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RESUMO GERAL

Durante o armazenamento, 0s graos, sementes e seus subprodutos estdo sujeitos ao ataque
de pragas, 0s quais ocasionam perdas qualitativas e quantitativas, como reducéo dos valores
nutricionais e comerciais do produto. Para evitar perdas sdo utilizados produtos quimicos,
muitos dos quais vém apresentando falhas no controle, o que tem levado ao seu uso
indiscriminado. Em busca de novas alternativas, pesquisas vém sendo realizadas com o
objetivo de desenvolver produtos de origem natural. Tendo em vista a diversidade de
substancias extraidas de liquens e o conhecimento acerca de sua atividade bioldgica, no
presente trabalho foi estudado o potencial inseticida de extratos obtidos do liquen Cladonia
substellata sobre os coledpteros Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus,
avaliando a toxicidade (efeito repelente) e a bioatividade sobre a mortalidade, emergéncia e
oviposicdo dos insetos em feijdo armazenado. Para isso, foram utilizados os extratos
reunido e etéreo de C. substellata, os quais foram obtidos através de extracfes sucessivas
por esgotamento do talo liquénico. Os extratos foram testados, separadamente, nas doses de
0,02, 0,006 e 0,002 mg/mL sobre os grdos de feijdo Vigna sp, para C. maculatus, e nas
doses de 0,02 e 0,002 mg/mL sobre os gréos de feijao Phaseolus sp, para Z. subfasciatus. A
analise de cromatografia de camada delgada (CCD) confirmou a presenca do acido Usnico
como composto majoritario. Os extratos reunido e etéreo de C. substellata mostraram efeito
repelente e ocasionaram mortalidades com o aumento das dosagens utilizadas nos dois
insetos. Estes resultados indicam que os extratos de C. substellata atuam sobre as fases
imaturas de C. maculatus e de Z. subfasciatus, sendo o acido Usnico presente nesses
extratos, provavelmente, o responsavel pelo efeito ovicida/larvicida observado. Novos
estudos com os extratos do liguen C. substellata devem ser realizados com outras
concentracdes, para se avaliar a seletividade e possiveis efeitos sobre o0 poder germinativo e

a viabilidade de sementes de feijao.

Palavras-chave: Acido Gsnico, Bruchinae, Controle alternativo, Substancias liquénicas,

Repeléncia.



ABSTRACT

During storage, grains, seeds and byproducts are subject to attack by pests, which cause
qualitative and quantitative losses as reduces the nutritional value of the product and
business. To avoid losses chemicals are used, many of which are showing failures in
control, which has led to its widespread use. In search of new alternatives, research is being
conducted with the goal of developing natural products. Given the diversity of substances
extracted from lichens and knowledge about their biological activity, in this work the
insecticidal potential of extracts of the lichen Cladonia substellata on beetles
Callosobruchus maculatus and Zabrotes subfasciatus to evaluate the toxicity (repellent
effect) and bioactivity on mortality, oviposition and emergence of insects in stored beans.
For this, we used the meeting and ethereal extracts of C. substellata, which were obtained
by successive extractions of exhaustion of the stem liquénico. The extracts were tested
separately at rates of 0,02, 0,006 and 0,002 mg / mL on beans Vigna sp, to C. maculatus,
and at doses of 0,02 and 0,002 mg / ml on Phaseolus sp beans to Z. subfasciatus. Analysis
of thin layer chromatography (TLC) confirmed the presence of usnic acid as major
compound. The extracts and ethereal meeting of C. substellata showed repellent effect and
caused mortality with increasing dosages utilized in both insects. These results indicate that
extracts of C. substellata act on the immature stages of C. maculatus and Z. subfasciatus,
usnic acid being present in these extracts probably responsible for the effect ovicidal /
larvicidal observed. Further studies with extracts of the lichen C. substellata should be
conducted with other concentrations, to evaluate the selectivity and possible effects on the

viability and germination of bean seeds.

Keywords: usnic acid, Bruchinae, Alternative Control, Substance liquénicas, Repellency.



INTRODUCAO GERAL

O feijdo é um dos mais importantes componentes da dieta alimentar da populacdo
brasileira e de outros paises da América Latina, devido principalmente ao seu teor de
proteinas e minerais e seu elevado contetdo nutricional (Guzman-Maldonado et al., 1996).
A fonte de proteina do feijdo varia de cultivar para cultivar variando entre 15% a 33%. Essa
leguminosa também é fonte de carboidratos, vitaminas, fibras e compostos fendlicos com
acdo antioxidante (Ferreira et al, 2006).

O feijédo caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., tem grande importancia agrondmica e
econémica porque € um dos grdos mais consumidos no Brasil. Essa espécie apresenta
algumas caracteristicas técnicas, como: ciclo curto, resisténcia a estresse hidrico, baixa
exigéncia nutricional e elevada adaptabilidade a solos arenosos. O Brasil € um dos maiores
produtores dessa leguminosa, com areas cultivadas exclusivamente no Semiérido do
Nordeste e em algumas regides da Amazonia (Andrade Junior et al., 2003).

Ja o feijdo comum, (Phaseolus vulgaris L.), destaca-se pela sua importancia
nutricional e socioeconbmica, devido a méao-de-obra empregada durante o seu ciclo,
estimada em 7 milhdes de homens/dia-ciclo de producéo (Borém & Carneiro, 2006).

As perdas no feijoeiro variam de 30 a 90% da producdo devido a ocorréncia de
pragas, de acordo com o periodo do ano e da idade da cultura (Vieira, 1988; Junior &
Venzon, 2001). A reducdo da qualidade dos gréos durante o armazenamento esta associada,
principalmente, ao grau de infestacdo dos grdos e as condi¢cGes ambientais em que se
encontra a massa de grdos (Faroni & Souza, 2005).

Os insetos quando ndo controlados reduzem a quantidade de reservas nutritivas do
grdo (Pacheco & Paula, 1995), podendo muitas vezes promover a elevacdo da umidade e da
temperatura da massa de grdos, tornando as condi¢fes favoraveis ao desenvolvimento de
fungos (Vieira et al., 1994). Neste sentido, é necessario que 0 armazenamento seja
realizado com eficiéncia para que a qualidade seja mantida, evitando-se, assim, a escassez
na entressafra, a oscilacdo de precos no mercado e os danos causados por insetos-praga
(Brackmann et al., 2002).



Os insetos Callosobruchus maculatus (Fabr.) e Zabrotes subfasciatus Boh.
(Coleoptera, Chrysomelidae, Bruchinae) constituem as principais pragas primarias do feijao
comum e caupi armazenados, e destacam-se por reduzirem a qualidade fisioldgica e o valor
comercial do produto (Sousa et al., 2005), sendo responsaveis por perdas quantitativas e
qualitativas durante o armazenamento dos gréos.

O controle destas pragas vem sendo realizado por meio da fumigacao ou pulverizagédo
dos grdos por produtos quimicos. Depois de colhidos, os grdos de feijao recebem um
tratamento preventivo com inseticidas para posterior armazenagem. Segundo o Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA, 2012), estdo registrados quatro inseticidas para o controle de Z.
subfasciatus: Fermaq (Fosfeto de Magneésio), Fertox (Fosfeto de Aluminio) e Phostoxin
(Fosfeto de Aluminio), que sdo pastilhas fumigantes, e K-Obiol 2P (Deltametrina), que é
um po seco. Ja para o controle do coleoptero C. maculatus esta indicado o Degesch
Fumicel (Fosfeto de Magnésio), que é um fumigante na forma de tablete.

Por outro lado, sabe-se que as aplicacGes destes produtos tem ocorrido de maneira
excessiva, 0 que pode ocasionar problemas secundarios como o desenvolvimento de
resisténcia dos insetos a estes produtos.

Diversas pesquisas tém demonstrado a viabilidade do uso de compostos bioativos
obtidos de plantas no controle de pragas de grdos armazenados, principalmente por sua facil
aquisicao, baixo custo, eficiéncia e seguranca para os aplicadores e consumidores (Shaaya
et al 1997). Geralmente esses compostos podem ser utilizados na forma de po, extrato
aquoso ou organico, 6leos essenciais e 0leos emulsionaveis.

A flora brasileira, rica e diversificada, oferece op¢bes para a descoberta de novas
substancias ou compostos com atividade inseticida, o que pode significar alternativas de
controle de pragas ao produtor e uma contribuicdo significativa para 0 manejo de pragas de
grdos armazenados, sem poluir o ambiente e oferecendo alimentos saudaveis aos
consumidores (Roel, 2001).

Neste sentido, as plantas e os liquens com atividade inseticida podem ser
utilizados associadas com outras taticas de controle, como o controle bioldgico e cultivares

resistentes, por exemplo, em programas de manejo integrado de pragas.



