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RESUMO

Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae) € uma praga
cosmopolita conhecida popularmente como besourinho do tabaco que ataca uma grande
variedade de produtos agricolas armazenados, dentre eles a soja, escavando galerias nos graos
enquanto se alimentam e consequentemente gerando prejuizos aos produtores pela perda da
qualidade e valor das sementes. Devido aos riscos de intoxicacdo e de contaminacdo do meio
ambiente com residuos quimicos, assim como o surgimento de individuos resistentes, outras
abordagens para o controle de L. serricorne tem sido buscadas. Os cairomonios das plantas
hospedeiras sdo moléculas com potencial para aplicagdo como atraentes alimentares em
armadilhas para monitoramento e captura de insetos. Por outro lado, a avaliacdo de Oleos
essenciais (OE) de plantas nativas cultivadas localmente, pode contribuir para a descoberta de
compostos Uteis como repelentes ou bioinseticidas naturais, gerando também ferramentas
Uteis manejo integrado de pragas (MIP). O objetivo desse estudo foi investigar e identificar os
compostos organicos volateis liberados pelos gréos de soja armazenados de trés variedades
cultivadas no Brasil com atratividade para adultos de L. serricorne (soja comercializada em
grandes cadeias de supermercados em Maceio-AL e duas variedades EMBRAPA BRS284 e
BRS360RR) e testar a atividade do OE dos frutos maduros de Schinus terebinthifolius, a fim
de promover a prospeccdo de compostos naturais com potencial para aplicacdo no manejo
integrado dessa praga em ambientes de armazenamento. A atratividade dos gréos e de extratos
preparados por coleta dindmica do headspace dos grdos foi avaliada em bioensaios
comportamentais em olfatbmetro de 4 bragos, enquanto o isolamento e identificacdo dos
compostos bioativos foram realizados pelas técnicas de cromatografia gasosa acoplada a
eletroantenografia (CG-EAG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). Cinco compostos EAG-ativos foram identificados nos extratos dos gréos de soja:
1-octen-3-ol, 3-octanol, 1-nonanol, linalol e limoneno. A resposta comportamental de L.
serricorne em bioensaios em olfatbmetro de 4 bracos aos compostos sintéticos foi
estatisticamente significativa para 1-octen-3-ol, 3-octanol, 1-nonanol e linalol, enquanto a
atracdo pela mistura dos 4 compostos sintéticos foi comparavel a verificada para os graos de
soja. A atividade do OE extraido por arraste a vapor dos frutos maduros de S. terebinthifolius
(3 repeticdes) colhidos de matrizes localizadas no campus A. C. Sim@es da UFAL, Maceio-
AL, sobre adultos de L. serricorne foi testada em bioensaios em olfatdmetro de 4 bragos, em
duas concentragdes (1 e 10uL), enquanto a composicdo do OE foi analisada por CG-FID e
CG-EM. Foi verificada repeléncia do OE na dose de 10 pL. Foram identificados 14
compostos no OE de S. terebinthifolius, sendo os componentes principais: B-pineno (49,8 %),
a-pineno (33,49 %), 3-careno (5,85 %), germancreno-D (2,08 %) e bornileno (1,21 %). Os
compostos atrativos identificados a partir dos graos de soja atuam como cairoménios para L.
serricorne, enquanto o OE de S. terebinthifolius possui atividade repelente contra essa praga,
portanto os resultados aqui obtidos podem ser aplicados no desenvolvimento de bioprodutos
para 0 manejo integrado de L. serricorne dentro e ao redor de ambientes de armazenamento,
favorecendo a utilizacdo racional de inseticidas.

Palavras-chave: Lasioderma serricorne, besourinho do tabaco, soja, Glicine max, Schinus
terebinthifolius, semioquimicos, cairomdnios, manejo integrado de pragas,
6leo essencial, produtos armazenados.



ABSTRACT

Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae) is a cosmopolitan
plague popularly known as a tobacco beetle that attacks a wide variety of stored agricultural
products, like soybeans, escavating galleries in the grains while feeding and consequently
generating losses to the producers by the loss of quality and value of the seeds. Due to the
risks of intoxication and environment contamination with chemical residues, as well as the
emergence of resistant individuals, other approaches to the control of L. serricorne have been
sought. The host plant kairomones are molecules with potential for application as food
attractants in traps for monitoring and capture insects. On the other hand, the evaluation of
essential oils (EO) of native plants cultivated locally, can contribute to the discovery of useful
compounds as natural repellents or bio-insecticides, also generating tools useful in integrated
pest management (IPM). The objective of this study was to investigate and identify the
volatile organic compounds released by stored soybeans from 3 varieties cultivated in Brazil
with attractiveness to adults L. serricorne (soybean marketed in large supermarket chains in
Maceio-AL and two varieties EMBRAPA BRS284 and BRS360RR) and to test the EO
activity of the mature fruits of Schinus terebinthifolius, in order to promote the prospection of
natural compounds with potential for application in the integrated management of this pest in
storage environments. The attractiveness of grains and extracts prepared by dynamic
headspace collection was evaluated in 4-arm olfactometer behavioral bioassays, while the
isolation and identification of the bioactive compounds were carried out using gas
chromatography coupled to electroanthennography (GC-EAG) and gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). Five EAG-active compounds were identified in the
extracts of soybeans: 1-octen-3-ol, 3-octanol, 1-nonanol, linalool and limonene. The
behavioral response of L. serricorne in 4-arm olfactometer bioassays to synthetic compounds
was statistically significant for 1-octen-3-ol, 3-octanol, 1-nonanol and linalool, while the
attraction for the 4 synthetic blend was comparable to that verified for soybeans. The activity
of the EO extracted by steam-drag of the mature fruits of S. terebinthifolius (3 replicates)
harvested from matrices located on the A. C. Simbes Campus of UFAL, Maceié-AL, on L.
serricorne adults was tested in 4-arm olfactometer bioassays , in two concentrations (1 and 10
uL), while the EO composition was analyzed by GC-FID and GC-MS. EO repellency was
checked at a dose of 10 uL. A total of 14 compounds were identified in S. terebinthifolius EO,
with the main components being B-pinene (49.8%), a-pinene (33.49%), 3-carene (5.85%),
germacrene-D (2.08%) and bornylene (1.21%). The attractive compounds identified from the
soybean grains act as kayromones for L. serricorne, while the S. terebinthifolius EO has
repellent activity against this pest, so the results obtained here can be applied in the
development of bioproducts for the integrated management of L. serricorne in and around
storage environments, favoring the rational use of insecticides.

Keywords: Lasioderma serricorne, tobacco beetle, soybean, Glicine max, Schinus
terebinthifolius, semiochemicals, kairomones, integrated pest management, essential oil,
stored products.
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1 INTRODUCAO

A biodeterioracdo pelo ataque de insetos é uma das principais causas de perdas de
alimentos no pdés-colheita nos paises menos desenvolvidos (Hodges et al., 2001), onde as
pragas de produtos armazenados podem comprometer mais de 50% da producdo de
determinados grdos (BAOUA et al., 2015). Os paises em desenvolvimento das regides
tropicais precisam enfrentar infestacfes de pestes nativas e cosmopolitas que se adaptam
facilmente a estabilidade das condigdes ambientais dos sistemas de armazenamento. Ha
projecdes de um aumento nas infestagdes de pragas em decorréncia das mudangas climaticas,
que certamente impactardo a producdo de alimentos ao redor do mundo nos proximos anos
(FAO, 2017).

O armazenamento € uma etapa crucial na cadeia produtiva de alimentos, e 0 ataque por
pragas € um dos maiores problemas enfrentados por produtores e comerciantes, pois gera
prejuizos imediatos no produto final armazenado. Além dos danos diretos causados pelos
insetos em grdos armazenados, que se reflete em perda de peso, ainda ha as consequéncias
indiretas, como o aumento da vulnerabilidade ao ataque por fungos, efeitos deletérios na
germinabilidade de sementes e perda da qualidade e valor de mercado. A todos esses fatores
soma-se 0 impacto econdmico e ambiental da aplicacdo de pesticidas, que move um mercado
bilionario no mundo.

Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae) é um pequeno
besouro cosmopolita conhecido popularmente como besourinho do tabaco, por ser a principal
praga dessa commodity (ASHWORTH, 1993), e que tem sido descrita atacando uma grande
variedade de produtos agricolas armazenados, incluindo gréos, ervas desidratadas, farinhas e
racOes para animais, além de causar danos em colecdes de herbarios e acervos de livros. Um
aspecto interessante sobre L. serricorne é que tem se mostrado como uma das espécies mais
resistentes a uma serie de medidas de controle e, por isso, tem sido reportada em uma vasta
literatura, refletindo a busca, em diversos paises, por novos produtos e abordagens capazes de
mitigar infestacdes.

O manejo integrado de pragas tem sido adotado como alternativa mais sustentavel em
uma conjuntura de mercados cada vez mais exigentes e regulamentados, ja que enfatiza o
crescimento de culturas saudaveis com a menor perturbacdo possivel dos agroecossistemas e
encoraja mecanismos naturais de controle de pragas (UE, 2009). Essa abordagem contribui
para 0 uso racional de pesticidas, tanto pelo fato do processo de tomada de decisdo ser

orientado por sistemas eficazes de monitoramento de pragas, quanto pelo efeito sinergistico
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de ferramentas ndo-quimicas ou produtos bioldégicos menos prejudiciais ao meio ambiente e a

salide de humanos e animais (BARZMAN et al., 2015)

Considerando o amplo espectro de produtos atacados por L. serricorne e a importancia
dos mesmos para as economias locais onde sdo produzidos, especialmente nos paises em
desenvolvimento, fica clara a necessidade de buscar novos produtos naturais aplicaveis em
estratégias de manejo integrado (monitoramento, captura, protecdo de locais de
armazenamento e embalagens, entre outras).

Portanto, estudos sobre a atratividade de volateis de comodities atacadas por L.
serricorne contribuem para melhor compreensdo da ecologia quimica dessa espécie no
contexto de armazenamento, na elucidagdo dos mecanismos de busca de alimento e
disseminacdo da praga, assim como sdo relevantes na prospeccdo de moléculas bioativas
aplicaveis como atraentes alimentares em formulacfes para armadilhas de monitoramento e
coleta massal. Com o mesmo foco de protecdo dos produtos armazenados do ataque dessa
praga e outros insetos fitofagos, mas com modo de acdo oposto, a avaliacdo de Oleos
essenciais de plantas nativas cultivadas localmente, pode contribuir para a descoberta de
compostos uteis como repelentes ou bioinseticidas naturais.

Os objetivos do presente trabalho foram investigar e identificar os compostos
organicos volateis liberados pelos grdos de soja armazenados de diferentes variedades
cultivadas no Brasil com atratividade para adultos de L. serricorne e testar a atividade do dleo
essencial dos frutos maduros de Schinus terebinthifolius, a fim de promover a prospecgédo de
compostos naturais com potencial para aplicacdo no manejo integrado dessa praga em
ambientes de armazenamento.

Esta tese estd composta de trés capitulos redigidos sob o formato de artigos cientificos:
o O primeiro capitulo € um artigo de revisdo sobre L. serricorne, sua biologia,

importancia no contexto de produtos armazenados, métodos de controle e perspectivas

no manejo dessa praga, o qual foi submetido a Revista Agronomy for Sustainable

Development (ISSN: 1774-0746).

o O segundo capitulo € um artigo de pesquisa original que trata da investigacéo,
isolamento e identificacdo de cairoménios de graos de soja de 3 variedades cultivadas
no Brasil para L. serricorne, que foi submetido a Revista Pest Management Science
(ISSN: 1526-4998).

o O terceiro e ultimo capitulo também é um artigo de pesquisa original sobre a avaliacdo
da atividade do 0leo essencial de frutos maduros de S. terebinthifolius sobre adultos de

L. serricorne, o qual ndo foi submetido a nenhum periédico até o momento.
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Os capitulos estdo precedidos de uma revisdo de literatura sobre os temas abordados
durante a pesquisa, conforme instru¢cbes normativas do Programa de POs-Graduacdo em
Biotecnologia da Rede Nordeste de Biotecnologia. A bibliografia citada na introducdo esta

compilada em conjunto com as referéncias bibliogréficas da revisdo de literatura a seguir.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes gerais sobre Lasioderma serricorne

Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792) é um coledptero cosmopolita da familia
Anobiidae (do grego ana: para cima, de novo; bio: vivo, revivo). O nome Anobiidae deriva de
Anobium, nome do principal género dessa familia proposto no século XVIII por Fabricius,
baseado do comportamento de tanatose observado em vérias espécies desse grupo, ou seja, ao
menor sinal de perigo, 0s insetos adultos permanecem imdveis durante algum tempo, em
letargia, parecendo ressuscitar quando despertam (COSTA LIMA, 1952). L. serricorne e
Stegobium panicetum (Linaeus, 1765) sdo as duas espécies da familia Anobiidae que estdo
associadas a produtos armazenados e que figuram entre as pragas mais importantes desse tipo
de material. (BOUSQUET, 1990; COSTA LIMA, 1952).

L. serricorne é a principal praga de produtos derivados do tabaco, desde o seu
armazenamento, manufatura, até os produtos finais, como charutos e cigarros, e por isso é
também chamado de besourinho do tabaco, besourinho do fumo ou besouro do charuto. A
espécie foi descrita por Fabricius em 1792, na América do Norte. Uma revisdo minuciosa
sobre a biologia de L. serricorne feita por Ashworth (1993) cita que em 1931, foi descrita a
presenca de individuos dessa espécie em resinas desidratadas na tumba do farad egipcio
Tutancamon (1332-1322 a.C.) e que, em 1982, exemplares desses insetos foram encontrados
junto a mimia de Hamsés Il (1279-1213 a.C.). Tais achados revelam nédo s a presenca dessa
espécie no mundo antigo, ha mais de 3 mil anos, mas também sua associacdo com a atividade
humana, especialmente a comercial, favorecendo sua distribuicdo cosmopolita na atualidade
(PEREIRA; ALMEIDA, 2001).

