
(xEP) (1C95%) (1C95%)

Eugenol 200 3 6,34+0,72 103,48 - 125,18 - 3,32
(92,17-113,20) (114,55-135,98)

Geraniol 240 4 3,48+0,61 54,77 1,89 77,42 162 8,42
(26,81-74,59) (49,43-100,84)

trans - Anetole 200 3 14,11+1,62 55,98 1,84 60,99 2,05 0,64
(53,09-58,31) (58,58-63,29)

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

intervalo de confianca; RT = razdo de toxicidade, XZZ Qui-quadrado.
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Tabela 2. Valores de total de ovos, ovos por grdo e viabilidade de ovos (%) de

Callosobruchus macultaus em diferentes cultivares de feijdo-caupi associadas a compostos

majoritarios de 6leos essenciais.

Total de ovost

Cultivares Clay
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 204,75+4,55aB 94,25+4,42aC 333,75£8,13aA
Epace 10 125,25+2,89hB 81,50+1,10aB 299,75+23,41abA
BRS Tracuateua 104,00+3,80bB 68,00+1,65aB 241,25+12,20bA
BR 17 Gurgueia 130,75+6,47bB 79,75+2,49aB 280,00+32,08abA
Cultivares Total de ovos!
Clso
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 142,50+13,37aB 91,25+5,15aB 256,25+30,53aA
Epace 10 113,00+1,91aB 78,25+2,25aB 230,50+55,52aA
BRS Tracuateua 99,25+2,59aAB 65,50+5,11aB 152,75+6,08bA
BR 17 Gurgueia 111,50+4,44aB 75,75+3,75aB 257,75+26,50aA
. Ovos por grdot
Cultivares Clag
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 1,940+0,13aB 0,85+0,04aC 3,16+0,07abA
Epace 10 1,16+0,02bcB 0,73+0,01aB 2,76£0,24bA
BRS Tracuateua 1,52+0,05abB 0,97+0,07aC 3,57+0,17aA
BR 17 Gurgueia 0,75+0,03cB 0,47+0,02aB 1,64+0,18cA
. Ovos por grao?
Cultivares Clss
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 1,35+0,03aB 0,89+0,03aB 2,44+0,25Aa
Epace 10 1,03+0,02abB 0,72+0,01aB 2,12+0,50aA
BRS Tracuateua 1,45+0,03aB 0,94+0,02aC 2,23+0,11aA
BR 17 Gurgueia 0,65+0,02cB 0,44+0,01aB 1,52040,16bA
. Viabilidade de ovos (%)*
Cultivares
Clao
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 72,53+1,46aA 72,98+3,18aA 73,61+1,34aA
Epace 10 63,64+0,83bA 63,50+0,54bA 62,77+0,60bA
BRS Tracuateua 72,95+3,25aA 73,72+2,59aA 73,03+2,87aA
BR 17 Gurgueia 52,46+2,37cA 53,34+3,19cA 49,83+0,73cA
. Viabilidade de ovos (%)*
Cultivares
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 67,43+0,68aB 73,63+1,00aA 67,35+0,88aB
Epace 10 62,64+0,61aA 63,25+1,05bA 61,84+0,65aA
BRS Tracuateua 66,29+0,79aA 66,87+1,08bA 65,31+0,43aA
BR 17 Gurgueia 49,86+0,997cA 50,81+0,53cA 50,55+2,88bA

"Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula nas linhas, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



Tabela 3. Valores de total de adultos emergidos, adultos emergidos por grdo e taxa
instantanea de crescimento populacional (r;) de Callosobruchus macultaus em diferentes cultivares

de feijdo-caupi associadas a compostos majoritarios de 6leos essenciais.

Total de adultos emergidost

Cultivares Clay
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 148,50+10,34aB 68,50+2,98aC 245,50+5,20aA
Epace 10 79,75+2,49hB 51,75+1,49aB 188,00+14,07bA
BRS Tracuateua 75,50+0,64bB 49,75+2,13aB 176,75+13,64bcA
BR 17 Gurgueia 68,25+2,28bB 42,25+1,37aB 140,00+17,35cA
. Total de adultos emergidos!
Cultivares
Clso
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 96,00+2,27aB 67,25+3,72aB 172,75+20,91aA
Epace 10 70,75+0,62abB 49,50+1,19aB 143,50+35,29abA
BRS Tracuateua 65,75+01,25abAB 43,75+0,47aB 99,75+3,90cA
BR 17 Gurgueia 55,50+1,65bB 38,50+1,44aB 129,00+10,10bcA
Cultivares Adultos emergidos por graot
Clso
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 1,40+0,1Ba 0,62+0,02abC 2,32 £0,05aA
Epace 10 0,74+0,02bcB 0,46+0,01abB 1,72+0,14bA
BRS Tracuateua 1,10+0,01abB 0,71+0,02aC 2,62+0,21aA
BR 17 Gurgueia 0,39+0,01cB 0,25+0,09bB 0,82 £0,10cA
Cultivares Adultos emergidos por gréot
CLs
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 0,91+0,01aB 0,65+0,03aB 1,65+0,17aA
Epace 10 0,65+0,01abB 0,45+0,01abB 1,32+0,31aA
BRS Tracuateua 0,95+0,01aB 0,63+0,01aB 1,45+0,07aA
BR 17 Gurgueia 0,32+0,01bB 0,22+0,06bB 0,76+0,06bA
. Taxa instantanea de crescimento populacional (r;)!
Cultivares
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 0,076883+0,001aB 0,054898+0,001aC 0,091433+0,0006aA
Epace 10 0,059280+0,0009bB 0,046933+0,0008abC 0,083583+0,002abA
BRS Tracuateua 0,057758+0,0002bB 0,045763+0,001bC 0,081793+0,002bA
BR 17 Gurgueia 0,054830+0,0009bB 0,041125+0,0009bC 0,074740+0,003bA
. Taxa instantanea de crescimento populacional (r;)!
Cultivares
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 0,064598+0,0006aB 0,054320+0,001aC 0,080783+0,003aA
Epace 10 0,055898+0,0002abB 0,045675+0,0006abC 0,072590+0,008abA
BRS Tracuateua 0,053795+0,0005bB 0,042160+0,0003bC 0,065648+0,001bA
BR 17 Gurgueia 0,048925+0,0008bB 0,038455+0,001bC 0,072783+0,002abA

"Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula nas linhas, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Valores de viabilidade da fase imatura (%), peso seco de insetos (mg), perda de

peso dos grdos (%) e periodo de ovo a adulto de Callosobruchus macultaus em diferentes

cultivares de feijao-caupi associadas a compostos majoritarios de 6leos essenciais.

Viabilidade da fase imatura (%)*

Cultivares Clay
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 87,00+0,91aA 85,00+0,71aA 87,25+0,75aA
Epace 10 77,75x1,03bA 78,50+0,96bA 78,50+1,19bA
BRS Tracuateua 80,75+0,85bA 80,75+1,11abA 82,75+0,63abA
BR 17 Gurgueia 69,50+1,71cA 70,50+1,55cA 68,25+0,85cA
. Viabilidade da fase imatura (%)*
Cultivares
Clso
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 86,25+1,11aA 85,00+1,15aA 87,00+1,15aA
Epace 10 76,50+1,55bA 76,75+0,85bA 76,750+1,11bA
BRS Tracuateua 77,00+2,74bA 79,50+1,55bA 79,50+1,94bA
BR 17 Gurgueia 68,75+0,75CA 68,50+0,96cA 69,00+1,08cA
Cultivares Peso seco de insetos (mg)?!
Clso
Eugenol Geraniol trans - Anetole
Sempre Verde 1,95+0,17aAB 1,47+0,06aC 2,45+0,40aA
Epace 10 1,77+0,30aB 2,00+0,25aAB 2,52+0,11aA
BRS Tracuateua 1,67+0,15aA 2,00+0,16aA 2,20+0,18aA
BR 17 Gurgueia 1,45£0,13aA 1,57+£0,10aA 1,35+0,05bA
Cultivares Peso seco de insetos (mg)*
CLs
Eugenol Geraniol trans — Anetole
Sempre Verde 1,45+0,05aA 1,25+0,10aA 1,3040,06aA
Epace 10 1,60£0,17aA 1,5240,14aA 1,60+0,18aA
BRS Tracuateua 1,55+0,15aA 1,85+0,21aA 1,60+0,20aA
BR 17 Gurgueia 1,4040,08aA 1,4240,09aA 1,6040,14aA
Cultivares Perda de peso dos graos (%)*
Clao
Eugenol Geraniol trans — Anetole
Sempre Verde 14,65+0,28aB 11,35+0,42aC 35,59+0,01aA
Epace 10 7,94+0,18bB 9,74+0,58abB 14,97+0,80bA
BRS Tracuateua 8,55+0,48bB 9,25+0,27abB 14,40+1,69bcA
BR 17 Gurgueia 6,85+0,23bB 8,23+0,52bB 11,63+0,68cA
Cultivares Perda de peso dos gréos (%)*
CLso
Eugenol Geraniol trans — Anetole
Sempre Verde 12,18+0,53aB 10,60+0,28aB 26,835+2,80aA
Epace 10 7,21+0,29bB 9,50+a0,29bB 12,52+0,51hcA
BRS Tracuateua 7,81+0,39bA 7,57+0,49abA 9,75+0,85cA
BR 17 Gurgueia 6,40+0,46bB 7,32+0,30bB 13,91+1,05bA
. Periodo de ovo a adulto!
Cultivares
CL30
Eugenol Geraniol trans — Anetole
Sempre Verde 28,29+0,23abA 27,91+0,06bA 27,85+0,09cA
Epace 10 28,36+0,05abB 28,00+0,03abB 28,99+0,09aA
BRS Tracuateua 27,91+0,01bA 27,99+0,10abA 27,59+0,07cA
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Continuacédo da Tabela 4.

BR 17 Gurgueia 28,76+0,03aA 28,41+0,08aA 28,37+0,30bA
, Periodo de ovo a adulto*

Cultivares

Eugenol Geraniol trans — Anetole
Sempre Verde 27,78+0,07bA 27,98+0,04abA 27,53+0,22bA
Epace 10 28,27+0,01abA 28,06+0,05abA 28,42+0,22aA
BRS Tracuateua 27,91+0,02bA 27,74x0,04bA 27,80+0,08bA
BR 17 Gurgueia 28,75+0,03aA 28,44+0,13aA 28,74+0,34aA

"Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maidscula nas linhas, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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