Os liquens sdo organismos resultantes da associagdo simbidtica entre fungo
(micobionte) e algas (fotobionte), onde o micobionte pode satisfazer sua necessidade de
carboidratos para respiracdo e crescimento, e o fotobionte em contrapartida pode receber
beneficios, como protecdo contra a dessecacdo (Honda & Vilegas, 1999).

Esses organismos desempenham diversos papéis ecoldgicos e seus compostos
secundarios possuem atividade antimicrobiana, efeitos alelopaticos, agentes bloqueadores
de radiacéo solar, por exemplo (Lawrey, 1986; Fahselt, 1994; Huneck, 1999).

S&o encontrados em diferentes tipos de ambientes, desertos, montanhas e regides
polares, porém, sdo raramente encontrados em matas com baixa luminosidade. Podem ser
encontrados, ainda, sobre diferentes tipos de substratos sendo eles: cértex de arvores,
folhas, rochas acidas ou alcalinas, muros e outros. Seu crescimento sobre um determinado
substrato depende de suas caracteristicas fisicas, como rugosidade, dureza, exposicao a luz,
pH, umidade e temperatura. (Nash, 1996).

As substancias liquénicas sdo agrupadas de acordo com sua localizagdo no talo,
chamadas de intracelulares e extracelulares. Os produtos intracelulares, denominados
metabolitos primarios, estdo ligados a parede celular e podem ser carotendides,
aminodcidos, proteinas, glicolipideos e carboidratos (Honda; Vilegas, 1999). Os produtos
extracelulares, denominados metabdlitos secundarios, sdo encontrados na medula ou no
cortex do talo liquénico. Estes fazem parte de uma gama de acidos alifaticos e aromaticos,
meta- e para- depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos, dibenzofuranos, xantonas,
antraquinonas, acidos Usnicos, terpenos e derivados do acido pulvinico (Nash, 1996;
Honda; Vilegas, 1999).

Tendo em vista a diversidade de substancias liquénicas e o conhecimento acerca da
eficiéncia comprovada de sua atividade bioldgica em diversas areas, a presente pesquisa
teve como objetivo estudar o efeito inseticida (bioatividade) de extratos obtidos do liquen
C. substellata sobre os coledpteros C. maculatus e Z. subfasciatus, avaliando a mortalidade,

a emergéncia e a oviposi¢cdo dos insetos em feijdo armazenado.
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CAPITULO |

POTENCIAL BIOINSETICIDA DE Cladonia substellata Vainio NO CONTROLE DE
Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera, Chrysomelidae) EM FEIJAO
ARMAZENADO.



RESUMO

Para o controle de pragas de grdos armazenados vem se desenvolvendo pesquisas com o
uso de produtos alternativos visando uma reducdo no uso de inseticidas sintéticos. Tendo
em vista a diversidade de substancias liquénicas e o conhecimento a cerca de sua atividade
bioldgica, o presente trabalho teve como objetivo estudar a bioatividade de extratos do
liquen Cladonia substellata sobre Callosobruchus maculatus, avaliando a mortalidade, a
emergéncia e a oviposi¢do dos insetos. Para isso, foram utilizados os extratos reunido e
etéreo de C. substellata, os quais foram obtidos através de extracBes sucessivas por
esgotamento do talo liquénico. Os extratos foram testados separadamente nas
concentracdes de 0,02, 0006 e 0,002 mg/mL sobre os gréos de feijdo. Dez gréaos de feijao
foram colocados em placas de Petri, adicionando-se 5mL da concentracdo, em trés
repeticdes, com posterior liberacdo de 10 insetos adultos de C. maculatus. Estas placas
foram colocadas em camara climatica do tipo B.O.D., a temperatura de 25+3 °C. A analise
de cromatografia de camada delgada (CCD) confirmou a presenca do acido Usnico como
composto majoritario e na mesma propor¢do nos dois extratos utilizados. Os dois tipos de
extratos de C. substellata mostraram efeito repelente e provocaram mortalidade que
aumentou com o aumento da dose. Tanto o extrato etéreo quanto o reunido resultaram
numa diminuicdo da oviposicado e da emergéncia de C. maculatus. Provavelmente o acido
usnico presente em C. substellata atuou sobre as fases imaturas de C. maculatus sendo o
responsavel pelo efeito ovicida/larvicida. Novos estudos com os extratos do liquen C.
substellata devem ser realizados com outras concentragdes, para se avaliar a seletividade e
possiveis efeitos sobre o poder germinativo e a viabilidade de sementes de feijdo, e fornecer

subsidios para sua futura utilizacdo no manejo de C. maculatus em feijdo armazenado.

Palavras-chave: Acido Gsnico, Bruchinae, Controle alternativo, Extratos liquénicos,

Repeléncia.
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ABSTRACT

To control pests of stored grain has been developing research on the use of alternative
products targeting a reduction in the use of synthetic insecticides. Given the diversity of
substances liquénicas and knowledge about its biological activity, the present work was to
study the bioactivity of extracts of the lichen Cladonia substellata on Callosobruchus
maculatus, evaluating mortality, emergence and oviposition of insects. For this, we used
the meeting and ethereal extracts of C. substellata, which were obtained by successive
extractions of exhaustion of the stem liquénico. The extracts were tested separately at
concentrations of 0,02, 0006 and 0,002 mg / mL on the beans. Ten beans were placed in
Petri dishes by adding 5 mL concentration in three replicates, with subsequent release of 10
adult insects of C. maculatus. These plates were placed in a climatic chamber of BOD, a
temperature of 25 +3 ° C. Analysis of thin layer chromatography (TLC) confirmed the
presence of usnic acid as a major compound and in the same proportion in both extracts
used. Both types of extracts of C. substellata showed repellent effect and caused mortality
increased with the increasing dose. Both the ether extract and the meeting resulted in
decreased oviposition and emergence of C. maculatus. Probably the usnic acid present in C.
substellata served on the immature stages of C. maculatus being responsible for the effect
ovicidal / larvicidal. Further studies with extracts of the lichen C. substellata should be
conducted with other concentrations, to evaluate the selectivity and possible effects on the
viability and germination of bean seeds, and provide subsidies for their future use in the

management of C. maculatus in stored beans.

Keywords: usnic acid, Bruchinae, Alternative control, extracts liquénicos, Repellency.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-de-corda, macassar ou caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp., é uma planta
herbacia, pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoidea, originada do continente
Americano (Almeida et al, 2005). Apresenta grande importancia nutricional, econdmica e
social na regido Nordeste. Por ser excelente fonte de proteina e carboidratos, é alimento
basico da populacdo mais pobre e de pequenos agricultores, pois supre as necessidades
nutricionais dessa camada da populacdo. E um dos grdos mais consumidos no Brasil e
possui algumas caracteristicas técnicas, como ciclo curto, resisténcia ao estresse hidrico,
baixa exigéncia nutricional e elevada adaptabilidade a solos arenosos (Andrade Junior,
2003).

O Brasil € um dos maiores produtores dessa leguminosa, com areas cultivadas
exclusivamente no Semiarido do Nordeste e em algumas regides da Amazonia (Andrade
Junior, 2003). Entretanto, a regido Centro-Oeste apresenta grande avango no cultivo, onde
é crescente a demanda por cultivares de porte ereto devido ao uso de maquinas agricolas.
(Rocha, 2006). Nos altimos anos tem aumentado o consumo na forma de gréos secos e
grédos verdes como hortali¢as, com 60 a 70% de umidade, tornando-se uma nova forma de
comercializacdo para os agricultores (Oliveira et al., 2001).

A reducdo da qualidade dos grdos durante o armazenamento esta associada,
principalmente, ao grau de infestacdo dos gréos e as condi¢fes ambientais em que se
encontra a massa de gréos (Faroni & Sousa, 2005).

Dentre as pragas que atacam o feijao V. unguiculata quando armazenado, destaca-se
o coledptero Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Chrysomelidae, Bruchinae). Este inseto
apresenta infestacdo cruzada, podendo infestar feijoes maduros no campo, continuando o
desenvolvimento durante o armazenamento (Santos, 1971). O ataque deste inseto resulta
em perda de peso do grdo, na reducdo da germinacdo e do valor nutritivo e na
desvalorizacdo comercial do produto (Gallo et al., 2002; Sousa et al., 2005). Neste sentido,
€ necessario que o armazenamento seja realizado com eficiéncia para que a qualidade seja
mantida, evitando-se, assim, a escassez na entressafra, a oscilacdo de precos no mercado e

0s danos causados por insetos-praga (Brackmann et al., 2002).
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O controle de pragas de feijdo armazenado tem sido realizado por meio da
fumigacdo ou pulverizacdo dos grdos por produtos quimicos. Entretanto, ha indmeros
relatos de problemas ocasionados pelo uso constante e indiscriminado destes produtos.
Diante disso, métodos alternativos para o controle de diversas pragas de grdos
armazenados, que sejam seguros a0 homem e ndo causem danos ao meio ambiente, vem
sendo desenvolvidos, como o uso de produtos de origem vegetal (Shaaya et al, 1997,
Tavares & Vendramim, 2005), por exemplo.