Além do tabaco, L. serricorne pode alimentar-se de uma grande variedade de produtos
agricolas armazenados em geral como cereais, sementes de cacau, améndoas, feijao, farinhas,
pimentas e condimentos (LU; MA, 2015), além de produtos farmacéuticos e até colecdes de
insetos e exsicatas de plantas em herbarios (BOUSQUET, 1990). No Brasil, L. serricorne ja
foi descrita atacando frutos armazenados, racdo para animais e produtos desidratados como
polen de abelha e ervas aromaticas (MACHADO et al., 2008; PODEROSO et al., 2013;
SILVA; OLIVEIRA, 1985; ZANUNCIO et al., 2014). Porém, é com relacdo aos grdos de soja
armazenados que a espécie tem despertado séria atencdo de pesquisadores e produtores
brasileiros tendo em vista o grande potencial bidtico apresentado pelos insetos nesse
substrato, justificando medidas de controle (FRANCA-NETO et al., 2012; LORINI, 2012).
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De acordo com Lorini (2012), L. serricorne pode ser considerada a maior ameaga ao
armazenamento de gréos de soja no Brasil, uma vez que as larvas se alimentam dos gréos,
escavando galerias e consequentemente gerando prejuizos aos produtores pela perda da
qualidade e valor das sementes (Figura 1). Moreira (2008) avaliou os danos causados por L.
serricorne em graos de soja armazenados e verificou, apés 150 dias de infestacdo, que o
aumento da populacdo de insetos levou a uma elevacdo do nivel de infestacdo interna dos
gréos, perda de peso e reducéo da germinacao, bem como reducdo da qualidade comercial dos
mesmos. Outro fator relevante observado foi 0 aumento da contaminagdo das sementes por

fungos, especialmente dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

Figura 1 — Larva de L. serricorne em gréo de soja: (1) pedagos de graos de soja, (2)

larva, (3) fragmento de casulo pupal.

Fonte: autora da tese, 2015.

2.2 Biologia de L. serricorne

Os ovos de L. serricorne possuem forma oval e podem medir de 0,3 a 0,4 mm de
comprimento e 0,1 a 0,2 mm de diametro, sendo mais delgados nas extremidades
arredondadas (GAUTAM et al., 2014). Na porcdo anterior dos ovos encontra-se a regido
micropilar, com 7-10 micropilas, enquanto aerdpilas sdo encontradas em toda a superficie dos
ovos (GAUTAM et al., 2014). A duragdo dos ovos pode variar de 6 a 8 dias e sua casca é
ingerida pela larva ao emergir (YU et al.,, 2010; ASHWORTH, 1993). As fémeas de L.
serricorne colocam em média 105 ovos durante seu periodo de vida, com média diaria de 12
ovos (YU et al., 2010).

As larvas de L. serricorne (Figura 2) possuem coloracdo branco leitosa e s&o
recobertas de pelos finos. Apresentam quatro discretos estagios larvais: os primeiros trés
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instares duram em média 4-5 dias, enquanto o quarto instar dura aproximadamente 12 dias. A
larva de primeiro instar mede menos que 1,0 mm e chega a atingir até 4,5mm no Gltimo instar,
antes da pupacdo (YU et al., 2011; ASHWORTH, 1993). As larvas evitam a luz e s&o
extremamente ativas, penetrando em embalagens de produtos desidratados e perfurando
galerias em gréos e outros produtos armazenados (ASHWORTH, 1993).

Figura 2 — Lasioderma serricorne (A) larva, (B) vista ventral do adulto, (C) vista

lateral do adulto.

Fonte: autora da tese, 2015.

Antes de entrar no estagio de pupa, a larva produz uma espécie de casulo que consiste
numa fina pelicula de particulas de alimento cimentadas com secrecdo produzida pelo trato
digestivo (HOWE, 1957). Yu et al. (2011) relataram uma duracdo média do periodo pupal de
L. serricorne de 4,6 dias. Nesse periodo pode ser realizada a sexagem dos individuos pela
observacdo das papilas genitais que nos machos sdo globulares e ndo protuberantes, enquanto
nas fémeas sdo protuberantes, trissegmentadas e distintamente divergentes (HALSTEAD,
1963) (Figura 3). O adulto permanece alguns dias no interior do casulo pupal antes de

emergir, quando ocorre 0 endurecimento do exoesqueleto e maturacdo sexual (HOWE, 1957).
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Figura 3 — Pupas de Lasioderma serricorne: ({) = fémea e (3') = macho.

Fonte: autora da tese, 2015.

Os adultos de L. serricorne (Figura 2) sé@o pequenos besouros de corpo ovalado com
aproximadamente 2,0-3,5mm e coloragdo que vai do castanho avermelhado claro ao escuro,
possuem antenas distintamente serreadas e élitros cobertos com pubescéncia (ASHWORTH,
1993; BOUSQUET, 1990). Nao ha dimorfismo sexual aparente, apesar das fémeas
apresentarem tendéncia de atingir um tamanho maior que o dos machos (JONES, 1913;
PHOONAN; DEOWANISH; CHAVASIRI, 2014). A cabeca é encoberta pelo pronoto,
dificilmente visivel em vista dorsal e geralmente fica abaixada, dando ao inseto um aspecto
convexo (PEREIRA; ALMEIDA, 2001). Possuem a capacidade de voar a distancias
consideraveis, o que pode contribuir muito para a dispersdo de infestacdes (ASHWORTH,
1993). A longevidade do adulto varia de 2 a 7 semanas (HOWE, 1957; FERRI et al., 2014).

Diversos trabalhos apontam que o desenvolvimento de L. serricorne pode ser afetado
pelas condicbes ambientais, especialmente temperatura e umidade, e também pelo tipo de
dieta a que estdo submetidos, encontrando condi¢des 6timas de crescimento sob temperaturas
na faixa dos 30-35°C e umidade relativa de 60-75% (BUCHELOS, 1981; HOWE, 1965;
MAHROOF; PHILLIPS, 2008).

A maturacdo sexual de L. serricorne se da durante o estagio de pupa, e o acasalamento
ocorre entre o segundo e terceiro dia ap6s a emergéncia do inseto adulto (ASHWORTH,
1993). A sequéncia do comportamento de acasalamento inicia-se pela atragdo dos machos por
feromdnio sexual liberado pelas fémeas. Os principais componentes do feroménio sexual de
L. serricorne sdo a serricornina e a anidroserricornina (Tabela 1), que apresentam forte
atratividade sobre os machos e elicitam resposta de estimulacdo sexual como voo para a fonte
de estimulo, movimento de antenas e pernas, movimentos rapidos de zigue-zague e tentativas
de copulas com outros machos (CHUMAN et al, 1979; 1985; LEVINSON LEVINSON,
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1981). Outros dois compostos também foram descritos como integrantes minoritarios do
feromdnio sexual de L. serricorne: serricorona e serricorola, mas com menor atratividade em
relacdo a serricornina (CHUMAN et al, 1983; 1985).

O estereoisdbmero sintético 4S,6S,7R — serricornina possui atividade antagbnica a
4S,6S,7S — serricornina, suprimindo o comportamento sexual dos machos de L. serricorne
desencadeado pelo feromdnio natural (LEVINSON; LEVINSON, 1987; OKADA et al,
1992).

Segundo Imai et al. (1990), a serricorona possui também atividade deterrente da
oviposicdo, ou seja, as fémeas de L. serricone marcam os locais onde deixaram seus 0vos com
este composto de forma que outras fémeas podem reconhecer e evitar tais sitios, entretanto 0s
autores descreveram que este composto ndo inibe completamente a oviposicdo. Essa
adaptacdo natural contribui para a dispersdo dos individuos e, consequentemente para a
disponibilidade de alimento para as larvas ao eclodirem (HOWLADER; AMBADKAR,
1995).

Tabela 1 Componentes do feromonio sexual de Lasioderma serricorne.

Componente Estrutura Quimica Nome do Composto

(4S,6S,7S)-7-hidroxi-4,6-

dimetil-3-nonanona

Serricornina

. — 6-dietil-3,5-dimetil-3,4-
Anidroserricornina |

diidro-2H-pirano

(2S,3R,1'R)-2,3-diidro-2-etil-
Serricorona ‘ ' 3,5-dimetil-6-(1'-metil-2-
oy oxobutil)-4H-piran-4-ona

(2S,3R,1'S,2'S)-2,3-diidro-2-
etil-3,5-dimetil-6-(1'-metil-2'-
hidroxibutil)-4H-piran-4-ona

Serricorola

No comportamento pré-copulatério de corte, os macho toca a superficie dorsal da

fémea com as antenas e também a fricciona com as pernas e com seu 6rgdo sexual projetado
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(aedeagus), montando na fémea pela parte traseira e prendendo seus élitros. Nessa etapa, as
fémeas escolhem seu parceiro e determinam se a copula ocorre ou nao: elas respondem aos
machos selecionados copulando ap6s um periodo de corte menor ou apenas afastam-se como
sinal de rejeicdo. Logo em seguida, 0 macho insere seu érgdo reprodutor na abertura genital
da fémea e quando as genitalias estdo unidas, o macho desce da fémea, mas os insetos
permanecem pareados em posicdo oposta por cerca de 50 a 60 minutos. Nesse periodo ocorre
a transferéncia de esperma (OMAE et al.,, 2012). Em geral, ocorrem mdltiplas cépulas
intercaladas por periodos de oviposi¢do. Em estudo de Coffelt (1975), num periodo de 10
dias, pelo menos 90% das fémeas acasalaram no minimo duas vezes e 90% dos machos, 6
vezes, sem ter sido observada nenhuma queda da fertilidade dos insetos nem do niimero da
progeénie.

Okada e colaboradores (2013) avaliaram a selecdo sexual pré-copulatoria em L.
serricorne e verificaram uma relacdo positiva entre a atratividade dos machos, mensurada de
acordo com o tempo de corte para copula, e a longevidade das fémeas e sucesso da prole,
chegando a conclusdo de que o acasalamento com os machos mais atraentes trouxe beneficios
diretos e indiretos para as fémeas. Apesar desse trabalho ndo ter identificado exatamente quais
caracteres ou comportamentos dos machos os tornam mais atraentes, ficou claro que suas
parceiras apresentaram maior longevidade e progénie mais numerosa e com 0S machos
descendentes tambem mais bem sucedidos sexualmente que os provenientes de copulas com

machos menos preferidos.

2.3 Métodos empregados no controle de L. serricorne

Tendo em vista a grande variedade de produtos armazenados atacados por L. serricorne,
diversas estratégias e produtos tém sido desenvolvidos e aplicados no controle dessa praga,
como o controle quimico com inseticidas, resfriamento ou calor, uso de radiacdo, controle

biologico, controle com produtos naturais, armadilhas elétricas e uso de semioquimicos.

2.3.1 Controle quimico

A fumigacdo ou expurgo com fosfina (PHs, gas proveniente da reacdo de fosfetos
metélicos - de aluminio ou de magnésio — com o vapor de dgua da atmosfera) € o método
mais utilizado para desinfestacdo de grdos e produtos armazenados, pois esse composto é

eficaz contra um amplo espectro de insetos praga, ndo deixa residuos no material tratado e
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pode ser obtido convenientemente a partir de formulagdes sélidas ou em cilindros. Esse
método consiste na saturacdo da atmosfera do local a ser desinfestado com fosfina que é
altamente toxica e mortal para os insetos em todas as fases de desenvolvimento (ovo, larva,
pupa e adulto). Produtos agricolas, alimentos processados, tabaco e produtos destinados a
alimentacdo animal, como racGes e seus ingredientes, podem ser submetidos a fumigagdo com
fosfina, assim como locais que irdo abrigar ou transportar esses produtos como silos,
elevadores de gréos, galpdes, armazéns, vagdes de trem, navios graneleiros e containers
(LORINI et al. 2013) .

A fumigacdo com fosfina pode contribuir para a sele¢do de insetos resistentes de
varias espécies de pragas de produtos armazenados se ndo for realizada adequadamente. A
fumigacdo realizada em baixas temperaturas pode ndo ser eficaz contra L. serricorne, pois
nessas condicdes ocorre uma queda da taxa respiratdria dos insetos, reduzindo a assimilagédo
da fosfina durante a fumigacéo, de forma que os individuos mais resistentes podem sobreviver
ao processo de expurgo (CHAUDHRY et al. 2004). Populacdes de L. serricorne associadas
ao tabaco armazenado nos EUA tem se mostrado resistentes a fosfina, especialmente em
individuos provenientes de locais de armazenamento onde o tratamento por fumigacao é mais
frequente, atuando como uma pressdo seletiva, de forma que mesmo apds o tratamento
recomendado para populagdes resistentes (600ppm, a 25°C durante 4 dias) o nivel de
infestacdo permaneceu em nivel inaceitavel para o controle da praga, em escala laboratorial
(SAGLAM et al., 2015). Esse aspecto somado aos riscos de intoxicacio e contaminacgio do
meio ambiente e dos produtos armazenados com residuos quimicos tém levado a busca de
métodos de controle mais sustentaveis.

O dioxido de carbono (CO,) pode ser utilizado no combate a insetos praga de produtos
armazenados por meio da modificacdo da atmosfera do ambiente de armazenamento ou
utilizando atmosferas controladas sob pressdo atmosférica normal ou alterada (NAVARRO,
2012). A fumigacdo com CO, é uma alternativa a fumigacéo tradicional com fosfina e oferece
menos riscos durante a aplicacdo, ndo deixa residuos quimicos nos produtos nem € um
processo em que o0s insetos possam desenvolver resisténcia, podendo ser utilizada para
controlar infestacbes em produtos alimenticios ndo pereciveis em geral, especialmente
produtos organicos, que sé podem ser submetidos a esse tipo de fumigacdo (NAVARRO,
2012).

O efeito da fumigacdo com CO, em L. serricorne ja foi avaliado em escala laboratorial
e verificou-se que os estagios imaturos de desenvolvimento sdo mais resistentes que 0s

insetos adultos, os quais sdo mais suscetiveis a tratamentos com mudancas na concentracéo do
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gas que em concentragdes constantes. Nas condicdes avaliadas, o tratamento com 70% CO,
durante 48h proporcionou mortalidade de 100% dos insetos, enquanto menores concentragdes
de CO; exigiram um tempo maior de exposicdo para matar todos 0s insetos
(GUNASEKARAN; RAJENDRAN, 2005).

As atmosferas modificadas enriquecidas com CO; foram testadas em embalagens de
produtos alimenticios para o controle de diversas pragas de produtos armazenados, dentre elas
L. serricorne, ocasionando a mortalidade de larvas e mostrando-se uma boa estratégia para
controlar a infestacé@o e preservar os produtos no final da cadeia produtiva (RIUDAVETS et
al. 2009).

Os adultos de L. serricorne sdo mais suscetiveis ao CO,, seguidos pelas larvas e
pupas. Os ovos sao descritos como o estagio de desenvolvimento mais resistente (ULRICHS;
REICHMUTH, 1997; RIUDAVETS et al., 2010). Estudo com outras importantes pragas de
produtos armazenados revelou a resisténcia de L. serricorne a aplicacdo de CO, a 15 bar,
especialmente os ovos, exigindo maior tempo de exposicdo ao tratamento que as demais
espécies (RIUDAVETS et al., 2010). Essa tolerancia de L. serricorne a atmosferas
enriquecidas com CO; pode resultar de exposicao prolongada a concentrac6es sub-letais desse
gas e estar relacionada a mudancas adaptativas na atividade de carboxilesterases, enzimas
ligadas a processos de detoxificacdo e resisténcia a inseticidas organofosforados, carbamatos

e piretroides em diversas especies de insetos praga e acaros (LI et al., 2009).