Os liquens sdo associacOes simbioticas entre fungos e algas. Sdo organismos que na
maioria dos casos, sdo conhecidos por possuirem inGmeras utilidades medicinais e
econémicas (Pereira et al., 2001). Desempenham diversos papeis ecologicos e seus
compostos secundarios possuem atividade antimicrobiana e efeitos alelopaticos, entre
outros (Lawrey, 1986). S&o conhecidos desde a antiguidade, tendo sido utilizados como
plantas medicinais, inclusive citados por Dioscorides, cirurgido do exército de Nero
(Ahmadjian, 1993).

Os compostos obtidos a partir de liquens tem diversos usos na industria de
cosméticos (principalmente perfumes), na producdo de medicamentos (com atividades
antibiotica e antitumorais), na datacdo de determinados substratos (liquenometria) e no
monitoramento do aquecimento global (Van Herk; Aptroot; Van Dobben, 2002).
Apresentam, ainda, efeito alelopatico (Lawrey, 1986; Yano, 1994) e sdo eficientes no
controle bioldgico de insetos (Costa-Filho et al., 1991).

Diante da eficiéncia comprovada das substancias liquénicas em diversas areas, a
presente pesquisa teve como objetivo avaliar a bioatividade de extratos obtidos do liquen

Cladonia substellata sobre o coledptero C. maculatus em feijdo armazenado.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Entomologia/Ecologia, da
Unidade Académica de Serra Talhada (UAST), da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

2.1. Coleta e armazenamento do material liquénico.

As amostras de Cladonia substellata Vanio (Figura 1) foram coletadas no
municipio de Alhandra, na Paraiba. Uma parte do material coletado foi acondicionado em
caixa de papeldo a temperatura ambiente, e outra parte foi depositada no Herbario do
Departamento de Boténica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os liquens
foram identificados através de caracteres morfologicos e quimicos do talo, segundo Pereira
et al. ( 1996).

Figura 1: Detalhe do liquen Cladonia substellata Vainio.

2.2. Obtencao dos extratos

Os liguens passaram por um processo de limpeza manual utilizando-se pingas para
retirada de contaminantes como sementes, areia, residuos vegetais, dentre outros, que
pudessem de alguma maneira interferir na obtencdo dos extratos (Figura 2A).
Posteriormente, o material foi submetido a extracGes sucessivas por esgotamento, a
temperatura ambiente (28 x 3°C).

Para obtencdo do extrato etéreo foi utilizado 8g do talo in natura, sendo o material

colocado em um Beker contendo 100 mL do solvente éter etilico. Posteriormente, essa
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amostra foi submetida a agitacdo mecénica por uma hora (Figura 2B) e, em seguida,
filtrada em papel filtro (Figura 2C). O extrato obtido foi concentrado até secagem em
banho-maria (40°c) acoplado a rotaevaporador (Figura 2D). Este processo foi repetido até
0 esgotamento do talo.

Para o extrato reunido, a partir de 8g do talo in natura foram utilizados os
solventes: éter, cloroférmio e acetona sendo repetido o processo citado acima até o

esgotamento do talo.

Figura 2: Etapas e processos para a obtencdo dos extratos, etéreo e reunido,
provenientes de C. substellata. A) Separacdo de residuos; B) Agitacdo
mecanica; C) Filtragem; D) Secagem em banho-maria acoplado a
rotaevaporador.
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2.3. Armazenamento e criac¢ao dos insetos

Os insetos adultos foram criados em graos de feijao, acondicionados em recipientes
plasticos fechados com tampa perfurada e revestida com tecido fino para permitir as trocas
gasosas (Figura 3A). Foram confinados durante sete dias para efetuarem a postura, em
seguida retirados e os recipientes contendo os ovos foram estocados até a emergéncia da
geracdo F1. Este procedimento foi efetuado por sucessivas geracdes, de modo a assegurar a
quantidade de adultos necessarios para a execu¢do dos experimentos. As criacdes foram
mantidas em camara climatica do tipo B.O.D., a temperatura de 25+3 °C (Figura 3B), e a

temperatura ambiente.

Figura 3: Arenas de criacdo dos insetos. A) Em condicdes de laboratério, a
temperatura ambiente; B) Em condicdes controladas, a temperatura de 25+3 °C.

2.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Amostras do extrato etéreo e do extrato reunido de C. substellata, e do &cido
asnico (Merck), foram aplicadas em cromatoplacas de silica Gel F,s4+366 € desenvolvidas no
sistema de solventes tolueno, dioxano e acido acético (90: 25: 4, vl/v, respectivamente).
Apds evaporacdo do solvente as bandas foram visualizadas sob luz UV curta e longa (254 e
366 nm, respectivamente). Posteriormente, as placas foram borrifadas com acido sulfurico a
10%, sendo aquecidas a 100°C por 20 minutos para que fossem evidenciadas as bandas por
reacdo de coloracdo (Culberson, 1972). Os resultados foram avaliados mediante calculos

dos valores de Rf que é a distancia percorrida por cada composto em uma amostra,
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dividindo pela distancia percorrida pelo solvente. Comparag6es do valor de Rf da amostra

com o de um padrdo é um método qualitativo usado na identificacdo de um composto.

2.5. Ensaios bioldgicos para Callosobruchus maculatus

Os extratos do liquen C. substellata foram dissolvidos em cloroférmio e obtidas as
concentracdes de 0,02, 0,006 e 0,002 mg/mL. Para a testemunha foi utilizado apenas
cloroférmio.

Estas concentracOes foram utilizadas para avaliar o potencial inseticida (efeito sobre
a mortalidade e a oviposicéo) e, ainda, para avaliar o efeito repelente (teste com chance de
escolha) sobre o coledptero C. maculatus.

2.5.1 Potencial inseticida de extratos de Cladonia substellata sobre Callosobruchus
maculatus: Teste sem chance de escolha.

Os extratos testados nesse experimento foram: extrato etéreo e extrato reunido. Os
extratos foram testados, separadamente, nas doses de 0,02, 0,006 e 0,002 mg/mL sobre 0s
gréos de feijdo. Dez grdos de feijdo foram colocados em placas de Petri, adicionando-se
5mL da concentracdo, onde posteriormente, foram colocados 10 insetos adultos de C.
maculatus. As placas de Petri foram cobertas com filme PVC onde foram feitos pequenos
orificios com alfinete para permitir as trocas gasosas com o exterior. Estas placas foram
acondicionadas em camara climatica do tipo B.O.D., a temperatura de 25+3°C (Figura 4).

Durante sete dias foram efetuadas contagens dos insetos adultos para avaliar a
mortalidade, sendo em seguida efetuada a contagem de ovos nos grdos. Apds esta
avaliacdo, estes grdos foram acondicionados em recipientes plasticos e apos 30 dias de
confinamento foram quantificados os adultos emergidos para avaliar a persisténcia dos
extratos liquénicos sobre os insetos. O experimento foi feito no delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos (3 doses e testemunha). Os resultados foram submetidos a

andlise de regressao e teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 4: Arenas utilizadas para a avaliacdo do potencial inseticida (efeito sobre a
mortalidade e a oviposicdo) de extratos do liquen C. substellata sobre C. maculatus.
Teste sem chance de escolha, a temperatura de 25+3°C.

2.5.2 Efeito repelente de extratos de Cladonia substellata sobre Callosobruchus
maculatus. Teste com chance de escolha.

Foram utilizados os extratos etéreo e reunido de C. substellata, nas doses de 0,02,
0,006 e 0,002 mg/mL sobre gréos de feijao.

O experimento foi conduzido em arenas compostas de dois recipientes plasticos,
interligados simetricamente a uma caixa central por dois tubos plasticos (Figura 5). Em um
dos recipientes plasticos foram colocados 10 gréos de feijdo tratados com um dos extratos,
e no outro recipiente a mesma quantidade de feijdo sem o extrato (testemunha). Na caixa
central foram liberados 10 insetos adultos de C. maculatus.

Cada extrato foi testado separadamente, constando cada experimento de dois
tratamentos (extrato e testemunha) e trés repeticdes. Estas unidades experimentais foram
acondicionadas em camara climatica do tipo B.O.D., a temperatura de 25+3°C.

Apos sete dias da liberacdo na arena central, os insetos atraidos para cada tratamento
(extrato ou testemunha) foram contabilizados para a avaliacdo da repeléncia. Em seguida,
os insetos foram removidos e 0s grdos acondicionados em outros recipientes plasticos por

30 dias, até a emergéncia de novos adultos.
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Figura 5: Arenas utilizadas para a avaliacéo do efeito repelente de extratos do
liqguen C. substellata sobre C. maculatus. Teste com chance de escolha, a

temperatura de 25+3°C.