2.3.2 Controle por temperatura e radiacfes ionizantes

Baixas temperaturas desencadeiam a reducédo da taxa metabolica dos insetos e por isso
sdo utilizadas para reduzir a densidade de pragas em ambientes de armazenamento. O
resfriamento pode interromper o ciclo reprodutivo de L. serricorne, pois 0s ovos, que Sao a
fase de desenvolvimento mais suscetivel a baixas temperaturas, morrem quando expostos a
temperaturas abaixo de 18°C, enquanto a faixa letal para os demais estagios de vida encontra-
se entre -20°C a -5°C (IMAI; HARADA, 2006).

O resfriamento artificial em silos e elevadores de graos € feito pela insuflacdo lenta de
grandes volumes de ar a baixa temperatura, cerca de 12°C, através da massa de grdos. Esse
processo contribui para o retardo dos processos fisiologicos de envelhecimento e
consequentemente pela manutencéo da qualidade dos gréos e sementes, mas também constitui
uma ferramenta de controle fisico de pragas, especialmente em regifes de clima quente

(LAZZARI et al., 2006). Para o tabaco armazenado, o armazenamento sob baixa temperatura
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é uma alternativa a fumigacdo quimica, uma vez que temperaturas abaixo de -10°C provocam
a desinfestacdo desse produto t&o rapidamente quanto a fumigacdo (IMAI; HARADA, 2006).
Portanto, o resfriamento é um método de controle de L. serricorne que pode ser Util em
produtos especiais, como 0s organicos, ou destinados a mercados exigentes. Mas,
especialmente em regides tropicais, € necessario considerar o aspecto econémico desse
tratamento.

Pelo lado oposto, altas temperaturas também podem ser utilizadas no controle de L.
serricorne, uma vez que tratamentos pelo calor comumente aplicados para o controle de
pragas em produtos alimenticios processados (50-60°C por 24-36h) sdo eficazes contra essa
espécie. Os ovos de L. serricorne, ao contrario do que acontece em baixas temperaturas, sdo o
estagio de desenvolvimento mais tolerante ao calor e, por esse motivo, podem ser usados em
bioensaios de avaliagdo da eficacia de tratamentos com altas temperaturas contra essa praga
(YU et al., 2011).

As radiac6es ionizantes emitidas pelo Cobalto-60 (*°Co) s&o aplicadas na indistria de
alimentos e no controle de insetos pragas em tratamentos quarentenarios. A radiacdo gama de
%0Co é eficiente para desinfestacdo de L. serricorne tanto por controlar as larvas, quanto por
esterilizar e ndo permitir a emergéncia de adultos (LORENZO, 1990; HARWALKAR et al.,
1995; HU-TSAN et al., 2002). No Brasil, a radiacdo gama ja se mostrou eficaz no controle de
L. serricorne em plantas medicinais, aromaticas e condimentares desidratadas inibindo a
emergéncia de adultos com dose de 2,0 kGy, sem provocar modificagdes no material vegetal
tratado (ALVES, 2007). Porém € necessario considerar 0s custos, equipamentos e
infraestrutura necessarios para adequada utilizagdo de tecnologias envolvendo materiais

radioativos.

2.3.3 Controle bioldgico

Algumas espécies de insetos inimigos naturais de L. serricorne estdo descritos na
literatura, parasitando ou alimentando-se desse inseto, especialmente durante o estagio larval
e pupal (ASHWORTH, 1993). No entanto, estudos sobre o potencial dessas espécies ou sua
aplicacdo efetiva em estratégias de controle biolégico em produtos armazenados ainda sao
escassos. O acaro Tyrophagus putrescentiae (Schrank.) ndo ataca os ovos L. serricorne, mas
preda adultos e larvas, ocasionando até 78% de mortalidade entre as larvas, porém sua
aplicagcdo para o controle biologico é limitada devido ao risco que representa para a salde
humana (CANEVARI et al., 2012).
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Outra ferramenta de controle de L. serricorne sdo bioinseticidas a base de Bacillus
thurringiensis (Bt), uma bactéria Gram-positiva que ocorre naturalmente no solo, mas
também est& associado a microflora de ambientes de armazenamento de tabaco, de onde ja
foram isoladas cepas com toxicidade contra L. serricorne (KAELIN et al., 1994). Suspensdes
de esporos e cristais provenientes dessas cepas de Bt incorporadas a dieta de larvas de L.
serricorne ocasionaram mortalidade superior a 80% ap6s 7 dias de tratamento, por agdo de 6-
endotoxina codificada pelo gene crylllA (Bt Cry3A) (KAELIN et al., 1999). A Bt Cry3A é
particularmente toxica contra coledpteros, levando os insetos a morte pelo rompimento das
células do trato digestivo ap6s se ligarem a receptores de membrana especificos, pelos quais
possui alta afinidade (GROOT AND DICKE, 2002). Por essa caracteristica, gene crylllA tem
sido introduzido em diversas culturas como tabaco, batata e arroz, aumentando a resisténcia
ao ataque de pragas (REN et al., 2015; Ml et al., 2015; LEE et al., 2013).

Um produto a base de cristais proteicos de Bt subsp. tenebrionis pulverizado sobre
folhas de tabaco curadas apresentou uma boa estabilidade e potencial para uso no controle de
L. serricorne, tendo sido observada apenas uma suave degradacdo apds 16 meses de
armazenamento, a 23°C e 60% R.H. em escuro (BLANC et al., 2002).

Uma cepa do nematoide entomopatogénico Steinernema carpocapsae Weiser
(Nematoda: Steinernematidae) provocou mortalidade de quase 60% em adultos de L.
serricorne, apds 8 dias de exposicdo em dose de 20 mil juvenis infectantes por mL,
demonstrando potencial para o desenvolvimento de formulacGes para uso em estratégias de
manejo integrado em produtos armazenados, inclusive organicos (RUMBOS AND
ATHANASSIOU, 2012).

2.3.4 Produtos naturais: 6leos essenciais

Os 06leos essenciais sdao misturas complexas extraidas de plantas aromaticas que
podem conter dezenas de compostos organicos pertencentes a diversas classes quimicas,
porém a maioria dos constituintes sao terpenoides e fenilpropanoides, metabolitos secundarios
derivados da rota do acido meval6nico e da rota do acido chiquimico (REGNAULT-ROGER
et al., 2012). Os bleos essenciais sdo sintetizados e armazenados pelas plantas em estruturas
secretoras complexas como o0s tricomas glandulares e cavidades secretoras e, de acordo com a
espécie, esses compostos podem estar armazenados em diferentes érgdos como, por exemplo,
folhas, casca do caule, flores, frutos, sementes, raizes e até mesmo rizomas (MARTINS et al.,
2009; REGNAULT-ROGER et al., 2012).
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Diversas plantas tém sido reportadas como portadoras de compostos com atividade
toxica e/ou repelente contra L. serricorne (Tabela 2), especialmente Oleos essenciais, aos
quais é atribuida, entre outras, a funcdo ecoldgica de protecdo contra herbivoria (KIM et al.,
2012; YOU et al., 2014; LU; MA, 2015).

Outras espécies de plantas também demonstraram atividade repelente ou tdxica contra
L. serricorne, como Acorus calamus var. angustatus (Araceae), Elsholtzia stauntonii (KIM et
al., 2003), conforme mostra a Tabela 3. Em geral, esses produtos naturais de origem vegetal
possuem potencial consideravel para aplicacdo e comercializacdo como repelentes naturais
tanto no ambiente de armazenamento quanto para aplicacdo em materiais de embalagens
(ISMAN, 2006; LICCIARDELLO et al., 2013). Além disso, 0os compostos com toxicidade
podem ser utilizados no desenvolvimento de biopesticidas (ISMAN, 2006; KOUL et al.,
2008).



Tabela 2 - Oleos essenciais com atividade toxica e/ou repelente contra L. serricorne
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Planta

Familia

Parte da
planta

Compostos ativos

Pais de origem

Toxicidez/repeléncia

Referéncia

Alpinia kwangsiensis

Alpinia officinarum

Atalantia guillauminii

Brassica juncea

Cinnamomum cassia

Clausena anisum-olens

Cocholeria aroracia

Dictamnus dasycarpus

Liriope muscari

Litsea cubeba

Zingiberaceae

Zingiberaceae

Rutaceae

Cruciferae

Lauraceae

Rutaceae

Cruciferae
Rutaceae

Liliaceae

Lauraceae

rizoma

e B-pineno
rizoma
folha
casca do . .
Cinamaldeido
caule
Miristicina e p-
folha . P
cimen-8-ol
raiz

partes aéreas

fruto

Canfor, eucaliptol, o

Citral, D-limoneno e

China

China

China

Coréia do Sul

Coréia do Sul; Japdo; China

China

Coréia do Sul
China

China

Japéo e China

Contato e fumigante

Contato e repelente

Contato, fumigante e
repelente

Contato e fumigante

Contato, fumigante e
repelente

Contato e repelente

Contato e fumigante
Contato e repelente

Contato e repelente

Contato, fumigante e
repelente

Wu et al. (2015)a

Ll e Ma (2015)

Yang et al. (2015)a

Kim et al. (2003)
Kim et al. (2003);
Hori (2003);

Weizheng et al.
(2014)

You et al. (2015)

Kim et al. (2003)
Yang et al. (2015)b

Wu et al. (2015)b

Hori (2003); Yang
et al. (2014)



Mentha haplocalyx

Mentha piperita

Myristica fragrans

Perilla frutescens

Satureja hortensis

Thymus vulagris

Zanthoxylum dissitum

Zingiber purpureum

Labiatae partes aéreas

Labiatae folhas

Myristicaceae  ¢oente

Folhas e

Labiatae ,
partes aéreas

Labiatae espinho
Folhas,
Labiatae flores e

caule

Rutaceae folha e raiz

Zingiberaceae rizoma

Linalol

Mentol, mentil
acetato e limoneno

(2)-Mentol

Elemicina, eugenol,
metil-eugenol,
elemicina e
miristicina

Carvona,
perillaldeido e 2-
furil-metil-cetona

Carvacrol

Timol

Terpinen-4-ol

China

Japao

China

Japéo e China

Japéao

Japéo

China

China

Contato e repelente

repelente

Contato e repelente

Contato, fumigante e
repelente

repelente

repelente

Contato e fumigante

Contato, fumigante e
repelente
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Zhang et al. (2015)

Hori (2003)

Du et al. (2014)

Hori (2003); You et
al. (2014)

Hori (2003)

Hori (2003)

Wang et al. 2015a

Wang et al. 2015b



https://en.wikipedia.org/wiki/Myristicaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Myristicaceae

Tabela 3 - Plantas com atividade toxica e/ou repelente contra L. serricorne
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Planta

Familia

Parte usada

Tipo de Extrato

Pais de origem Tipo de agao

Referéncia

Acalypha hispida

Acorus calamus var.
angustatus Besser

Agastache rugosa

Elsholtzia stauntonii

Foeniculum vulgare

Ilicium verum

Coleus barbatus

Datura matel

Euphorbia neriifolia

Rauwolfia canescens

Euphorbiaceae

Araceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Apiaceae

Magnoliaceae

Lamiaceae

Solanaceae

Euphorbiaceae

Apocynaceae

Folhas

Rizoma

Planta inteira

Planta inteira (floracéo)

Fruto

Fruto

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Material fresco e

seco

Metanolico

Metanolico

Extrato por Soxhlet

Metanolico

Metanolico

Material fresco e
seco, extrato bruto

Extrato bruto

Material fresco e

Seco

Material fresco e

Seco

india

Coréia do Sul

Coréia do Sul

China

Coréia do Sul

Coréia do Sul

india

india

india

india

Repelente

Contato

Contato

Fumigante

Contato e
fumigante

Contato

Repelente

Repelente

Repelente

Repelente

Ambadkar e Khan (1994)

Kim et al. (2003)

Kim et al. (2003)

Ll etal. (2012)

Kim et al. (2003)

Kim et al. (2003)

Ambadkar e Khan (1989);
Ambadkar e Khan (1994)

Ambadkar e Khan (1989)

Ambadkar e Khan (1994)

Ambadkar e Khan (1994)



Syringa oblata

Tamarindus indica

Tecoma stans

Vinca résea

Vitex negundo

Oleaceae

Fabaceae

Bignoniaceae

Apocynaceae

Lamiaceae

Botédo

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

PO

Material fresco e
seco

Extrato bruto

Material fresco e
seco; extrato bruto

Extrato bruto

China

india

india

india

india

Repelente

Repelente

Repelente

Repelente

Repelente
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Weizheng et al. (2014)

Ambadkar e Khan (1994)

Ambadkar e Khan (1989)

Ambadkar e Khan (1989);
Ambadkar e Khan (1994)

Ambadkar e Khan (1989)
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2.4 Os semioquimicos

Os semioquimicos sdo compostos quimicos que medeiam a interacdo entre
organismos (LAW; REGNIER, 1971) e que influenciam fortemente o comportamento dos
insetos, pois eles usam esses sinais quimicos (= semioquimicos, do grego semio = sinal) nos
processos mais importantes de sua vida: para encontrar alimento, parceiros para reproducéo,
locais de oviposicédo, detectar a presenca de inimigos (COX; COLLINS, 2002).

Os ferombnios sdo semioquimicos que disseminam informacdes entre individuos da
mesma espécie e, de acordo com o tipo de resposta que desencadeiam nos individuos
receptores, podem ser classificados em sexual, de trilha, de alarme ou de agregagdo (ZARBIN
et al. 2009; MORI 2013).  Ja o termo aleloquimico se refere ao semioquimico que medeia a
comunicagdo entre individuos de espécies diferentes. Um aleloquimico é classificado de
acordo com o ganho ou prejuizo ecoldgico que gera para 0 emissor e tambem para o receptor,
podendo ser considerado um aloménio, cairomdnio ou sinomonio (Zarbin et al. 2009; Mori

2013), conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Nomenclatura aplicada aos aleloquimicos, com base nos efeitos ecologicos de

beneficio/prejuizo que desencadeiam no emissor e no receptor do sinal quimico.

N

Receptor

w— Beneficio

sess Prejuizo

Aloménio

LLLAL LR DL LR L L L) Caimménio

Emissor

Sinoménio

Adaptado de ZARBIN et al. (2009).

A capacidade que os semioquimicos possuem de desencadear respostas de mudanca de
comportamento, especialmente nos insetos, faz com que esses compostos sejam considerados
uma ferramenta promissora para o controle de pragas de produtos armazenados em estratégias
de manejo integrado (TREMATERRA, 2012).
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O feroménio sexual de L. serricorne produzido sinteticamente tem sido amplamente
utilizado em diferentes tipos de armadilhas para o monitoramento e captura massal dessa
praga em ambientes de armazenamento (PAPADOPOULOS; BUCHELOS, 2002; SAEED et
al. 2007). O feromdnio sintético de L. serricorne também ja foi testado em estratégia de
confusdo sexual em ambiente de armazenamento nos EUA. Nesse método, a atmosfera da
area infestada € saturada com o feroménio e confunde os machos na busca pelas fémeas para
0 acasalamento. Foram verificados decréscimos graduais na captura de machos nas
armadilhas adesivas durante o tratamento, sinalizando um possivel declinio da populacdo de
insetos pela interferéncia no comportamento reprodutivo (MAHROOF; PHILIPS, 2014).

Os compostos organicos volateis provenientes de plantas sdo utilizados pelos insetos
fitdfagos como cairomdnios, e podem constituir atraentes alimentares eficientes para
monitoramento e captura de insetos praga de produtos armazenados. Esses compostos
liberados pelas plantas podem atrair insetos adultos de ambos sexos e aumentar
sinergisticamente a eficiéncia de armadilhas de feromonio (COX, 2004).

Diversos estudos apontam para o potencial de aplicacdo dos cairoménios no manejo
de pragas de produtos armazenados, destacando-se volateis de gréos e cereais capazes de
atrair varias espécies de coledpteros que infestam esses materiais. Dowd e Barteli (1991)
descreveram a atratividade de volateis de plantas hospedeiras sobre Carpophilus hemipterus
(L.) (Coleoptera: Nitidulidae), principalmente acidos carboxilicos primarios, alcoois e ésteres.
Em trabalho de monitoramento e captura de besouros das espécies Sitophilus zeamais e
Sitophilus oryzae em celeiros no Quénia, na Africa, armadilhas contendo feroménios e graos
moidos de trigo capturaram mais insetos que armadilhas com apenas um desses atraentes,
apontando para a sinergia da mistura de feromonios e cairoménios (LIKHAYO; HODGES,
2000).

Para Lasioderma serricorne, a utilizacdo de cairoménios de origem vegetal em
associacdo ao feromdnio sintético serricornina ja demonstrou ser mais eficiente para atracdo
dos insetos adultos em laboratério e também para captura em armadilhas em ambientes de
armazenamento (PHOONAN; DEOWANISH; CHAVASIRI, 2014; MAHROOF; PHILIPS,
2008b).

2.5 Métodos empregados na extracado e identificacdo de semioquimicos

No processo de identificacdo de semioquimicos, a etapa de preparacdo da amostra é

crucial para obtencdo de informacdes representativas do perfil volatil caracteristico de uma
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matriz, seja ela animal ou vegetal, evitando a formacdo de artefatos, j& que qualquer
modificacdo causada na composicdo dos volateis da amostra nesta etapa inicial ndo mais
poderé ser corrigida nas etapas subsequentes.

A analise de compostos volateis requer métodos analiticos e tecnologias capazes de
ndo somente avaliar a composicdo de um extrato, mas também de examinar pequenas
variagoes e detectar compostos presentes em concentracdes traco (BICCHI et al., 2011). Por
muitos anos, a técnica mais empregada para esse proposito foi a extragdo por Soxhlet, mas
nas Ultimas décadas, a extracdo por fluido supercritico tem se tornado a alternativa mais
sustentavel, por ndo utilizar solventes organicos. A extracdo por essa técnica requer o CO, em
condicOes suaves (baixas temperatura e pressdo) o que permite a obtencdo de compostos
termolébeis (IBANEZ et al., 1999), porém devido aos efeitos na matriz, ndo permite uma
extracdo quantitativa de todos os compostos (CLIFFORD, 1999).

Para esse propdsito, as técnicas de headspace tem se mostrado excelentes métodos de
preparacdo de amostras sem a utilizacdo de solventes (BINIECKA; CAROLI, 2011),
reduzindo custos e impactos ambientais. Nos ultimos anos, a extracdo convencional de
headpace estatico, headspace dindmico e microextracdo em fase sélida tém sido largamente
utilizadas para determinar os compostos volateis liberados por diferentes matrizes (RUBIOLO
et al., 2010; REBOREDO-RODRIGUEZ et al., 2012; SILVA; CAMARA, 2013).

2.5.1 Extracdo de volateis: coleta dindmica do headspace

A coleta dindmica do headspace (purge and trap) é um método de captura de volateis,
produzidos por plantas, insetos ou outros animais em concentracfes similares as encontradas
na natureza, uma vez que a fonte pode ser mantida viva durante o processo de extracao,
especialmente quando as condi¢des experimentais sdo mantidas o mais proximo do natural
possivel. Trata-se de uma técnica de extracdo muito sensivel e seletiva (de acordo com o
adsorvente escolhido), em que somente os compostos volateis produzidos pela matriz sdo
coletados (AGELOPOULOS et al., 1999; OMAR et al., 2016). A Figura 5 ilustra o processo

de obtencdo de amostras pela coleta dinamica do headspace.
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Figura 5 - Esquema de extracdo de volateis do headspace dinamico.
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Na anélise do headspace dindmico, a matriz é confinada em um recipiente fechado e um
gas (geralmente ar purificado) é bombeado (purge) de forma continua através da amostra. Os
volateis liberados pela amostra sdo entdo carregados pelo gas e uma armadilha contendo material
adsorvente (trap) coleta e concentra os compostos volateis. A diminuicdo de analitos no
headspace favorece uma maior dispersao de volateis pela matriz e impede o estabelecimento de
um estado de equilibrio, de forma que ao final do processo, tanto a matriz, quanto o headspace,
apresentam uma deplecdo dos analitos, os quais foram exaustivamente transferidos para a fase
adsorvente (KREMSER et al., 2016).

Uma vez concluida esta etapa, os analitos sdo recuperados por dessorcdo quimica, pela
eluicdo com solvente, ou térmica, realizada pelo aquecimento do injetor do cromatografo a gas,
permitindo a analise direta do extrato pelas técnicas de cromatografia gasosa e espectrometria de
massas (BICCHI et al., 2004; KREMSER et al., 2016).

2.5.2 Separacao e identificacdo de compostos volateis por Cromatografia Gasosa e

técnicas acopladas

Atualmente, uma das técnicas mais utilizadas para a separacdo dos compostos
quimicos volateis e/ou volatilizdveis de uma amostra € a cromatografia gasosa (CG). Na
cromatografia, o processo de separacdo ocorre através da distribuicdo dos componentes da
amostra entre duas fases: uma fase fixa de grande area superficial chamada de fase
estacionaria (liquida ou solida), que ¢é percolada por um fluido (fase movel) em uma direcédo
definida. Na CG, a fase movel é um gas inerte (PENTEADO et al., 2008).
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Os principais componentes de um cromatografo a gas estdo esquematizados na Figura
6. De acordo com Penteado et al. (2008), a andlise por CG inicia-se com a introdugdo da
amostra no injetor aquecido (com o auxilio de uma microsseringa), onde é vaporizada e
transferida pelo gas de arraste para a coluna cromatografica colocada dentro de um forno pré-
aquecido. Seguindo uma programacdo de velocidade de aquecimento previamente ajustada no
equipamento, os componentes da amostra sdo eluidos e conduzidos para o detector conectado
na saida da coluna, o qual emite um sinal elétrico que é registrado graficamente sob a forma
de picos, gerando o cromatograma. Cada componente é separado pela diferenca nas suas
propriedades termodinamicas (pontos de ebulicdo) e também pela distribuicdo diferenciada na
fase estacionaria e mével (gas carreador) por diferencas de polaridade, por exemplo (XUE et
al., 2015).

Figura 6 - Esquema de um cromatégrafo a gas
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Apesar de envolver um aparato instrumental de custo consideravel, a CG apresenta
diversas vantagens como: rapidez, alto poder de resolucdo mesmo em matrizes complexas
(FOCANT et al., 2004), grande sensibilidade e elevada detectabilidade, além de ser aplicavel
a diversos tipos de amostras (gasosas, liquidas ou solidas), desde que os analitos sejam
volateis ou possam ser volatilizados sem decomposicao térmica (PENTEADO et al., 2008).
Além disso, a CG pode ser utilizada de forma integrada — acoplada ou “hifenada” - com
outras técnicas analiticas de identificacdo de compostos.

Nos estudos de ecologia quimica de insetos, o isolamento e a identificacdo de
semioquimicos tém sido realizados principalmente pela utilizacdo de CG acoplada a técnicas
de espectrometria de massas (EM) e eletroantenografia (EAG), contribuindo para

significantes progressos nas areas de agricultura e manejo de pragas, assim como de
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entomologia forense e estudos com insetos vetores (COSSE et al., 1995; NIASEMBE et al.,
2012; BALA; SHARMA, 2016; YANG et al., 2016).

A técnica de CG-EM separa misturas quimicas em componentes individuais (CG) e
identifica esses componentes a nivel molecular (EM), sendo considerada uma das
ferramenteas mais acuradas e eficientes para analisar amostras organicas volateis. Quando 0s
analitos vaporizados emergem separadamente da coluna cromatogréfica, eles sdo
transportados através de uma interface ou linha de transferéncia pelo gas carreador aquecido
(hélio, por exemplo) (Figura 7).

Figura 7 - Esquema de um cromatografo a gas acoplado a espetrometro de massas (CG-
EM)

Interface ou linha Fonte de Analisador de Multiplicador Analise de
de transferéncia Ions massas de elétrons resultados

!

Computador e sistema de processamento de dados l

Adaptado de: Guo e Lankmayr (2012).

Em seguida, ocorrem o0s processos ionizacdo do analito, analise de massas e deteccédo
das razdes massa-carga dos ions gerados no sistema de vacuo do EM. Dependendo do modo
de ionizacdo aplicado, a interface de ionizacdo pode, além de ionizar o analito, o quebrar em
fragmentos ionizados, que serdo detectados junto com os ions moleculares. Todos os ions
detectados (ions moleculares ou fragmentos de ions) formam um espectro de massas Unico e
caracteristico do analito, o qual pode ser comparado, pelo sistema de processamento de dados,
com espectros de centenas de compostos armazenados na memoria do computador em
bibliotecas de dados — library (GUO; LANKMAYR, 2012). Dessa forma, a CG-EM fornece
mais informacdo sobre a composicdo e estrutura de uma substancia a partir de pequenas
quantidades de amostra que as demais técnicas analiticas. Apesar disso, em alguns casos,
informacGes adicionais obtidas por espectroscopia no infravermelho e por ressonancia
magnética nuclear ainda podem ser necessarias para identificacdo precisa dos compostos alvo
(MCLAFFERTY; SENKO, 1994).
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J& o acoplamento da CG a um sistema de deteccdo eletrofisiolégico — EAG ou EAD,
do inglés electroantennographic detector — foi descrito pela primeira vez em 1969, por
Moorhouse e colegas. Para os insetos, a principal estrutura de detec¢do de pistas quimicas
volateis € a antena e, tendo em vista que 0s potenciais elétricos sdo a maneira de transmissao
de informacdo no sistema nervoso, a eletrofisiologia torna-se uma metodoliga altamente
eficiente e sensivel para investigacfes de semioquimicos (OLSON; HANSSON, 2013).

De acordo com Zarbin (2001), o sistema de EAG consite na utilizagdo de uma antena
isolada, posicionada entre dois microeletrodos capilares, conectados a um amplificador e um
registrador, de modo que a antena funciona como um elemento sensitivo, ou mais
precisamente, como um detector bioldgico. O eletroantenograma é o registro das mudancas no
potencial elétrico entre as parte distal e proximal da antena, causado pelo estimulo olfatério.
Este, por sua vez, é detectado por neurbnios sensoriais olfatorios localizados em estruturas
cuticulares da antena chamadas sensilas (OLSON; HANSSON, 2013), desencadeando uma
série de reacOes fisiologicas que podem culminar em um comportamento de reposta pelo

inseto, conforme esquematizado na Figura 8.

Figura 8 - O estimulo olfatério em uma antena nos insetos.
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Tendo em vista que o tempo de vida de uma antena excisada é limitado e também
outros fatores limitantes como o tamanho do inseto, as anélises por EAG também podem ser
realizadas utilizando-se preparagdes com a cabeca ou até mesmo o corpo inteiro do inseto
vivo (SYNTECH, 2015). Além disso, também é possivel verificar a resposta eletrofisioldgica
de apenas uma sensila (single sensillum recording) e de seus neurdnios sensoriais, através de
um eletrodo colocado em contato com a regido da linfa extracelular receptora, sendo esta
técnica Util no mapeamento de proteinas receptoras olfatérias dos neurdnios (OLSON;
HANSSON, 2013).

A técnica de EAG foi aplicada nos trabalhos de identificacdo do feromdnio sexual de
L. serricorne (LEVINSON et al., 1981; CHUMAN et al., 1985; OKADA et al., 1992) e, em
associagdo com estudos de microscopia eletrénica, permitiu determinar que as sensilas
responsaveis pela deteccdo do feromdnio sexual (SSS-serricornina) nas antenas do machos de
L. serricorne, séo as do tipo basiconica, as quais sdo trés vezes mais abundantes nas antenas
dos machos que nas das fémeas; essas sensilas abrigam dois neurdnios sensoriais, possuim
paredes finas e numerosos poros com cerca de 30 nm de didmetro (OKADA et al., 1993).

Na técnica de CG-EAG, ap0s a amostra percorrer toda a coluna cromatografica, o
efluente é dividido (split) de forma que uma parte de cada composto vai para o FID, gerando
0 cromatograma da amostra, enquanto a outra é lancada sobre a antena preparada no EAG por
meio de uma linha de transferéncia aquecida, com um suave fluxo de ar sintético umidificado
e as respostas amplificadas e registradas geram o eletroantenograma (Figura 9). As duas
deteccBes ocorrem simultaneamente, possibilitando identificar qual composto da amostra é
ativo (ZARBIN, 2001).

Diversos trabalhos relatam a identificacdo de cairomdnios para insetos praga por meio
do emprego da técnica de CG-EAG (WEBSTER et al.,, 2008; MENDESIL et al., 2009;
BENDERA et al., 2015), mostrando sua importancia na elucidacdo dos semioquimicos
envolvidos no processo de localizacdo do hospedeiro por essas espécies, que gera

conhecimento aplicavel no desenvolvimento de ferramentas de manejo integrado de pragas.
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Figura 9 - Esquema de um cromatografo a gas acoplado a um detector
eletroantenogréfico (CG-EAG)
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Adaptado de: SYNTECH (2015).

2.6 Bioensaios comportamentais com L. serricorne

Bioenssaios com insetos sdo conduzidos com o objetivo de verificar sua resposta
comportamental ao perfil volatil de plantas, de outros insetos, extratos ou padrdes sintéticos.
Esses testes sdo imprescindiveis para a determinacdo da completa identidade de um
semioquimico, ou seja, sua funcdo ecoldgica e mecanismos comportamentais dos insetos
mediante a apresentacdo do estimulo (EIRAS; MAFRA-NETO, 2001).