O indice de Repeléncia (IR) foi calculado pela formula: IR = 2G / (G + P).
Onde:
G = % ovos e insetos emergidos no tratamento;

P = % de ovos e insetos emergidos na testemunha.

Os valores de IR variam entre zero e dois.

Onde:
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);
IR < 1 corresponde a maior repeléncia do tratamento em relacdo a testemunha (tratamento

repelente).
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O intervalo de seguranga utilizado para considerar se 0 extrato € ou ndo repelente
foi obtido a partir da média dos IR (indice de repeléncia) e do respectivo desvio padrdo
(DP), ou seja, se a média dos IR for menor que 1 — DP, o extrato é repelente; se a média for
maior que 1 + DP o extrato € atraente e se a média estiver entre 1 — DP e 1 + DP o extrato é
considerado neutro. Este indice é uma adaptacdo da formula citada por Lin et al. (1990),
para o indice de consumo.

A porcentagem de repeléncia dos extratos foi calculada usando-se a formula
adaptada de Obeng-Ofori (1995): PR = [(NC —NT) / (NC + NT) x 100]

Onde:

PR = porcentagem de repeléncia;

NC = nimero de insetos atraidos na testemunha;
NT = numero de insetos atraidos no extrato.

O percentual médio de reducdo de emergéncia foi calculado pela mesma formula,
fazendo apenas as devidas adaptacdes, ou seja, trocando-se a média de insetos atraidos pela

média de insetos emergidos, respectivamente, na testemunha e no tratamento com o extrato.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise em CCD do extrato etéreo e do extrato reunido foi possivel
observar a presenca do Acido Usnico (USN) com a comparagdo do Rf das amostras com o
Rf do padrdo (Merck) utilizado. No cromatograma revelado o &cido Usnico padrdo
apresentou um Rf de 0,76, o qual também pode ser observado na amostra do extrato etéreo
e do extrato reunido (Figura 6). As demais bandas do extrato organico evidenciadas na
CCD com Rfs variaveis (0,71; 0,63; 0,60; 0,56; 0,52), sdo provavelmente outros compostos
presentes em Cladonia substellata que ja foram descritos por AHTI et al. (1993), como 0s
acidos estitico, constitico e criptoestitico, 0s quais sdo compostos secundarios utilizados na

biossintese da espécie.
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Figura 6: Cromatografia em camada delgada do extrato etéreo,
extrato reunido de Cladonia substellata e padrdo Merck. P: acido
usnico Padrdo Merck; 1: Extrato Etéreo; 2: Extrato Reunido.
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Potencial inseticida de extratos de Cladonia substellata sobre Callosobruchus
maculatus. Teste sem chance de escolha.

Tanto o extrato reunido quanto o etéreo, obtidos de C. substellata causaram
mortalidades em adultos de C. maculatus que entraram em contato direto com graos de
feijdo tratados, mesmo utilizando-se dosagens extremamente baixas. Por outro lado,
observou-se, ainda, que a mortalidade de adultos deste coledptero foi maior a medida que
se aumentou a dosagem (Figura 7).

Alguns pesquisadores de outros paises tém voltado seu interesse para estudos com
metabdlitos secundarios dos liquens, os quais vém demonstrando efeitos inseticidas
(Bombuwala, 2001; Kathirgamanathar et al., 2006; Balaji et al., 2007; Cetin et al., 2008;
Sahib et al., 2008). Estudos utilizando o &cido Usnico sobre larvas do mosquito Culex
pipiens L. relatam que ocorreu 100% de mortalidade deste inseto (Cetin et al., 2008). Por
outro lado, Yildrim et al (2012) avaliaram o efeito inseticida de extratos (acido difractaico e
usnico) do liquen Usnea longissima sobre o coledptero Sitophilus granarius e observaram
que a atividade inseticida aumentou com a concentragdo e com o periodo de exposicéo,
causando alta mortalidade nos coledpteros.

No Brasil essas pesquisas sa0 escassas e iniciais, e 0s estudos estdo voltados para
poucos grupos de insetos, como cupins, percevejos predadores e pragas de produtos
armazenados. Coelho et al (2007) avaliaram a atividade inseticida da lectina da Annona
coriacea sobre Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica, dois lepidopteros que atacam
produtos armazenados, e observaram efeitos sobre o crescimento larval, a mortalidade e a
perda de peso de A. kuehniella, com consequentes efeitos comportamentais e fisioldgicos.
Silva et al. (2009) relatam que houve atividade da lectina, uma proteina isolada do liquen
Cladonia veticillares, na inducdo da mortalidade no cupim Nasutitermes corniger. Ja Silva
(2010) relata que a mortalidade observada para o percevejo predador Podisus nigrispinus
ndo ultrapassou 0s 35% mesmo tendo sido utilizadas concentra¢fes superiores as do
presente estudo (0,25, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg/mL). A autora constatou que ndo houve
diferencas significativas para os percentuais de mortalidade de P. nigrispinus submetidos a

acdo do acido usnico presente no liquen C. substellata em relagédo a testemunha.
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Com relacdo a oviposicao, pode-se observar que o aumento das dosagens utilizadas
implicou em uma diminui¢cdo no nimero de ovos postos por fémeas de C. maculatus em
grdos de feijdo Vigna submetidos aos extratos de C. substellata (Figura 8). Também foi
observado que o aumento das dosagens utilizadas ocasionou uma diminui¢do no numero de
insetos emergidos em gréos de feijao tratados com os extratos de C. substellata (Figura 9).

Os resultados obtidos demonstram que o extrato reunido de C. substellata, para as
concentracdes utilizadas, resultou numa diminuicdo da oviposi¢cdo de C. maculatus e,
consequentemente, no nimero de adultos emergidos, em relacéo a testemunha (Figura 10).
O extrato etéreo, por sua vez, também apresentou 0 mesmo comportamento, ou seja,
ocasionou uma reducdo na oviposi¢cdo e na emergéncia de C. maculatus quando comparado
a testemunha (Figura 11). Entretanto, observou-se que na concentracdo de 0,002 mg/mL
deste extrato, houve uma maior oviposicdo em relacdo as outras concentragdes utilizadas.
De maneira geral, observou-se que tanto o extrato reunido quanto o extrato etéreo
demonstraram efeito significativo na diminuicdo da emergéncia de adultos em relacdo a
oviposicao (Figuras 10 e 11).

Isto indica, provavelmente, que os extratos obtidos de C. substellata estdo atuando
sobre as fases imaturas dos insetos, ou seja, apresentando efeito ovicida e larvicida.
Também podem estar atuando como fagoinibidores ou reduzindo a fecundidade dos
insetos. Tais indicios sdo importantes uma vez que as substancias liquénicas podem estar
ocasionando mudancas fisiologicas, como prolongamento das fases deste inseto, com
provavel interferéncia no crescimento, reproducdo e metamorfose.

Sabe-se que, em geral, os principais efeitos causados por produtos alternativos,
como Oleos ou po6s de origem vegetal, sobre as pragas de grdos armazenados sdo a
mortalidade, deterréncia na alimentacdo, repeléncia, inibicdo na oviposicao, reducbes na
fecundidade e na fertilidade dos adultos. Além disso, também podem afetar o crescimento e
o0 desenvolvimento dos insetos (Huang et al., 1999; Weaver et al., 1994; Pascual-Villalobos
& Ballestra-Costa, 2003).

De fato, Souza et al. (2005) observaram que 0 uso de pos provenientes de sementes
de Pipper nigrum, botBes florais de Eugenia caryophyllata e folhas de Cinnamomum

zeylanicum causaram uma reducdo significativa na taxa de oviposicdo de adultos de C.
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maculatus. Da mesma forma, Boff et al (2006) constataram, em estudos envolvendo 0 uso
de extratos de P. nigrum sobre Acanthoscelides obtectus, que a emergéncia dos insetos
diminuiu com o aumento da concentracdo. Silva (2010), estudando o efeito de dleos
essenciais sobre C. maculatus, verificou que o nimero de ovos postos na testemunha foi
maior que nos 6leos de Schinus aromaticum e de Piper aduncum, os quais reduziram a
postura deste inseto em 74,16% e 66,06%, respectivamente.