Os bioensaios comportamentais sdo uma etapa laborosa na investigacdo da atividade
biolégica dos semioquimicos e requer muito tempo experimental. Em geral, utilizam-se
aparatos que se adequam ao tamanho e caracteristicas bioldgicas da espécie de interesse. Os
mais comuns sdo olfatbmetros ou arenas, para insetos caminhadores, e tlneis de vento, para
insetos voadores, para onde 0s volateis sdo carregados por uma corrente de ar, formando uma
pluma de odor (MORAES et al., 2003).
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De acordo com Eiras e Mafra-Neto (2001), insetos caminhadores como os coledpteros
sdo guiados por quimiotaxia, orientacdo em resposta a mudangas na concentracao do odor, e
anemotaxia, orientacdo guiada pela direcdo do vento, para localizar parceiros para o
acasalamento e recursos.

L. serricorne € um coledptero caminhador, mas possui uma capacidade de vdo
consideravel em relacdo ao seu pequeno tamanho (ASHWORTH, 1993). Por isso, estudos
comportamentais anteriores com essa espécie incluiram bioensaios em olfatbmetros de
multipla escolha, arenas com aberturas-armadilha no substrato, cAmaras de voo e testes de
repeléncia de area conduzidos em placas de Petri (DU et al., 2014; FARDISI; MASON,
2013a; HORI, 2003; HORI; MIWA; IIZAWA, 2011; LEVINSON et al., 1981; MAHROOF;
PHILLIPS, 2007; WANG et al., 2015b).

Levinson e colaboradores (1981) utilizaram camaras de voo para testar a atividade dos
componentes do feroménio sexual de L. serricorne, serricornina e anidrosserricornina. As
camaras consistiam em recipientes de vidro onde o estimulo era aplicado em tiras de papel de
filtro (12 x 3 cm), suspensas na face interior da tampa dos recipientes. Em cada bioensaio
foram utilizados 50 insetos, sexados previamente na fase pupal. Os parametros observados
durante 30 minutos foram niimero e duracéo das visitas a regido onde o estimulo foi aplicado,
assim como registro das mudancas comportamentais durante essas visitas, como tentativas de
copula e padrdo de caminhamento. Este tipo de bioensaio requer um numero elevado de
individuos, so permite a avaliacdo de 1 estimulo por vez e exige a presenca de mais de um
observador ou registro em video, para uma avaliacdo satisfatoria.

Outro tipo de camara de voo foi utilizado para avaliar a influéncia de diversos fatores
fisicos, quimicos e biolégicos na iniciagdo do voo em L. serricorne, no estudo de Fardisi e
Mason (2013a), que fizeram adapatacdes no modelo originalmente desenvolvido por Cox e
Dolder (1995) para avaliar a atividade de voo em pequenos coledpteros de grdos
armazenados. A Figura 10 mostra um esquema do aparato, que consistia em um cilindro
plastico, fechado na parte inferior por um funil de Buchner forrado com papel de filtro, e na
parte superior por uma tampa com uma abertura contendo um funil de vidro invertido
conectado a um recipiente plastico com fundo de tela metalica onde eram acrescentados 0s
estimulos quimicos. Uma bomba de ar foi conectada a regido do tubo do funil de vidro para
promover a circulacdo de ar e dispersdo do estimulo no interior da cdmara. Os insetos eram
inicialmente colocados no interior da cAmara em placas de Petri posicionadas sobre o funil de

Buchner. As tampas dessas placas possuiam uma abertura circular pela qual passava a ponta
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de um cone/funil invertido que servia como uma plataforma de decolagem dos insetos, j& que

estes s6 poderiam deixar a placa voando ap0s escalarem esse cone.

Figura 10 - Camara de voo utilizada para avaliar a iniciacdo de voo por L.

serricorne
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* Placa de Petri
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Adaptado de: FARDISI; MASON (2013a).

Para avaliar a atividade de voo e impedir o retorno dos insetos a placa, toda a
superficie da camara era recoberta com cola entomoldgica, enquanto as superficies externas
da placa de Petri, bom como um anel plastico posicionado ao redor da abertura da sua tampa
eram revestidas com resina fluorpolimérica. A resina impedia o caminhar dos insetos porque
deixa superficies lisas como plastico, metal ou vidro, muito escorregadias. A superficie
exterior do cilindro plastico era revestida com papel aluminio, de forma que a luz sé entrava
pela tampa.

Esse tipo de bioensaio é utilizado para analisar a atividade voo, precisa ser realizado
em ambiente com condic¢des controladas (temperatura, iluminacao e fotoperiodo). Em analises
com avaliacdo da influéncia do género, utilizam-se aparatos diferentes para cada um dos
sexos e 0s bioensaios sdo feitos em ambientes separados. Em trabalhos sobre a iniciacdo do
voo em L. serricorne, o tempo de avaliacdo do bioensaio foi de 24h e somente foram
utilizados insetos que nunca voaram, exigindo um controle minucioso dos individuos
(FARDISI; MASON, 2013a; 2013b).
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A literatura aponta trés tipos de bioensaios utilizados em estudos para avaliagcdo de
atratividade ou repeléncia de materiais vegetais sobre L. serricorne: arenas com aberturas-
armadilha, testes de repeléncia em placas de Petri e olfatdmetros de multipla escolha.

Mahroof e Phillips (2007) avaliaram a resposta de L. serricorne a volateis liberados
por diversos materiais vegetais (grdos, pimentas em pd, 6leos, entre outros) utilizando arenas
preparadas para simular condi¢cbes de armazenamento, montadas em latas de metal com 2
aberturas-armadilha no fundo cobertas com uma tela metélica que permitia a passagem dos
insetos. Na parte inferior externa das latas, eram posicionadas junto a cada uma das aberturas,
placas de Petri para coletar os insetos, uma contendo o estimulo e a outra servindo como
controle. As paredes internas das placas de Petri eram revestidas com Teflon liquido para
impedir o retorno dos insetos ap6s a escolha. Os insetos eram inseridos no centro da arena e
as latas eram tampadas em seguida. Apds um intervalo de tempo, a leitura do bioensaio era
feita pela contagem dos insetos em cada uma das placas (tratamento e controle) e calculo do

indice de Resposta (IR), através da seguinte formula:

IR = [(T—-C)/Total]x100,

onde “T” representava o nimero de insetos na placa tratamento, “C” o numero de
insetos na plata controle e “Total” o nimero do total de insetos introduzidos no centro da
arena. Valores positivos de IR indicavam atracdo pelo material testado, enquanto um IR
negativo indicava repeléncia.

Este tipo de teste foi utilizado em trabalhos de triagem entre diversos materiais
vegetais e 0 aparato ja foi modificado para uma escala menor, em que a arena era uma placa
de Petri e os insetos eram coletados em vials contendo os estimulos (MAHROOF; PHILLIPS,
2007, PHOONAN; DEOWANISH; CHAVASIRI, 2014). Ele deve ser conduzido em
ambiente com temperatura controlada e requer um grande nimero de insetos, ja que o ideal é
que todos os tratamentos e todas suas repeticdes sejam testados simultaneamente.

Ja os testes de repeléncia em placas de Petri baseiam-se na criacdo de duas regides na
placa: uma contendo o tratamento aplicado em meio circulo de papel de filtro, ocupando
metade da area da placa, e outra regido controle, com a outra metade do circulo de papel de
filtro. Essas duas metades sdo unidas por fita adesiva, que é considerada 0 meio neutro da
arena e o circulo é entdo tratado com cola solida. Os insetos séo liberados no centro da arena e
a placa é tampada. Ap6s um intervalo de tempo, é feita contagem dos insetos em cada regido

da placa e calculada a Porcentagem de Repeléncia (PR) do material, por meio da formula:
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PR (%) = [(Ne-No)/(Ne+N;)]x100,

onde Nc equivale ao numero de insetos na area controle e Nt ao nimero de insetos na
area com o tramento. Estudos recentes tém utilizado este tipo de bioensaio para avaliar a
repeléncia de Gleos essenciais contra L. serricorne, especialmente na China (WANG et al.,
2015; WU et al., 2015; YANG et al., 2015a; 2015b).

Trabalhos desenvolvidos no Japéo, avaliaram a resposta de L. serricorne a volateis de
plantas pelo emprego de olfatbmetro de 8 bracos (Figura 11), tanto para avaliar atratividade
quanto repeléncia (HORI, 2003; HORI; MIWA; 11ZAWA, 2011). O aparato utilizado era de
vidro, com 8 saidas ligadas a tubos de vidro conectados a dois frascos, um contendo carvédo
ativado, para purificacdo do ar, e um contendo a amostra (tratamento ou controle). Um suave
fluxo de ar era entdo bombeado na dire¢do da camara do olfatémetro, carreando os volateis
liberados pelas amostras. Um numero determinado de insetos era liberado na regido central do

olfatbmetro e apos 3h, era feita uma leitura do experimento.

Figura 11 - Olfatdmetro de multipla escolha (8 bragos).
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Adaptado de: HORI (2003).

Neste tipo de bioensaio, a resposta dos insetos é avaliada com base na diferenca entre
0 numero de insetos encontrados nos tubos de escolha (controle ou tratamento). Estes dados

podem ser analisados para definir se 0s insetos estdo sendo atraidos ou repelidos pela amostra,
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utilizando calculos especificos (HORI, 2003; HORI; MIWA; [IZAWA, 2011). Essa
metodologia exige um grande nimero de insetos, mas devido a relativa facilidade e também
por ndo necessitar da presenca de um observador ou de gravacdo do comportamento do inseto
durante todo o tempo do bioensaio, o olfatdmetro de multipla escolha é muito utilizado na
pesquisa de semioquimicos (EIRAS; MAFRA-NETO, 2001).

Em 1970, Jan Pettersson, da Universdidade Sueca de Ciéncias Agrérias, criou o
olfatbmetro de 4 bracos para investigar a presenca de feromdnio sexual em afideos da espécie
Schizaphis borealis (PETTERSSON, 1970). O olfatémetro de quatro bragcos geralmente é
construido de acrilico ou acrilato, com dimensdes pequenas, sendo composto por 3 camadas
sobrepostas que formam uma camara de exposi¢cdo em formato de estrela de quatro pontas
(Figura 12).

Figura 12. Olfatdmetro de 4 bracos.
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Adaptado de: UKEH et al. (2009).

O estimulo pode ser apresentado aos insetos em tubos de vidros conectados a aberturas
localizadas nas pontas de cada um dos bracgos. O ar é sugado por uma abertura central na parte
superior da arena, enquanto é bombeado para dentro do olfatbmetro pelos bracos, apds ser
purificado em carvéo ativado e passar pela amostra. O fluxo deve ser igualmente distribuido
entre os bracos. O estimulo é liberado por um dos bracos e 0os demais servem como controle
(EIRAS; MAFRA-NETO, 2001).

De acordo com Vet et al. (1983), os olfatometros de duas entradas em “Y” ou em “T”

ndo criam campos de odor claramente distinguiveis em que o0s possam insetos caminhadores
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possam entrar, sair e entrar novamente, caso queiram; além disso, ha uma regido de
turbuléncia na juncdo dos dois bracos que resulta numa mistura dos odores testados que pode
interferir na reposta dos insetos, especialmente os pequenos. J& o olfatbmetro de 4 bragos
fornece uma zona central neutra, circundada por 4 regides bem especificas de odor, nas quais
0s insetos podem entrar, experimentar o odor e entdo decidir se permanece ou se vai para
outra area do aparato.

Os insetos podem ser testados individualmente ou em grupo e as respostas
comportamentais podem ser monitoradas diretamente pelo observador ou por cameras de
video, com auxilio, inclusive de softwares especificos de registro de posi¢do. Parametros que
podem ser avaliados incluem o nimero de entradas e tempo de permanéncia em cada braco, a
primeira e Ultima escolha do inseto. O olfatbmetro de 4 bracos tem sido muito utilizado para
verificar a resposta de insetos pequenos, como himenopteros parasitoides, afideos e
coledpteros a uma vasta gama de odores (CEBALLOS et al., 2015; MENDESIL et al., 2009;
POPE et al., 2012; UKEH et al., 2010).
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CAPITULO I. Lasioderma serricorne: A CURRENT REVIEW OF AN OLD PROBLEM
IN STORED PRODUCTS

Artigo de revisdo submetido a revista Agronomy for Sustainable Development, ISSN: 1774-

0746, Qualis B1 na area Biotecnologia.



48

Agronomy for Sustainable Development
Lasioderma serricorne: a current review of an old problem in stored products

Manuscript Number:
Full Title:

Avrticle Type:
Keywords:
Comesponding Author:

Cormesponding Author Secondary
Information:

Comesponding Author's Institution:

Comesponding Author's Secondary
Institution:

First Author:

First Author Secondary Information:

Order of Authors:

Order of Authors Secondary Information:

Funding Information:

Abstract:

--Manuscript Draft--

Lasioderma serricorne: a current review of an old problem in stored products
Review Article
Lasioderma serricorne, cigarette beetle, stored products, insect

Ana Paula Oliveira da Silva, Ph.D. Student
Universidade Federal de Alagoas
Maceid, Alagoas BRAZIL

Universidade Federal de Alagoas

Ana Paula Oliveira da Silva, Ph.D. Student

Ana Paula Oliveira da Silva, Ph.D. Student
Joeferson Reis Martins

Henrique Fonseca Goulart

Alessandro Riffel

Janeilda Costa Vaz

Antonio Euzébio Goulart Santana

Conselho Nacional de Desenvolvimento  Prof Antonio Euzébio Goulart Santana
Cientifico e Tecnoldgico

(573761/2008-6)

Coordenacdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior
(23038.009770/2012-48)

Prof Antonio Euzébio Goulart Santana

Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae), commonly
known as the cigarette beetle, is a cosmopolitan pest that attacks a wide varety of
stored agricultural products. The method most commonly used to control L. serricome
infestations is fumigation with phosphine; however, the systematic use of this pesticide
has resulted in resistant individuals. Additionally, the risk of contaminating the
environment and products with chemical residues as well as the restrictions on the use
of pesticides by some markets require the adoption of more sustainable control
methodologies.

Here, we review the biclogy and ecology of L. serricome, as well as the vanous
currently available control tools, to direct the improvement of management techniques.
The main points raised are as follows: (1) there is limited information on L. sermcorne
ecology in the field and its behavior towards control treatments on a large scale; (2) itis
necessary to develop simpler techniques to accurately evaluate the population
dynamics and densities of insects in stored products, taking into consideration the
variety of commodities and storage structures; (3) genetic studies may elucidate the
pesticide resistance mechanisms in L. serricorne and the population dynamics of these
insects in commercial chains; and (4) altemative methods and strategies can
contribute to the more efficient control of L. semicome, along with the disciplined use of
pesticides. These alternatives include the development and improvement of fast and
efficient monitoring devices, advances in integrated management tools involving push-
pull strategies and mating disruption, and innovative techniques incorporating
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The loss of products during post-harvest perieds due to pests is considered a main
threat to food security in developing countries. Insects cause damage and a mass loss
to stored products and increase the products vulnerability to secondary pests and
fungal growth. Lasioderma serricorne attacks a variety of general stored agricultural
products, such as cereals, cocoa seeds, almonds, beans, flour, fruits, dehydrated
herbs, peppers, and spices.

This review addresses the biclogy and ecology of L. sermcome, as well as available
control tools, focusing on the improvement of management techniques and various
factors that influence the development of L. semicorne and additional topics that
require more research. The potential of current control tools in integrated management
strategies is also addressed. To conclude, future perspectives on combatting this pest
in a more sustainable and efficient manner are presented.
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Abstract

Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae), commonly known as the
cigarette beetle, is a cosmopolitan pest that attacks a wide variety of stored agricultural products. The
method most commonly used to control L. serricorne infestations is fumigation with phosphine;
however, the systematic use of this pesticide has resulted in resistant individuals. Additionally, the risk
of contaminating the environment and products with chemical residues as well as the restrictions on
the use of pesticides by some markets require the adoption of more sustainable control methodologies.
Here, we review the biology and ecology of L. serricorne, as well as the various currently available
control tools, to direct the improvement of management techniques. The main points raised are as
follows: (1) there is limited information on L. serricorne ecology in the field and its behavior towards
control treatments on a large scale; (2) it is necessary to develop simpler techniques to accurately
evaluate the population dynamics and densities of insects in stored products, taking into consideration
the variety of commodities and storage structures; (3) genetic studies may elucidate the pesticide
resistance mechanisms in L. serricorne and the population dynamics of these insects in commercial
chains; and (4) alternative methods and strategies can contribute to the more efficient control of L.
serricorne, along with the disciplined use of pesticides. These alternatives include the development

and improvement of fast and efficient monitoring devices, advances in integrated management tools
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There are ~300 different pests that are associated with stored products, mostly from two
different orders: Lepidoptera (butterflies and moths) and Coleoptera (beetles) (Boyer et al. 2012;
Sallam 2008). Coleopterans are some of the main pests of stored products (Stejskal et al. 2015),
feeding on the product throughout both larval and adult stages, which results in great economic losses.

The biodeterioration caused by these insects is a serious problem in developing countries
because it increases food losses during post-harvest periods (Hodges et al. 2001). Tropical regions face
constant challenges, as these pests easily adapt to the environmental conditions found in the storage
systems (Haines 2000). For example, in Niger, in Sub-Saharan Africa, after 7 months of storage, there
is an estimated seed loss of ~7% in corn, 60% in Bambara groundnut, and 80% in Hibiscus seeds due

to storage pests (Baoua et al. 2015).

The loss of product during post-harvest periods due to pests is considered a main threat to food
security in developing countries. Insects cause damage and mass losses to the stored products and
increase the product’s vulnerability to secondary pests and fungal growth (Sallam 2008). Other
problems related to the pests of stored products include the negative economic impact caused by the
decreased value of the infested products (Cox 2004) and the necessary expenses to control
infestations, including pesticide acquisition and application, which is a billion dollar market annually
worldwide (Zhang et al. 2011). In addition, insect dispersal in stored grain can accelerate
physiological processes, such as grain aging, and also decrease the germination potential, making them
unviable for trade and planting (Cruz et al. 2016; Guenha, et al. 2014; Martin et al. 2015). Pests can
also cause health issues, since fecal contamination, molt, and body fragments post death have

allergenic potentials in genetically predisposed individuals (Jeong et al. 2007).

Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1972) (Coleoptera: Anobiidae) is a small cosmopolitan
beetle commonly known as the tobacco beetle because it is the main pest of this commodity
(Ashworth 1993) (Fig. 1). It attacks a wide range of stored agricultural products with a considerable
growth potential to develop in certain materials and, consequently, causes economic losses (Hori et al.
2011; Lorini 2012; Machado et al. 2008; Poderoso et al. 2013; Silva and Oliveira 1985; Zanuncio et al.
2014). Considering the diversity of products attacked by L. serricorne and their importance in local
economies, especially in developing countries, the necessity to develop integrated strategies based on
current research, insect biology, and current control methods is crucial in reducing the negative impact

of its presence in food product storage systems.

Fig. 1 Dorsal view of a Lasioderma serricorne adult (Irineu Lorini, EMBRAPA Soja).
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Therefore, a literature review on the biology and various factors that influence the development
of L. serricorne is performed here to ascertain the topics that require more research. The various tools
currently available for control purposes are also included to address their potential in integrated pest
management strategies. To conclude, future perspectives on combating this pest are presented.

2. L. serricorne’s impact on stored products

L. serricorne is the main pest of tobacco-derived products, from the storage and manufacturing
of cured leafs to the stocking of the final products, such as cigars and cigarettes, which is why this pest
is commonly called the tobacco or cigarette beetle. L. serricorne larvae are responsible for causing
large amounts of damage by feeding vigorously on dehydrated and stored tobacco leaves, while the
adults cause damage by perforating packaging to exit or to drill more deeply into the product
(Papadopoulou 2006).

This species attacks several stored agricultural products, such as cereals, cocoa seeds, almonds,
beans, flour, fruits, dehydrated herbs, peppers, and spices (LU and Ma 2015; Sallam 2008). In Brazil,
L. serricorne also attacks stored fruits, animal food, and dehydrated products, such as pollen grains,
spices and herbs used for tea production (Machado et al. 2008; Poderoso et al. 2013; Silva and
Oliveira 1985; Zanuncio et al. 2014).

Furthermore, this species has become of great interest to researchers and Brazilian producers
because it shows a relevant growth potential in stored soybeans (Fig. 2), justifying the need for new
control measures (Franca-Neto et al. 2012; Lorini 2012). Moreira (2008) evaluated the damage caused
by L. serricorne in stored soybeans after 150 days of infestation and verified that a population increase
resulted in an increased internal infestation of grains, which had lower weights, reduced germination
rates, and were of lower commercial quality. An additional observation was the increase of seed
contamination by fungi, particularly of the genera Aspergillus, Penicillium, and Fusarium. L.
serricorne is now considered a major threat during soybean storage in Brazil (Lorini 2012), which is

the main Brazilian agricultural export product, exceeding 50 million tons in 2015 (MAPA 2016).

Fig. 2 Eggs (A) and larvae (B) of L. serricorne in stored soybeans.

The economic losses that pests, such as L. serricorne, cause in stored products result from
product deterioration and costs related to the acquisition and application of pesticides throughout the

different production steps and the commercial food chain.
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In addition to the economic factor, the ingestion of food infected by L. serricorne poses a risk to
human health. The first case of canthariasis caused by L. serricorne was recently reported in Kuala
Lumpur, Malaysia, where a 1-year-old child presented gastrointestinal infection, fever, and the
defecation of larvae, probably due to the ingestion of products contaminated with eggs or larvae
(Mokhtar et al. 2016).

3. Biology

Fabricius first described L. serricorne in 1975, in North America. A previous literature review
on the biology of L. serricorne carried out by Ashworth (1993) mentioned individual descriptions of
this species in archaeological finds dated over 3,000 years ago. Findings like these revealed the early
association between these insects and human activities, and trade relations between the ancient
civilizations certainly contributed to the current cosmopolitan distribution of this pest (Pereira and
Almeida, 2001).

3.1 Life cycle

Adult L. serricorne (Fig. 1) are small beetles with oval-shaped bodies ~2-3.5 mm in length.
They have a light red-brownish to dark color, serrated antennae, and elytra covered in pubescence.
Sexual dimorphism is not apparent (Bousquet 1990; Ashworth 1993). The head is covered by a
pronotum, making it hard to visualize from the dorsal view. Because the head is lowered, the insect
has a convex aspect (Ashworth 1993; Pereira and Almeida 2001). They are able to fly considerable
distances, and their flight activity is highly influenced by temperature, sex, age, and reproductive state
(Fardisi and Mason 2013), making them difficult to monitor with traps. The longevity of adults varies
between 2 to 3 weeks (Moreira 2008; Omae et al. 2012; Shinoda and Fujisaki 2001).

The L. serricorne eggs have an oval shape (Fig. 2A), which is 0.3 to 0.4 mm in length and 0.1 to
0.2 mm in diameter; the surface of the anterior section of the egg has a tubular structure where is
situated the micropylar region, including 7-10 micropylar, while aeropylars are found on the entire
surface of the eggs (Gautam et al. 2014). The eggs hatch in ~6-8 days, and the newly emerged larvae
ingest the eggshell (Pant 1972; Retief and Nicholas 1988; Yu et al. 2010). Female L. serricorne are
able to lay ~105 eggs during their lifetime, with an average of 12 eggs per day (Yu et al. 2010).

L. serricorne larvae present as a light milk-like color and are fully covered with thin hairs; they

can reach up to 4.5 mm during the last instar stage before pupating (Ashworth, 1993) (Fig. 2B). There
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are four larval instars: the three first instars last ~4-5 days, while the last instar lasts up to 12 days
(Moreira 2008; Yu et al. 2010). L. serricorne larvae prefer dark environments and are extremely
active, penetrating easily through the packaging of dehydrated products, and drilling passages through
grains and other stored products (Ashworth, 1993).

Before pupating, the larvae produce a kind of cocoon that consists of a thin film made of food
particles luted with secretions produced by the digestive tract (Howe 1957). The average pupation
period can last from 4.6 to 12 days (Samuel et al. 1984; Moreira 2008; Yu et al. 2010). During this
period, it is possible to determine the sex of L. serricorne by observing the last abdominal segment
(Halstead 1963) (Fig. 3). The adult insect remains inside the cocoon before fully emerging, which is

when the hardening of the exoskeleton and sexual maturity occur (Howe 1957).

Fig. 3 The observation of the terminal abdominal segments of L. serricorne during the pupal stage allows

discriminating females (A) and males (B).

Various studies have noted that the development of L. serricorne is affected by environmental
factors, including nutrition and, particularly, temperature, and humidity (Mahroof and Phillips 2008a;
Shinoda and Fujisaki 2001). The optimal conditions for development are temperatures near 30°C and
relative humidity of ~60-75% (Howe 1965; Buchelos 1981).

3.2 Nutrition

L. serricorne is able to feed on several materials, such as food products and stored
pharmaceuticals (Bousquet 1990). Different diets can influence L. serricorne development, including
fertility, viability of eggs, survival rate, time of development, and adult insect weight (Mahroof and
Phillips 2008a).

Although it has better growth indices when feeding on rich diets, L. serricorne is able to fully
develop when feeding on nutrient-poor foods and toxic vegetables. L. serricorne adults are especially
attracted to materials derived from the Capsicum plants and tobacco (Mahroof and Philips 2008b),

which are rich in alkaloids usually associated with plant defense against herbivory.

L. serricorne can survive on a poor or toxin-rich diet because the symbiotic microorganisms
present in its digestive tract use these materials as carbon sources for the synthesis of amino acids,

vitamins, and steroids (Pant and Fraenkel 1950; Shen and Dowd 1991). The symbionts are transmitted
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from one generation to another upon oviposition, when a secretion containing the yeasts is released
over the eggs by females. Upon emergence, the larvae ingest most of the eggshell, thus acquiring the
symbionts (Noda and Kodama 1996; Pant 1972). The symbiotic yeast S. kochii Jurzitza ex. W. Gams
and v. Arx has the ability to metabolize a wide range of substances, including plant allelochemicals,
mycotoxins, herbicides, and insecticides in culture media through the action of esterases (Shen and
Dowd 1991). This activity accounts for the resistance of L. serricorne to xenobiotics.

3.3 Reproductive biology

L. serricorne’s sexual maturity occurs during the pupal stage, and mating occurs between the
second and third days post-emergence (Howe 1957). Females release a sex pheromone that attracts
males and induces mating behavior. The main constituents of the L. serricorne sex pheromone are
serricornin and anhydroserricornin (Table 1), which attract males and elicit sexual stimulators,
including flight, movement of the antennae, movement of the legs, rapid zig-zag movements, and
mating attempts with other males (Chuman et al. 1979; 1985; Levinson and Levinson 1981). Two
other compounds have been identified as minor components of the sex pheromone, serricorone and

serricorole, but they are less attractive than serricornin (Chuman et al. 1983; 1985).

Table 1 Constituents of the L. serricorne sex pheromone.

The serricorone also possesses a deterrent oviposition activity, hence, L. serricorne females
release this compound on the oviposition sites so that other females avoid ovipositing in the same
place (Imai et al. 1990). This natural adaptation contributes to the dispersal of insects and

consequently increases food availability for larvae when emerging (Howlader and Ambadkar 1995).

There is evidence of pre-copulatory sexual selection by L. serricorne females through
behavioral and biological characteristics of the males, but these cues have not yet been elucidated.
More attractive males produce more attractive offspring, leading to a greater reproductive success,
indicating roles of hereditary factors (Okada et al. 2013). Copulation occurs after the male courts the
female (Omae et al. 2012); however, several copulations generally occur in which at least 90% of the

females mate at least twice and 90% of the males mate about six times (Coffelt 1975).

3.4 Sensory organs related to volatile detection
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Antennae are the main receptors of olfactory stimuli. Other parts of the insect’s body, including
the maxillary palps and labia, can also possess olfactory receptors, but in smaller quantities. In L.
serricorne, the antennal configuration is identical between males and females, being ~750 um in
length, divided into a rounded scape, a small pedicle and nine flagellar segments, with a triangular
shape giving the antennae a “saw-like” structure, as indicated by its scientific name “serricorne”
(Okada et al. 1992b). On the scape and pedicle are the sensilla, which are probably involved in
mechanical stimuli. On the remaining segments of the antennae, there are different types of sensilla,
including sensillum capitulum, sensillum styloconicum, and sensillum basiconicum. Basiconic sensilla
are three times more abundant on male antennae than female, characteristic of a structural sexual
dimorphism based on a minimum of two nerve cells, one that senses the pheromone 4S, 6S, 7S-
serricornin produced by females and the other senses 4S, 6S, 7R-serricornin, the synthetic stereoisomer
that has the ability to inhibit sexual behavior in males (Okada et al. 1992a; 1993; Levinson and
Levinson 1987).

3.5 Response to host volatiles

Phytophagous insects utilize plant volatiles as olfactory cues to locate resources for their diverse
requirements, including host plants for feeding and oviposition (Pickett et al. 1998). The host choice is
a complex process that integrates the responses of numerous neurons bound to the central nervous
system of the insect that are linked to olfactory or gustatory semiochemicals, in addition to physical
and visual cues, such as texture, color, and plant shape (Bruce et al. 2005). Because of the wide variety
of stored products infested by L. serricorne, several studies have been conducted to evaluate their

responses to volatile organic compounds emitted by these materials.

The sex and reproductive state can influence the response of L. serricorne to volatile organic
compounds emitted by stored natural products. The females are strongly attracted by roasted tobacco
leaves, while males are not (Khono et al. 1983). Adults of both sexes are attracted to extracts from
plants of the Capsicum genus; however, mated females are significantly more attracted than males and
unmated females, reinforcing the concept that these chemical compounds are used as olfactory cues
when searching for a favorable oviposition site, having high food availability (Mahroof and Philips
2007).