Vaérias pesquisas também demonstraram os efeitos de substéncias extraidas de
liguens sobre a alimentacdo, retardo no crescimento, interrupcdo da pupacdo e alta
mortalidade em insetos, como nos lepidopteros Lymantria dispar (Bleweet & Cooper-
Driver, 1990), Spodoptera littoralis (Giez et al., 1998) e Helicoverpa armigera (Balaji et
al., 2007) e no diptero Culex pipiens (Cetin et al., 2008), por exemplo. Bleweet & Cooper-
Driver (1990) observaram um retardo no crescimento e alimentacdo das lagartas de L.
dispar, ao avaliarem o efeito de extratos de liquens sobre a alimentacdo deste inseto. Balaji
et al. (2007) constataram que houve efeito dos extratos do liquen Roccella montagnei sobre
H. armigera, que ocasionaram uma interrup¢do na formacgédo de pupas deste lepidoptero.
Sahib et al. (2008) comentam que o acido Usnico extraido do liquen Usnea exerceu papel
fundamental no retardo do crescimento do coledptero Xyleborus fornicates, ja que o
desenvolvimento deste inseto foi afetado adversamente pela presenca deste metabdlito
secundario em sua dieta artificial. J& Silva (2010), ao avaliar o efeito do &cido usnico de C.
substellata sobre o percevejo P. nigrispinus, observou que aqueles insetos que ndo
atingiram a fase adulta morreram durante a ecdise, ao contrario do grupo testemunha,
atribuindo tal efeito a atividade do acido Usnico.

Diante do exposto, fica demonstrado que tanto o extrato etéreo quanto o reunido do
liguen C. substellata, provocaram reducdo significativa da progénie de C. maculatus,
independente da dosagem utilizada e que, neste caso, foram extremamente baixas. Isto se
deve, provavelmente, devido a acdo do acido Usnico presente neste liquen, confirmado pela
analise de cromatografia em camada delgada (CCD), o qual ndo diferiu significativamente

em quantidade entre os dois extratos.
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Figura 7: Mortalidade de adultos de Callosobruchus maculatus ap6s 7 dias de contato direto com gréos de feijao
Vigna sp. tratados com extratos de Cladonia substellata, nas dosagens de 0.006, 0.002 e 0.02 mg/mL: A) Extrato
etéreo (y=5,137 + 135,246x; F=8,62; p<0,05; r’=0,68);

B) Extrato reunido (y=5,590 +99,727x; F=5,34; p<0,05; r>=0,59).
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Figura 8: Oviposi¢do de adultos de Callosobruchus maculatus ap6s 7 dias de contato direto com gréos de feijao
Vigna sp. tratados com extratos de Cladonia substellata, nas dosagens de 0.006, 0.002 e 0.02 mg/mL: A) Extrato
etéreo (y=63,932 — 1942,623x; F=12,53; p<0,05; r’=0,746);

B) Extrato reunido (y=62,344 - 2132,514x; F=17,30; p<0,05; r’=0,796).
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Figura 9: Emergéncia de Callosobruchus maculatus ap6s 7 dias de contato direto com gréos de feijdo Vigna sp.
tratados com extratos de Cladonia substellata, nas dosagens de 0.006, 0.002 e 0.02 mg/mL: A) Extrato etéreo
(y=39,667 — 1500,00x; F=9,43; p<0,05; r*=0,697);
B) Extrato reunido (y=24,820 - 438,525x; F=6,08; p<0,05; r>=0,615).
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Figura 10: Oviposicdo de adultos de Callosobruchus maculatus ap6s 7 dias de contato
direto com o extrato reunido de Cladonia substellata e emergéncia de adultos nas
dosagens de 0,002, 0,006 e 0,02mg/mL em graos de feijdo Vigna sp. Teste sem chance
de escolha (Temp.: 25+ 0,3°C).
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Figura 11: Oviposi¢do de adultos de Callosobruchus maculatus ap6s 7 dias de contato
direto com o extrato etéreo de Cladonia substellata e emergéncia de adultos nas dosagens
de 0,002, 0,006 e 0,02mg/mL em grdos de feijdo Vigna sp. Teste sem chance de escolha
(Temp.: 25+ 0,3°C).
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Efeito repelente de extratos de Cladonia substellata sobre Callosobruchus maculatus.

Teste com chance de escolha.

Foi observado que os grdos de feijdo tratados com os extratos de Cladonia
substellata, nas doses de 0,02 e de 0,006 mg/mL, atrairam menos adultos de C. maculatus
que a testemunha, independentemente do extrato utilizado. Neste sentido, foram
considerados repelentes, enquanto que na dose de 0,002 mg/mL, os dois tipos de extratos
mostraram ser atraentes (Tabela 1).

Em relagdo ao indice de repeléncia, o extrato reunido mostrou-se repelente nas doses
de 0,02 e de 0,006 mg/mL, e neutro na dose de 0,002 mg/mL, o que foi confirmado pelo
indice de seguranca. Por outro lado, o extrato etéreo apresentou comportamentos diferentes
de acordo com a dosagem utilizada, sendo considerado repelente, neutro e atraente,
respectivamente (Tabela 1).

Os extratos de C. substellata testados mostraram comportamentos diferentes em
relacdo a porcentagem de repeléncia e a reducdo da emergéncia de adultos. O extrato
reunido mostrou-se o mais eficiente apresentando um percentual de repeléncia de 60%, na
maior dosagem utilizada. A menor repeléncia foi observada na dose de 0,002 mg/mL para o
extrato etéreo, quando o mesmo foi considerado neutro pelo indice de seguranca (Tabela
1).

A acdo repelente é uma propriedade importante que deve ser considerada no controle
de pragas de gréos armazenados, ja que existe uma tendéncia de que quanto maior for a
repeléncia menor sera a infestacdo por os insetos. Isto tem implicacGes na reducdo ou
supressdo da postura dos insetos e, consequentemente, afeta 0 nimero de insetos emergidos
(Coitinho, 2006). Alguns resultados semelhantes de repeléncia foram observados para
diversos tipos de pds (Chenopodium ambrosioides, Piper nigrum e Cymbopogon sp.) por
Aradjo (2010) e de Oleos essenciais (Myrocarpus frondosus, Baccharis trimera,
Cymbopogon winterianus, Copaifera landesdorffi e Pimpinella anisum) sobre Z.
subfasciatus, por Brito (2011) e sobre C. maculatus (Pipper hispidinervum, Pipper aducum

e C. winterianus), por Xavier (2011).
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No presente, estudo foi constatado que tanto o extrato etéreo quanto o reunido,

obtidos do liquen C. substellata, também apresentam propriedade repelente para C.

maculatus. Essas informacfes sdo importantes e novos estudos com as substancias

liguénicas podem fornecer subsidios para que possam ser usadas de maneira estratégica e

incluidas em Programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), especialmente em ambiente

de armazenamento de graos. Neste sentido, se faz necessaria a continuidade dos estudos,

utilizando-se concentragdes mais altas, diferentes periodos de exposicdo dos insetos aos

extratos e acompanhamento dos possiveis efeitos sobre os insetos que emergiram sob

influéncia dos gréos tratados, por exemplo.

TABELA 1- Porcentagem de insetos atraidos, indice de repeléncia, Porcentagem de repeléncia de

extratos do liquen Cladonia substellata, nas doses 0,02, 0,006 e 0,002 mg/mL, e Reducdo da

emergéncia de adultos de Calosobruchus maculatus. Teste com chance de escolha (Temp.: 25+£3°C).

Tratamento Adultos Atraidos IR+DP? Cz IS*  Repeléncia  Redugdo da
(%) (%) Eme(t(’%nua

0.02mg/mL Testemunha Liquen

Extrato Reunido 47 30 0,7028+0,0355 18,6 60
Extrato Etéreo 30 27 0,8764+0,1526 13,2 38,8
0.006mg/ mL

Extrato Reunido 37 28 0,4307+0,5498 R 15,4 33,3
Extrato Etéreo 33 20 0,6769+0,5847 94 8,7
0.002mg/ mL

Extrato Reunido 37 37 1,4181+0,4863 A N 8 14,2
Extrato Etéreo 33 33 1,5172+0,3614 A A 7,2 12

T Indice de Repeléncia e Desvio Padr4o.
’C= Classificagdo: A= Atraente; R= Repelente e N= Neutro
® Intervalo de Seguranca, onde R= Repelente, N= Neutro e A= Atraente.
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4 CONCLUSOES

O écido Usnico, substancia majoritaria do liquen Cladonia substellata, ndo diferiu
entre 0s extratos etéreo e reunido utilizados no presente estudo, e provavelmente o &cido
usnico foi o responsavel pelo efeito ovicida/larvicida sobre C. maculatus.

Os extratos etéreo e reunido obtidos do liquen C. substellata, aplicados nas doses de
0,02, 0,006 e 0,002 mg/mL, reduziram a oviposicdo de fémeas de Callosobruchus
maculatus e a emergéncia de adultos deste inseto em feijdo Vigna sp. armazenado.

Tanto o extrato etéreo quanto o reunido provocaram mortalidade em C. maculatus, e
a mortalidade aumentou com o aumento das dosagens.