Other previously reported products that are attacked by L. serricorne in Thailand have been
tested, including pepper, tobacco products, teas, and cereal grains, and the majority attracted females
after mating. Of these products, mulberry tea leaves elicited the strongest attraction. The compound -
ionone was the most attractive to L. serricorne, suggesting that it could be a potential attractant for the

integrated management of this pest (Phoonan et al. 2014). B-lonone is a volatile C13-apocarotenoid
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present in the floral bouquets of certain plant species and is involved in the attraction of pollinators
(Pereira et al. 2014; Simkin et al. 2004). It is a member of a group of chemicals that are released by
genetically modified Arabidopsis in response to herbivory (Caceres et al. 2016; Wei et al. 2011).

Because L. serricorne is associated with storage environments, studies involving this insect are
generally carried out in laboratory or storage systems. There is, therefore, a need for information on
product contamination in the field by this pest (Carvalho et al. 2000) and on its natural ecology.
Understanding how this insect finds food sources and invades storage systems are crucial factors for

establishing control strategies in these environments.

4. Control methods

Several technologies and products have been developed and applied to L. serricorne control.
The following pest control methods will be discussed: phosphine or carbon dioxide (CO,), temperature

treatments, biological control, radiation, electrical traps, and the use of semiochemicals.

4.1 Phosphine fumigation

Fumigation with phosphine (a gas arising from the reaction between metallic phosphates—
aluminum or magnesium—and the atmospheric water vapor) is the most commonly used pest control
method in grains and stored products (Fig. 4). This method is effective against a broad spectrum of
pests, does not leave residues, and it is easily acquired from solid cylinder formulations. This method
douses the atmosphere of the storage sites with phosphine, which is highly toxic, and lethal for insects
at all life stages (egg, larvae, pupae, and adult) (Lorini et al. 2013). Agricultural products, processed
foods, tobacco, and animal feed, are subjected to phosphine fumigation, as are storage sites,

transportation bins, grain lifts, warehouses, department stores, wagons, bulk carriers, and containers.

Certain precautions are essential to obtain a successful practice, such as sealing the location

(Fig. 4B), and monitoring the temperature and humidity of the environment (Lorini et al. 2013).

Fig. 4 Fumigation with phosphine is the most used method against L. serricorne in stored products such

as soybeans (A). The seal is essential for effective treatment (B) (Irineu Lorini, EMBRAPA Soja).
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Phosphine fumigation can contribute to pesticide resistance in various pests of stored products if
not conducted properly. Fumigation at low temperatures is not efficient against L. serricorne because
the low temperature reduces the insect’s respiratory rate, thus lessening phosphine ingestion and
allowing resistant insects to survive the purge (Chaudhry et al. 2004). Thus, fumigation is more
efficient in tropical regions, while in temperate countries the procedure needs to be longer and
performed at controlled temperatures of more than 5°C.

L. serricorne populations associated with stored tobacco in the United States have shown
resistance to phosphine, especially in insects present in storage locations where fumigation is frequent,
resulting in a level of infestation that, even after using the recommended treatment against resistance

populations (600 ppm, at 25°C for 4 days), remained unacceptable (Saglam et al. 2015).

In addition to resistance, there is an increased concern regarding the toxic effects that pesticides
can cause to the environment, and the health of humans and animals. Trained professionals should
conduct fumigations, with the appropriate individual protection equipment, such as gloves and masks,
to avoid exposure, particularly when opening treated locations, which is when the largest amount of

phosphine is released (Lorini et al. 2013).

Because of these control aspects, the use integrated pest management strategies, including those
using fumigation and reducing the cost of product storage, have become of great interest as monitoring
methods for L. serricorne and other rapidly increasing pests. The suspension of phosphine fumigation
has been proposed in favor of the use of alternative methods that are more environmentally friendly to

control and manage resistant L. serricorne populations (Saglam et al. 2015).

4.2 Treatment with CO,

CO,can be used against different pests of stored products by modifying the storage environment
or by controlled atmospheres under different pressures. The term “modified atmosphere storage”
includes situations in which the ratio or pressure of atmospheric gases are altered in the enclosed
storage area to favor pest control (Navarro 2012). Fumigation using CO, as an alternative to the
traditional phosphine fumigation, is safer to apply. Additionally, unlike phosphine fumigation, CO,
does not lead to insect resistance. It can also be used to control infestations of non-perishable foods
and especially organic products, which can only be subjected to CO, fumigation. The success rate of
this method depends on the sealing of the treated environment to maintain an ideal CO, concentration

during the procedure.

The effect of CO, on L. serricorne has been assessed on the laboratory scale, and it was found

that the immature development stages of the insects are more resistant than the adults, which are more
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susceptible to concentration changes rather than constant concentrations. Treatments with 70% CO,
for 48 h resulted in a 100% mortality of insects, while smaller CO, concentrations required a longer
exposure period to kill all of the insects (Gunasekaran and Rajendran 2005).

Modified atmospheres enriched with CO, have been tested for food product storage to control a
variety of pests, including L. serricorne, which, together with Tribolium confusum and Sitophilus
oryzae, were more tolerant than the other assessed species. This treatment causes larval mortality,
which suggests that it is an appropriate strategy to control infestations during the final packaging, thus
preserving the end products (Riudavets et al. 2009).

The use of CO; has also been demonstrated to be an efficient control tool against L. serricorne
during the storage of dehydrated herbs in large packages made of polypropylene fabric coated with an
inner plastic liner or containers. Plastic packaging seals better than containers, allowing only a small
reduction in the CO, concentration (from 89% to 82%). Even though the CO, concentrations decreased
from 70% to 15% inside the containers after 18 days of exposure, the treatment was sufficient to

control all of the insects in each sample (Pons et al. 2010).

Another pest control method based on modified atmospheres and the toxic properties of CO; is
the airtight storage. The respiratory processes of insects and other aerobic organisms present in airtight
storage conditions create a modified environment that is poor in O, and rich in CO,, which prevents
the proliferation of insects, mites, and aerobic fungi responsible for the deterioration and depreciation
of products. This approach has been applied through the development of various materials, products,
and structures that allow the airtight storage of both small and large quantities of grains (Navarro
2012).

A controlled atmosphere consists of an artificial gas mixture that is generally synthetically
produced with the aim of obtaining conditions lethal to pests, including low oxygen availability and
elevated N, and CO, levels that are usually provided by pressurized cylinders (Navarro 2012). CO,
possesses has a toxic activity against insects and fungi, which in turn preserves the quality of the

stored products.

The use of controlled atmospheric conditions with high CO, concentrations at a high pressure
(10-40 bar), is a technique used in metal chambers and is considered rapid and effective in controlling
infestation by various insects and mites in stored products, especially in food products, with long
lasting durability (Navarro 2012; Riudavets et al. 2009).

Treatments of CO, under high pressure have been tested on a variety of raw foods, such as
cereal grains and chestnuts, and semi-processed foods, such as fruits and dried herbs. It has great

advantages because it does not require time between treatment applications and consumption nor does
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it leave any chemical residues (Riudavets et al. 2010). However, due to the high costs of installing the
required equipment, this technique is currently more cost-beneficial for products of high commercial
value, such as medicinal herbs and chestnuts (Navarro, 2012).

The efficiency of a control method depends on the temperature, pressure, and period of
exposure to CO,. Low temperatures and CO, pressures require longer treatment periods to efficiently
control against L. serricorne (Ulrichs and Reichmuth 1997).

The L. serricorne adults are more susceptible to CO,, followed by the larvae and pupae. The
larval stage is the most resistant (Riudavets et al. 2010; Ulrichs and Reichmuth 1997). L. serricorne is
more resistant to CO, application at 15 bars, especially the eggs, thus requiring a longer exposure to
the treatment than other stored product pests (Riudavets et al. 2010). This tolerance of L. serricorne to
CO,-enriched atmospheres could be a result of prolonged exposures to sub-lethal concentrations and
be related to adaptive changes in the activity levels of carboxyl esterases, enzymes linked to
detoxification processes and insecticide resistance to organophosphates, carbamates, and pyrethroids

in several species of insect and mite pests (Li et al. 2009).

4.3 Temperature treatments

Low temperatures trigger a metabolic reduction in insects; therefore, they are used to reduce the
density of pests in storage environments. Cooling can be used to interrupt the life cycle of L.
serricorne because the eggs die when exposed to temperatures below 18°C, while the lethal range for

the other developmental stages are between —20°C and —5°C (Imai and Harada 2006).

L. serricorne’s mortality rate depends on the final cooling range. It is, therefore, important to
prolong the exposure given the possible acclimation to low temperatures, especially at the larval stage
(Imai and Harada 2006). The artificial cooling of grain bins and lifts is carried out by the slow
infiltration of large volumes of air at low temperatures, ~12°C, through the grains (Lazzari et al.
2006). Storage at low temperatures provides a good alternative for tobacco packaging, as temperatures
below 10°C result in the disinfestation of products as efficiently as fumigation (Imai and Harada
2006). Cooling, therefore, can be used to control L. serricorne in special products, such as organic

foods or those who are destined for demanding markets.

An increased temperature can also be used as a control method against L. serricorne because
these insects are susceptible to heat treatments commonly applied against other pests in processed
foods (50-60°C for 24-36 h). L. serricorne eggs are more tolerant to increased temperatures and can,

therefore, be used as a parameter when evaluating the efficacy of heat treatments (Yu et al. 2011).
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4.4 Radiation

lonizing radiation has the ability to transform atoms and molecules in highly reactive ions
through the removal of electrons. The ionizing radiation sources used in the food industry are
radioactive isotopes that emit gamma radiation, such as cobalt-60 (*°CO) and cesium-137 (**'Cs), in
agreement with specific international control regulations. Gamma rays have been applied as
phytosanitary treatments against pests in many countries, including quarantine conditions (Hallman
and Blackburn 2016).

The gamma radiation of “°CO is considered efficient for the disinfestation of L. serricorne
larvae, and to sterilize and prevent the emergence of adults (Harwalkar et al. 1995; Hu et al. 2002;
Lorenzo 1990). Adult L. serricorne undergo a reduction in movement capability after radiation at 1.0
kGy of ®CO, which makes them infertile due to the rapid rupture of DNA strands (Kameya et al.
2012).

In Brazil, an irradiation dose of 2.0 kGy was effective in controlling the emergence of adult L.
serricorne in medicinal, aromatic, and dehydrated culinary products, without causing any quality
changes in the treated plant material (Alves 2007). However, it is necessary to take into consideration
the costs, equipment, and necessary infrastructure for the adequate use of technologies involving

radioactive materials.

4.5 Biological control and biopesticides

Certain insect species are natural enemies of L. serricorne and are described in the literature as
parasitic or feeding on the insects, especially during the larval and pupal stages (Ashworth 1993;
Papadopoulou and Athanassiou 2004). However, studies on the potential of these species and their

application as biological control agents of stored products are still limited.

The Tyrophagus putrescentiae (Schrank) mite is a predator of L. serricorne adults and larvae,
causing 78% larval mortality. But, the applicability of T. putrescentiae as a control agent of L.
serricorne is limited by the human health risks such as enteritis, diarrhea, urinary tract damage, and
allergic reactions related to the inhalation and the ingestion of products containing mites (Canevari et
al. 2012).

A nematode strain from the entomopathogenic Steinernema carpocapsae Weiser (Nematoda:

Steinernematidae) caused the ~60% mortality of L. serricorne adults after 8 days of exposure to a dose



420
421

422
423
424
425
426
427

428
429
430
431
432
433
434
435
436
437

438
439
440
441

442
443
444
445
446
447
448

449
450
451
452
453

63

of 20,000 infective juveniles per mL, indicating the potential for its use in integrated pest management
strategies for stored products (Rumbos and Athanassiou, 2012).

Most studies involving the biological control of L. serricorne through parasitoids or predators
have been conducted under laboratory conditions. It is, therefore, necessary to conduct large-scale
studies to determine the efficacy of these agents in storage environments. Considering the risks
involved in using biological control agents and their potential to become a contaminant of the stored
product, these organisms would not be applied directly on the stored products but in or around the

storage area, together with additional control strategies.

Other control tools against L. serricorne are bioinsecticides based on Bacillus thuringiensis
(Bt), a gram-positive bacterium that produces protein crystals during sporulation that are toxic to L.
serricorne (Kaelin et al. 1994). Spore suspensions and crystals from toxin producing Bt strains have
been incorporated into the larval diet of L. serricorne, resulting in a mortality rate greater than 80%
after 7 days of treatment (Kaelin et al. 1999). The active toxin was the §-endotoxin (Bt Cry3A)
encoded by the crylllA gene. Bt Cry3A is particularly toxic against coleopteran, causing death by
binding to specific membrane receptors, causing the rupture of the digestive tract cells (Groot and
Dicke, 2002). Because of this characteristic, the crylllA gene has been introduced into a variety of
crops, such as tobacco, potato, and rice, increasing their resistance to pests (Lee et al. 2013; Mi et al.
2015; Ren et al. 2015).

An additional product based on Bt subsp. tenebrionis protein crystals, has been pulverized on
cured tobacco leaves, and showed good stability and potential as a control method against L.
serricorne. Only a small amount of degradation was observed after 16 months of storage at 23°C and
60% relative humidity in the dark (Blanc et al. 2002).

A study of over 2,000 Bt isolates conducted in Japan, found 28 strains with strong L. serricorne-
associated larvicidal and growth-inhibition effects, and the evidence indicated a [B-exotoxine (Bt)-
associated activity (Tsuchiya et al. 2002). B-Exotoxin delays development and reduces L. serricorne
populations (Keever 1994). However, the World Health Organization has not approved its use in pest
control because of its effects on beneficial insects and other organisms, including humans. It interferes
with energy transport in cells, and its use is prohibited in various European countries and the United
States (WHO 1999; Rijk et al. 2013).

L. serricorne is also susceptible to biopesticides derived from the fermentation of
Saccharopolyspora spinosa Mertz & Yao, an actinomycete that naturally occurs in the soil. S.
spinosa’s active compounds are tetracyclic macrolides that act on the post-synaptic nicotinic receptors
of the nervous system, causing insect death by paralysis and the loss of bodily fluids (Blanc et al.

2004). The same biopesticide has been applied to cured tobacco leaves previously infested with eggs
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and newly emerged L. serricorne and Ephestia elutella (Hubner) larvae. It completely inhibited the
emergence of adults of both species, with 100% control, in addition to maintaining its stability and
efficacy during a storage period of 18 months (Blanc et al. 2004). This product could be useful in the
resistance management and control of L. serricorne in storage environments, because it loses its
activity after one week when applied in the field because of light-related degradation (Saunders and
Bret 1997).

The search for, and evaluation of, new strains of microorganisms with activities against L.
serricorne is continuous, revealing new molecules for the production of biopesticides and molecular
materials with applicability in plant breeding. Certain plant species having a toxic activity against L.
serricorne are listed in Table 2. These represent sources of potential compounds that could be tools in

alternative management strategies.