Os dois tipos de extratos, etéreo e reunido, apresentaram efeito repelente para o
coledptero C. maculatus, mas na menor dose utilizada (0,002 mg/mL) mostraram-se
atraente e neutro, respectivamente.

Novos estudos devem ser realizados com outras dosagens para avaliar possiveis
efeitos sobre a germinacdo e a viabilidade de sementes de feijdo, sua persisténcia em
diferentes periodos de armazenamento e efeitos deletérios em outras fases de

desenvolvimento de C. maculatus.
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CAPITULO 11

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS DE Cladonia substellata Vainio SOBRE Zabrotes
subfasciatus (BOH) (Coleoptera, Chrysomelidae) EM FEIJAO ARMAZENADO.
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RESUMO

O coledptero Zabrotes subfasciatus é considerado a principal praga do feijao Phaseolus
vulgaris armazenado, reduzindo o peso e a qualidade dos gréos, bem como o poder
germinativo das sementes. A procura por métodos de controle alternativos para 0 manejo
desses insetos vem sendo cada vez mais utilizada devido a contaminagdo causada pelos
inseticidas sintéticos. Sabendo-se da diversidade das substancias liquénicas e do
conhecimento de sua atividade biol6gica, o presente trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de estudar a bioatividade de extratos do liqguen Cladonia substellata em Z.
subfasciatus, avaliando a mortalidade, a emergéncia e a oviposi¢do dos insetos. Para isso,
foram utilizados os extratos reunido e etéreo de C. substellata, os quais foram obtidos
através de extracOes sucessivas por esgotamento do talo liquénico. Os extratos foram
testados separadamente nas concentragdes de 0,02 e 0,002 mg/mL sobre os gréos de feijéo.
Dez grédos de feijdo foram colocados em placas de Petri, adicionando-se 5mL da
concentracdo, em trés repeticdes, com posterior liberacdo de 10 insetos adultos de Z.
subfasciatus. Estas placas foram colocadas em camara climéatica do tipo B.O.D., a
temperatura de 25+3 °C. Os dois tipos de extratos resultaram numa diminuicdo da
oviposicao e da emergéncia de Z. subfasciatus, independentemente da dosagem utilizada.
Estes resultados indicam que os extratos de C. substellata atuaram sobre as fases imaturas
de Z. subfasciatus, ou seja, apresentando efeito ovicida e larvicida. Novas pesquisas com 0s
extratos obtidos do liquen C. substellata devem ser realizadas para fornecer subsidios para

sua futura utilizacdo no manejo de Z. subfasciatus.

Palavras-chave: Liquen, Acido usnico, Repeléncia, Bruchinae, Controle alternativo.
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ABSTRACT

The beetle Zabrotes subfasciatus is considered a major pest of stored beans Phaseolus
vulgaris, reducing weight and grain quality as well as the germination of seeds. The search
for alternative control methods for handling these insects is being increasingly used due to
contamination caused by synthetic insecticides. Knowing the diversity of substances
liguénicas and knowledge of its biological activity, the present work was to study the
bioactivity of extracts of the lichen Cladonia substellata in Z. subfasciatus, evaluating
mortality, emergence and oviposition of insects. For this, we used the meeting and ethereal
extracts of C. substellata, which were obtained by successive extractions of exhaustion of
the stem liquénico. The extracts were tested separately at concentrations of 0,02 and 0,002
mg / mL on the beans. Ten beans were placed in Petri dishes by adding 5 mL concentration
in three replicates, with subsequent release of 10 adult insects of Z. subfasciatus. These
plates were placed in a climatic chamber of BOD, a temperature of 25 +3 ° C. Both types of
extracts resulted in decreased oviposition and emergence of Z. subfasciatus, regardless of
the dose used. These results indicate that extracts of C. substellata acted on the immature
stages of Z. subfasciatus, ie having ovicidal and larvicidal effect. New research with
extracts of the lichen C. substellata should be taken to provide subsidies for their future use

in the management of Z. subfasciatus.

Keywords: lichen, usnic acid, repellency, bruchinae, alternative control.
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1 INTRODUCAO

O feijdo comum Phaseolus vulgaris L., pertence a classe Dicotiledoneae, familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoidae, e vem sendo intensamente estudado na América
Latina por ser considerada fonte principal de proteina e por fazer parte da alimentacdo da
populacdo. Sua importancia alimenticia se deve, em parte, a0 menor custo de producao em
relacdo aos da proteina de origem animal (Quintana et al., 2002). Das 55 espécies de feijao
comum, Phaseolus spp., atualmente existem apenas 5 que séo cultivadas: P. vulgaris, P.
lunatus, P. coccineus, P. acutifolius var. latifolius e P. polyanthus (Vieira et al., 1999).
Entretanto, P. vulgaris é a especie com a maior expressao econémica.

Dentre as pragas que atacam o feijdo armazenado merece destaque o coledptero
Zabrotes subfasciatus Boh. (Chrysomelidae: Bruchinae). Este inseto € originario da
América Central e espalhou-se para regides tropicais e subtropicais através da
comercializacdo de sementes, provocando injurias nos grdos. Considerado praga primaria,
pois consegue penetrar no interior do grdo, onde completa seu ciclo de desenvolvimento,
este coledptero pode danificar o grdo reduzindo sua qualidade nutritiva, elevar a umidade e
a temperatura da massa de graos, favorece a entrada de outras pragas e a ocorréncia de
doencas e, ainda, diminuir o poder de germinacdo das sementes (Magalhdes & Carvalho,
1988; Hill, 1990; Gonzales-Rodriguez et al., 2002; Barbosa 2010).

O controle de pragas de feijao armazenado é realizado, em geral, através da
fumigacdo ou pulverizacdo dos grdos por produtos quimicos antes da armazenagem.
Segundo o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2012), estdo registrados para o controle de
Z. subfasciatus os inseticidas Fermaq (Fosfeto de Magnésio), Fertox (Fosfeto de Aluminio)
e Phostoxin (Fosfeto de Aluminio), que sdo pastilhas fumigantes, e K-Obiol 2P
(Deltametrina), que é um po seco.

Formas alternativas para o uso de métodos quimicos convencionais estdo sendo
estudadas, pressionada pela cobranca da populacdo por métodos menos agressivos ao
ambiente e que deixem menos residos no produto final (Lara, 1991). Neste sentido,

produtos como 6leos essenciais, pos e extratos de espécies vegetais estdo sendo cada vez
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mais utilizados. Em geral, os produtos de origem vegetal com atividade inseticida podem
agir por contato, inalagdo ou ingestdo, e podem causar mortalidade, deformagcbes em
diferentes estagios de desenvolvimento, repeléncia, deterréncia de alimentacdo e
oviposicdo, e regulacdo de crescimento (Don Pedro, 1989; Karr & Coats, 1988; Rice &
Coats, 1994; Oliveira & Vendramim, 1999; Lee et al,. 2003).

Estudos recentes também tém demonstrado que o0s metabdlitos secundarios
produzidos por liquens apresentam efeitos inseticidas (Bombuwala, 2001; Balaji et al.,
2007; Cetin et al., 2008; Sahib et al., 2008), o0 que tem despertado cada vez mais o0 interesse
por esse grupo bioldgico.

Os liquens séo organismos simbibnticos resultantes da associacédo estavel e duradoura
entre fungos (micobionte) e algas (fotobionte). Além da reconhecida atividade inseticida, os
liquens apresentam inGmeras utilidades industriais e medicinais, com agdo sobre bactérias e
fungos, efeitos alelopaticos e implicacdes na germinagcdo de sementes (Lawrey, 1977,
Costa-Filho et al., 1991; Yano, 1994).

No Nordeste do Brasil sdo encontradas varias espécies de liquens, cujos metabdlitos
possuem comprovada acdo farmacoldgica. Diversos compostos secundarios de origem
liguénica sdo conhecidos por apresentarem atividades biologicas variadas. Ao estudar
espécies encontradas em solos arenosos de tabuleiros costeiros do Estado da Paraiba,
Pereira et al. (1996) detectaram acdo antimicrobiana em extratos organicos de Cladonia
substellata e Cladonia crispatula, identificando o &cido usnico como o principio ativo das
espécies.

Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
inseticida de extratos provenientes do liqguen C. substellata sobre o coledptero Z.

subfasciatus em feijdo armazenado.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Entomologia/Ecologia, da
Unidade Académica de Serra Talhada (UAST), da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

2.1. Coleta e armazenamento do material liquénico.

As amostras do liqguen Cladonia substellata foram coletadas no municipio de
Alhandra-PB. Uma parte do material coletado foi acondicionado em caixa de papeldo a
temperatura ambiente, e outra parte foi depositada no Herbario do Departamento de
Boténica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Os liquens foram identificados através de caracteres morfologicos e quimicos do talo,

segundo Pereira et al. (1996).

2.2. Obtencao dos extratos

Os liguens passaram por um processo de limpeza manual utilizando-se pingas para
retirada de contaminantes como sementes, areia, residuos vegetais, dentre outros, que
pudessem de alguma maneira interferir na obtencdo dos extratos. Posteriormente, o material
foi submetido a extragcfes sucessivas por esgotamento, a temperatura ambiente (28 + 3°C).

Para obtencdo do extrato etéreo foi utilizado 8g do talo in natura, sendo o material
colocado em um béquer contendo 100 mL do solvente éter etilico. Posteriormente essa
amostra foi submetida a agitacdo mecanica por uma hora e, em seguida, filtrada em papel
filtro. O extrato obtido foi concentrado até secagem em banho-maria (40°c) acoplado a
rotaevaporador. Este processo foi repetido até o esgotamento do talo.

Para o extrato reunido, a partir de 8g do talo in natura foram utilizados os
solventes: éter, cloroférmio e acetona sendo repetido o processo citado acima até o

esgotamento do talo.
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2.3. Armazenamento e criac¢ao dos insetos

Os insetos Zabrotes subfasciatus foram criados em gréos de feijao, acondicionados
em recipientes plasticos fechados com tampa perfurada e revestida com tecido fino para
permitir as trocas gasosas. Foram confinados durante sete dias para efetuarem a postura, em
seguida retirados e 0s recipientes estocados até a emergéncia da geracdo F1. Este
procedimento foi efetuado por sucessivas geragdes, de modo a assegurar a quantidade de
adultos necessarios para a execucgdo dos experimentos.

As criacGes foram mantidas em camara climética do tipo B.O.D., a temperatura de

25+3 °C, e a temperatura ambiente em condi¢des de laboratdrio.

2.4. Ensaios bioldgicos para Zabrotes subfasciatus

Os extratos do liquen C. substellata foram dissolvidos em cloroformio e obtidas as
concentragdes de 0,02 e 0,002 mg/mL. Para a testemunha foi utilizado apenas cloroférmio.

Estas concentracdes foram utilizadas para avaliar o potencial inseticida (efeito sobre
a mortalidade e a oviposicdo) e, ainda, para avaliar o efeito repelente (teste com chance de

escolha) sobre o coledptero Z. subfasciatus.

2.4.1. Efeito inseticida de extratos de Cladonia substellata sobre Zabrotes subfasciatus.
Teste sem chance de escolha.

Os extratos testados nesse experimento foram: extrato etéreo e extrato reunido. Os
extratos foram testados, separadamente, nas dosagens de 0,02 e 0,002 mg/mL sobre 0s
grdos de feijdo. Dez grdos de feijdo foram colocados em placas de Petri, adicionando-se
5mL da concentracao, em trés repeticdes, onde posteriormente foram colocados 10 insetos
adultos de Z. subfasciatus. As placas de Petri foram cobertas com filme PVC onde foram
feitos pequenos orificios com alfinete para permitir trocas gasosas com o exterior. Estas
placas foram acondicionadas em camara climatica do tipo B.O.D., a temperatura de
25+3°C.
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Durante sete dias foram efetuadas contagens dos insetos para avaliar a mortalidade,
sendo em seguida efetuada a contagem de ovos nos graos. Apds esta avaliagdo, estes graos
foram acondicionados em recipientes plasticos e apds 30 dias de confinamento foram
quantificados os adultos emergidos para avaliar a persisténcia dos extratos liquénicos sobre
0s insetos. O experimento foi feito no delineamento inteiramente casualizado com 3
tratamentos (duas doses e testemunha). Os resultados foram submetidos a andlise de
regresséo e teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.4.2. Efeito repelente de extratos de Cladonia substellata sobre Zabrotes subfasciatus.
Teste com chance de escolha.

Também foram utilizados os extratos etéreo e reunido de C. substellata, nas doses
de 0,02 e 0,002 mg/mL sobre graos de feijao.

O experimento foi conduzido em arenas compostas de dois recipientes plasticos,
interligados simetricamente a uma caixa central por dois tubos plasticos. Em um dos
recipientes plasticos foram colocados 10 gréos de feijdo tratados com um dos extratos, e no
outro recipiente a mesma quantidade de feijao sem o extrato (testemunha). Na caixa central
foram liberados 10 insetos adultos de Z. subfasciatus.

Cada extrato foi testado separadamente, constando cada experimento de dois
tratamentos (extrato e testemunha) e 3 repeticbes. Estas unidades experimentais foram
acondicionadas em camara climatica do tipo B.O.D., a temperatura de 25+3°C.

Apos sete dias da liberacdo na arena central, 0s insetos atraidos para cada tratamento
(extrato ou testemunha) foram contabilizados para a avaliacdo da repeléncia. Em seguida,
os insetos foram removidos e os grdos acondicionados outros recipientes plasticos por 30
dias, até a emergéncia de novos adultos.

O indice de Repeléncia (IR) foi calculado pela formula: IR = 2G / (G + P).

Onde:
G = % ovos e insetos emergidos no tratamento;
P = % de ovos e insetos emergidos na testemunha.

Os valores de IR variam entre zero e dois.
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Onde:

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);

IR < 1 corresponde a maior repeléncia do tratamento em relacdo a testemunha (tratamento
repelente).

O intervalo de seguranga utilizado para considerar se o extrato € ou nao repelente foi
obtido a partir da média dos IR (indice de repeléncia) e do respectivo desvio padrao (DP),
ou seja, se a média dos IR for menor que 1 — DP, o extrato é repelente; se a média for maior
que 1 + DP o extrato € atraente e se a média estiver entre 1 — DP e 1 + DP o extrato é
considerado neutro. Este indice é uma adaptacdo da férmula citada por Lin et al. (1990),
para o indice de consumo.

A porcentagem de repeléncia dos extratos foi calculada usando-se a formula adaptada
de Obeng-Ofori (1995): PR =[(NC —NT) / (NC + NT) x 100].

Onde:
PR = porcentagem de repeléncia;
NC = nlimero de insetos atraidos na testemunha;
NT = numero de insetos atraidos no extrato.
O percentual médio de reducdo de emergéncia foi calculado pela mesma formula,
fazendo apenas as devidas adaptacdes, ou seja, trocando-se a média de insetos atraidos pela

média de insetos emergidos, respectivamente, na testemunha e no tratamento com o extrato.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito inseticida de extratos de Cladonia substellata sobre Zabrotes subfasciatus. Teste
sem chance de escolha.

N&o foram observadas diferencas significativas para a mortalidade de adultos de Z.
subfasciatus entre os extratos etéreo e reunido, utilizados e a testemunha (F= 2, 85, P>0,05)
e (F= 1,00, P>0,05) respectivamente para 0s extratos.

Recentemente, alguns pesquisadores tém relatado o efeito inseticida de metabdlitos
secundarios obtidos de liquens. Coelho et al (2007) observaram efeitos sobre o crescimento
larval e a mortalidade de Anagasta kuehniella, comprovando a atividade inseticida da
lectina de Annona coriacea. Cetin et al. (2008) observaram 100% de mortalidade em larvas
do mosquito Culex pipiens submetidos ao acido uUsnico. Silva et al. (2009) relatam que
houve atividade da lectina do liquen Cladonia veticillares, na inducdo da mortalidade no
cupim Nasutitermes corniger. Yildrim et al (2012) avaliaram o efeito inseticida de extratos
(acido difractaico e uUsnico) do liquen Usnea longissima sobre o coleoptero Sitophilus
granarius e observaram que a atividade inseticida aumentou com a concentragdo e com o
periodo de exposicdo, causando alta mortalidade nos coledpteros.

Com relacdo a oviposicdo, pode-se observar que com o aumento das dosagens
utilizadas houve uma diminuicdo no nimero de ovos postos por fémeas adultas de Z.
subfasciatus em graos de feijdo tratados com os extratos de C. substellata (Figura 1).

Também foi observado que o aumento das dosagens utilizadas ocasionou uma
diminuicdo no niumero de insetos emergidos em gréos de feijdo tratados com os extratos de
C. substellata (Figura 2).

Este efeito apresentado pelos extratos obtidos de C. substellata sobre a oviposicao e a
emergéncia de Z. subfasciatus merece atencdo e estudos mais aprofundados, pois o extrato
etéreo (Figura 4) aparentemente proporcionou uma menor oviposicdo e emergéncia, em
termos quantitativos, que o extrato reunido (Figura 3).

Sabe-se que os produtos alternativos de origem vegetal, como 6leos e pos, causam
varios efeitos sobre as pragas de grdos armazenados e que, de um modo geral, provocam

mortalidade, deterréncia na alimentacdo, repeléncia e reducdo na oviposicao, afetando o
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crescimento e o desenvolvimento dos insetos (Huang et al., 1999; Weaver et al., 1994;
Pascual-Villalobos & Ballesta-Costa, 2003). Vérios 6leos se mostraram eficientes no
controle de insetos de produtos armazenados. Don-Pedro (1989) observou que a morte de
ovos de Callosobruchus maculatus em grdos de caupi se deve a falta de atividade
respiratoria e & acumulagdo de metabdlitos toxicos, como resultado de um efeito de
barreira. Hall & Harman (1991) observaram que o tratamento de sementes de feijado com
6leo de soja (Glycine max) resultou em reducdo da oviposicdo e da emergéncia de adultos
de Z. subfasciatus. Os 6leos vegetais de Eucaliptus globulus, Lippia gracillis e Azadirachta
indica foram eficazes na mortalidade e na reducdo da emergéncia de Sitophilus zeamais em
milho armazenado (Coitinho et al., 2006). Os 6leos de Cymbopogon martini e Piper
aduncum provocaram mortalidade de 100% e reduziram o numero de ovos viaveis e de
adultos emergidos de Z. subfasciatus (Pereira et al, 2008).

Por outro lado, essas mudangas fisioldgicas e comportamentais nos insetos também
foram constatadas em varias pesquisas que utilizaram substancias extraidas de liquens. As
principais alteracGes observadas foram retardo no crescimento e alimentacdo das lagartas
de Lymantria dispar (Bleweet & Cooper-Driver, 1990) e do coledptero Xyleborus
fornicates (Sahib et al, 2008), interrupcdo na formacéo de pupas de Helicoverpa armigera
(Balaji et al., 2007) e mortalidade em mosquitos, cupins, percevejos e coledpteros (Cetin et
al., 2008; Silva, et al, 2009; Silva, 2010; Yildrim et al., 2012).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a diminuicdo da oviposi¢édo
resultou numa diminuicdo da emergéncia dos insetos, independente do extrato utilizado.
Tanto o extrato reunido quanto o etéreo, obtidos de C. substellata, provavelmente estdo
apresentando efeito ovicida e larvicida, atuando sobre as fases imaturas de Z. subfasciatus.
Tal fato pode estar relacionado a acdo do &cido usnico presente neste liquen, confirmado na
a analise de cromatografia em camada delgada (CCD) (Vide capitulo anterior), o qual ndo
diferiu significativamente em quantidade entre os dois extratos. Tais indicios sdo
importantes uma vez que as substancias liquénicas podem estar ocasionando mudancas
fisiologicas, como prolongamento das fases deste inseto, com provavel interferéncia no

crescimento, reproducdo e metamorfose.
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Figura 1: Oviposicdo de Zabrotes subfasciatus apds 7 dias de contato direto com gréos de feijdo Phaseolus
sp. tratados com extratos de Cladonia substellata, nas dosagens de 0.002 e 0.02 mg/mL: A) Extrato etéreo

(y=48,678 — 788,377x; F=25,35; p<0,05; r’=0,885);

B) Extrato reunido (y=47,013 — 865,385x; F=26,72; p<0,05; r’=0,890).
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Figura 2: Emergéncia de Zabrotes subfasciatus apés 7 dias de contato direto com gréos de feijdo Phaseolus
sp. tratados com extratos de Cladonia substellata, nas dosagens de 0.002 e 0.02 mg/mL: A) Extrato etéreo
(y=34,661 — 771,978x; F=11,49; p<0,05; r’=0,788);

B) Extrato reunido (y=35,419 — 905,678x; F=15,93; p<0,05; r*=0,833).
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Figura 3: Oviposicao de adultos de Zabrotes subfasciatus 7 dias de contato direto com o extrato
reunido de Cladonia substellata e emergéncia de adultos nas dosagens 0,002 e 0,02 mg/mL em
gréos de feijdo Phaseolus sp. Teste sem chance de escolha. (Temp.: 25+0,3°C).
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Figura 4: Oviposi¢do de adultos de Zabrotes subfasciatus 7 dias de contato direto com o
extrato etéreo de Cladonia substellata e emergéncia de adultos nas dosagens 0,002 e 0,02
mg/mL em gréos de feijao Phaseolus sp. Teste sem chance de escolha. (Temp.: 25+0,3°C).
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Efeito repelente de extratos de Cladonia substellata sobre Zabrotes subfasciatus. Teste
com chance de escolha.

Foi observado que menos adultos de Zabrotes subfasciatus foram atraidos para gréos
de feijao tratados com os extratos de Cladonia substellata, nas doses de 0,02 e de 0,002
mg/mL, do que para grdos ndo tratados (testemunha) (Tabela 1). Assim, tanto o extrato
reunido quanto o etéreo foram considerados repelentes, independentemente da dosagem
utilizada.

Em relacdo ao indice de repeléncia, o extrato reunido mostrou-se repelente na dose de
0,02 mg/mL, e neutro na dose de 0,002 mg/mL, o que foi confirmado pelo indice de
seguranca. Por outro lado, o extrato etéreo foi repelente aos adultos de Z. subfasciatus nas
duas dosagens utilizadas (Tabela 1).

Pode-se observar, ainda, que os dois extratos utilizados foram mais eficientes na dose
de 0,02 mg/mL, onde apresentaram percentuais de repeléncia superiores a 40% e que
implicaram em altas reducGes na emergéncia de Z. subfasciatus. Ja na menor dose (0,002
mg/mL) tanto o extrato reunido quanto o etéreo apresentaram menor repeléncia e
proporcionaram baixa reducéo da emergéncia dos insetos (Tabela 1).

Resultados semelhantes de repeléncia foram observados para diversos tipos de pos
(Chenopodium ambrosioides, Piper nigrum e Cymbopogon sp.) por Aradjo (2010) e de
Oleos (Azadirachta indica) por Oliveira & Vendramim (1999). Da mesma forma, Brito
(2011) observou que os 6leos essenciais de Myrocarpus frondosus, Baccharis trimera,
Cymbopogon winterianus, Copaifera landesdorffi e Pimpinella anisum apresentaram efeito
repelente sobre Z. subfasciatus.

Sabe-se que a acdo repelente € uma propriedade importante que deve ser considerada
no controle de pragas de grdos armazenados, pois quando a repeléncia do Gleo é alta espera-
se que a infestacdo seja menor, pois hd uma reducdo na postura e no nimero de insetos
emergidos (Coitinho, 2006).

No presente estudo, foi constatado que extratos obtidos do liquen C. substellata,

também apresentam propriedade repelente para Z. subfasciatus, o que pode indicar sua
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futura utilizacdo no manejo integrado deste coledptero em feijdo armazenado apds estudos

mais aprofundados.

TABELA 1- Porcentagem de insetos atraidos, indice de repeléncia, Porcentagem de repeléncia de
extratos do liquen Cladonia substellata, nas doses de 0,02 e 0,002 mg/mL, e Redugdo da emergéncia
de adultos de Zabrotes subfasciatus. Teste com chance de escolha (Temp.: 25£3°C).

Tratamento Adultos Atraidos IR+DP! C2 IS Repeléncia Redugé}o o!a
(%) %) Eme(ggoe;nma

0.02mg/mL Testemunha Liquen

Extrato Reunido 50 38 0,8401+0,1636 R R 42,8 40,8
Extrato Etéreo 40 33 0,7326+0,1110 R R 33,3 50,6
0.002mg/ mL

Extrato Reunido 47 40 0,9010+0,0372 N 11,11 11
Extrato Etéreo 42 38 0,8632+0,0077 R R 14,3 29,8

T Indice de Repeléncia e Desvio Padrao.
’C= Classificacdo: A= Atraente; R= Repelente e N= Neutro
® Intervalo de Seguranca, onde R= Repelente, N= Neutro e A= Atraente.
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4. CONCLUSOES

Os extratos etéreo e reunido obtidos do liquen Cladonia substellata, aplicados nas
doses de 0,002 e 0,02 mg/mL, reduziram a oviposicao de fémeas de Zabrotes subfasciatus e
a emergéncia de adultos deste inseto em feijdo Phaseolus sp. armazenado.

Os extratos etéreo e reunido obtidos do liquen C. substellata apresentaram efeito
repelente para o coledptero Z. subfasciatus, independentemente das dosagens utilizadas.

Provavelmente o acido Usnico, presente nos dois tipos de extratos utilizados,
apresentou efeito ovicida/larvicida sobre Z. subfasciatus, implicando na redugdo da
progénie deste inseto.

Mesmo diante de resultados promissores, novos estudos devem ser realizados com 0s
extratos utilizados, inclusive com outras dosagens, para avaliar, por exemplo, possiveis
efeitos sobre a germinacdo e a viabilidade de sementes de feijdo, sua persisténcia em
diferentes periodos de armazenamento e fornecer subsidios para sua futura indicacao para o

uso por pequenos ou meédios produtores.
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