Table 2 Plants with toxicity against L. serricorne.

4.6 The use of semiochemicals

Semiochemicals are chemical compounds that mediate interactions between organisms (Law
and Regnier 1971). Pheromones are semiochemicals that transmit information between individuals of
the same species, while allelochemicals are used for communication between individuals of different
species (Mori 2013). Semiochemicals strongly influence insect behavior because they provide
chemical cues for important processes, including locating food sources, mates, and oviposition sites,

as well as determining the presence of natural enemies (Cox and Collins 2002).

Because of their great specificity, pheromones are promising control tools for the integrated
management against pests of stored products (Trematerra 2012). The synthetically produced sex
pheromones of L. serricorne have been used extensively in different trapping methods, for monitoring
and catching purposes, usually simultaneously with plant volatiles that attract adult insects (Mahroof
and Philips 2008b; Papadopoulos and Buchelos 2002; Saeed et al. 2007). A field study conducted in
Greece caught more than 500,000 male L. serricorne over a period of 15 months in a tobacco store

using sticky traps baited with synthetic anhydroserricornin (Buchelos and Levinson 1993).

The L. serricorne pheromone has also been tested in the United States in a strategy of mating
disruption in storage environments through the release of synthetic serricornin from plastic septas. In
this technique, the infested area is saturated with the pheromone to confuse male insects searching for

females. Gradual reductions in male catches were observed during the treatment, suggesting a
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reduction in the insect population due to the interference in the reproductive behavior (Mahroof and
Philips 2014). There are still no studies that have evaluated the efficacy of 4S, 6S, 7R-serricornin, as

an inhibitor of L. serricorne’s sexual behavior, in control strategies.

Chemical compounds that have the ability to inhibit certain insect behaviors, such as feeding
and oviposition, are called behavioral deterrents, and they are potential control tools against pests.
Plants produce these compounds as defense responses against herbivores and insects and as
instruments of resource competition. Serricorone, in addition to serving as a minor component of the
sex pheromone produced by L. serricorne, also possesses a deterrent-related activity for oviposition.
Thus, this molecule could be used in stored products to prevent females from ovipositing (Cox 2004;
Imai et al. 1990).

Several plants have been described as repellents against L. serricorne (Table 3). The repellence
is related to essential oils, compounds associated with secondary metabolites, and protection against
herbivores. Isolated chemical compounds, such as cinnamaldehyde and hinokitiol, have also
demonstrated repellence against L. serricorne (Hori 2003; Hori 2004; Weizheng et al. 2014). In
general, these natural products possess considerable potential for application and commercialization as
repellents in both storage environments and packaging. However, because they are highly volatile, it is

necessary to combine them with a fixative material that prolongs their protective effect.

Table 3 Plants with repellent activity against L. serricorne.

5. Research perspectives for L. serricorne management
5.1 Rapid monitoring

The development of rapid and accurate detection techniques for L. serricorne in stored products
is crucial to drive the decision-making process for management and control strategies, avoiding
economic losses and promoting the efficient use of pesticides. These techniques would also be
applicable in the commercial production chain to detect contaminated lots during quarantine periods,

for example.

The development of sensory devices based on semiochemicals directly associated with insects,
such as pheromones, are worth highlighting. They could accurately identify insect species in a
determined lot, as well as volatile standards, related to infestations by other insects or fungi. Studies

have demonstrated that this sort of technology is widely used in the food industry to evaluate the
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olfactory qualities of products, and it can be useful for indicating fungal contamination and insect
infestations in different stored products (Magan and Evans 2000; Hossain et al. 2012).

In addition, studies on the volatile profile emitted by infested products could contribute for the
identification of highly sensitive and reproducible biomarkers applicable in the development of new
monitoring technologies. Recent advances in the production of biosensors, based on insect antennae
and odorant-binding proteins, represent a promising path towards the efficient detection of infestations
(Martinez et al. 2014; Mitsuno et al. 2015).

Recently, bioacoustics has been used as a tool for the detection of adult L. serricorne
populations in lots of wheat grain and corn in small containers with a piezoelectric sensor and a
portable acoustic amplifier connected to a computer (Eliopoulos et al. 2015; 2016). Acoustic
emissions from beetles allowed the accurate detection of one and two insects per kilo of wheat grain,
with 98% and 100% success rates, respectively (Eliopoulos et al. 2015), while computational
recordings using sensors provided the level of infestation based on the number of pulses per min,
generally with successful prediction rates of L. serricorne density of higher than 70% (Eliopoulos et
al. 2016). These data suggest that technologies based on bioacoustics could be used as monitoring

tools in the integrated management of L. serricorne and other stored product pests.

5.2 Integrated pest management

Over recent years, the global trend in the pest control on crop production has been to adopt
environmentally and economically sustainable strategies over the entire production chain. Studies on
active biomolecules against L. serricorne revealed natural compounds with potential uses in push—pull
strategies in storage environments. The development of more resistant packaging coated with natural
repellents, and food and oviposition deterrents could improve protection against L. serricorne
throughout the product’s storage, while volatiles from attractive host plants could act synergistically
with pheromones, improving the efficiency of monitoring traps and mass captures (Hori 2004;
Mahroof and Phillips 2008).

The use of pheromone for mating disruption in storage environments in the United States led to
L. serricorne population reductions. It also indicated the necessity of large-scale studies, and the
development of simple and accurate techniques to assess the dynamics and densities of insect
populations in commodities, based on the characteristics of each product and different storage
structures (Mahroof and Philips 2014).
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Other biological aspects of L. serricorne that should be further explored include symbiotic
microorganisms that could influence the nutritional behavior, and the resistance to pesticides and plant

toxins observed in these insects.

Genetic studies could also provide important information for L. serricorne management. The
amplified fragment length polymorphism (AFLP) technique was applied for genetic variability studies
in 16 different L. serricorne populations distributed across 5 continents. AFLP showed potential for
distinguishing populations and providing information on the structures and movements of these
populations, as well as the origin of infestations and pesticide resistance (Blanc et al. 2006). The
genetic grounds for phosphine resistance observed in certain L. serricorne populations still have not
been clarified nor have the characteristic variations between populations of different geographic

origins and products (Saglam et al. 2015).

The development of resistant transgenic plants capable of expressing plant-incorporated
protectants is also a promising tool for protection against L. serricorne. Hybrid tobacco plants, able to
express high levels of molecules related to plant defense against herbivory, suffered significantly less
L. serricorne and Helicoverpa zea larvaj attacks, and caused higher insect mortality rates in

comparison with the wild types (Dowd et al. 2006).

In conclusion, it is necessary to highlight that both increased knowledge of, and innovative
technological advances against, L. serricorne are necessary and need to be disseminated and
popularized, allowing small producers and traders access to new information and tools that reduce the

use of pesticides, and increase control efficiencies against this pest and others in developing countries.
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Table 1 Constituents of the L. serricorne sex pheromone.
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Constituent

Chemical structure

Compound name

Serricornin

Anhydroserricornin

Serricorone

Serricorole

\\\\\\\\

‘0, " /
o) .

\\\\\\\\

, ‘I//// /

(4S,6S,7S)-4,6-dimethyl-7-hydroxynonan-3-one

2,6-diethyl-3,5-dimethyl-3,4-dihydro-2H-pyran

(2S,3R)-2,3-dihydro-3,5-dimethyl-2-ethyl-6-(1-methyl-2-oxobutyl)-4H-pyran-4-one

(2S,3R)-2,3-dihydro-3,5-dimethyl-2-ethyl-6-(1-methyl-2-hydroxybutyl)-4H-pyran-4-one




Table 2 Plants with toxicity against L. serricorne
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Plant Family Part used Extract type Active compounds (()Zr(i);?r;try ° Toxicity Reference

Acorus calamus var. Araceae Rhizome Methanolic South Korea  Contact Kim et al. 2003

angustatus Besser

A h . . . .

K?;itzic e rugosa O Lamiaceae Whole plant Methanolic South Korea  Contact Kim et al. 2003

Alpinia kwangsiensis Zingiberaceae  Rhizome Essential oil C,amphor’ euca.l yptol, o- China Conj[act and Wau et al. 2015a
pinene and B-pinene fumigant

Alpinia officinarum Zingiberaceae Rhizome Essential oil China Contact Lu and Ma 2015

Atalantia guillauminii Rutaceae Leaves Essential oil China Conj[act and Yang et al. 2015a

fumigant

Brassica juncea (L) Cruciferae Essential oil South Korea Conj[act and Kim et al. 2003

Czern et Cosson fumigant

Cinnamomum cassia Lauraceae Essential oil South Korea Con_tact and Kim et al. 2003

Presl fumigant

Clausena anisum-olens o Leaves Essential oil Myristicin and p-cymene- . o Contact You et al. 2015

(Blanco) Merr. 8-ol

C.o choleria aroracia Cruciferae Essential oil South Korea Con_tact and Kim et al. 2003

Linne fumigant

Rutaceae Roots Essential oil China Contact Yang et al. 2015b

Dictamnus dasycarpus



Elsholtzia stauntonii
Benth

Foeniculum vulgare
Miller

Ilicium verum Hooker

Liriope muscari

Litsea cubeba (Lour.)

Pers.

Mentha haplocalyx Briq

Myristica

fragrans

Perilla frutescens (L.)

Britt.

Zanthoxylum dissitum

Zingiber purpureum

Roscoe

Lamiaceae

Apiaceae

Magnoliaceae

Liliaceae

Lauraceae

Labiatae

Myristicaceae

Labiatae

Rutaceae

Zingiberaceae

Hole flowering plant Soxhlet extract

Fruit

Fruit

Aerial parts

Fruits

Aerial parts

Seeds

Aerial parts

Leaves and roots

Rhizomes

Methanolic

Methanolic

Essential oil

Essential oil

Essential oil

Essential oil

Essential oil

Essential oil

Essential oil

Citral and
linalool

Menthol, menthyl acetate,
and limonene

Elemicin

Carvone, perilla
aldehyde, and 2-furyl
methyl ketone

Terpinen-4-ol

China

South Korea

South Korea

China

China

China

China

China

China

China

Fumigant

Contact and
fumigant

Contact

Contact

Contact and
fumigant

Contact

Contact

Contact and
fumigant

Contact and
fumigant

Contact and
fumigant

LU et al. 2012

Kim et al. 2003

Kim et al. 2003

Wau et al. 2015b

Yang et al. 2014

Zhang et al. 2015

Du et al. 2014

You et al. 2014

Wang et al. 2015a

Wang et al. 2015b
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Table 3 Plants with repellent activity against L. serricorne.
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Repellent plant Family Part Used Extract Type Active compound (()Zr?;?:ry f Reference
Acalypha hispida Euphorbiaceae Leaves :zftser:ial and  dried India Ambadkar and Khan 1994
Alpinia officinarum Zingiberaceae Rhizome Essential oil China Li and Ma 2015
Atalantia guillauminii Rutaceae Leaves Essential oil China Yang et al. 2015a
Cinnamomum casia Lauraceae Casca E;i\?g;al oil; peel Cinnamaldehyde Japan; China Hori 2003; Weizheng et al. 2014
Clausena  anisum-olens o\ . o2 Leaves Essential oil Myristicin and p-cymene-8- . o You et al. 2015
(Blanco) Merr. ol
. Fresh and  dried . Ambadkar and Khan 1989; Ambadkar and
Coleus barbatus Lamiaceae Leaves materal; crude India
Khan 1994
extract

Datura matel Solanaceae Leaves Crude extract India Ambadkar and Khan 1989
Dictamnus dasycarpus  Rutaceae Roots Essential oil China Yang et al. 2015b
Euphorbia neriifolia Euphorbiaceae Leaves Ewr:tsek;ial and - dried India Ambadkar and Khan 1994
Liriope muscari Liliaceae Aerial parts Essential oil China Wau et al. 2015b
Litsea cubeba Lauraceae Fruit Essential oil (_3|tral, D-limonene Jap_an and Hori 2003; Yang et al. 2014

linalool China



Mentha haplocalyx

Mentha piperita

Myristica

fragrans

Perilla frutesncens

Rauwolfia canescens

Satureja hortensis

Syringa oblata

Tamarindus indica

Tecoma stans

Thymus vulagris

Vinca rosea

Labiatae

Labiatae

Myristicaceae

Labiatae

Apocynaceae

Labiatae

Oleaceae

Fabaceae

Bignoniaceae

Labiatae

Apocynaceae

Aerial parts

Leaves

Seeds

Leaves
parts

Leaves

Spike

Bud

Leaves

Leaves

Leaves,
stalk

Leaves

and aerial

flowers,

Essential oil

Essential oil

Essential oil

Essential oil

Fresh
material

and dried

Essential oil

Powder

Fresh
material

and dried

Crude extract

Essential oil

Fresh
material;

and dried
crude

Menthol,
and limonene

(2)-Menthol

menthyl

acetate

Eugenol, methyleugenol,

elemicin and myristicin

Carvone, perilla aldehyde,
and 2-furyl methyl ketone

Carvacrol

Thymol

China

Japan

China

Japan

India

Japan

China

India

India

Japan

India
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Zhang et al. 2015

Hori 2003

Du et al. 2014

Hori 2003; You et al. 2014

Ambadkar and Khan 1994

Hori 2003

Weizheng et al. 2014

Ambadkar and Khan 1994

Ambadkar and Khan 1989

Hori 2003

Ambadkar and Khan 1989; Ambadkar and
Khan 1994
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Vitex negundo

Zingiber purpureum

Roscoe

Lamiaceae

Zingiberaceae

Leaves

Rhizomes

extract

Crude extract

Essential oil

Terpinen-4-ol

India

China

Ambadkar and Khan 1989

Wang et al. 2015b
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Abstract

BACKGROUND: Lasioderma serricorne is a serious cosmopolitan pest of stored
products. The purpose of this research was to prospect attractive semiochemicals from

stored soybeans seeds used in the host location by this pest.

RESULTS: Seeds of three different soybeans cultivated in Brazil were attractive in 4-
arm olfactometer bioassays. Five volatile compounds from the soybeans seeds headspace
were electrophysiologically active with the L. serricorne antennae: 1-octen-3-ol, 1-
nonanol, linalool, limonene and 3-octanol. Synthetic compounds were tested in 4-arm
olfactometer bioassays, and L. serricorne showed a significant response to 1-octen-3-ol,
1-nonanol, linalool and 3-octanol and a synthetic blend of these four compounds.
Attraction to the synthetic blend was comparable to that for the stored soybean samples.

CONCLUSION: The semiochemicals identified were shown to be applicable as food
attractants in monitoring tools, within IPM strategies against L. serricorne in and

around storage environments.

Keywords: semiochemicals; Coleoptera; Anobiidae; soybean; pest monitoring; integrated

pest management (IPM).

1 INTRODUCTION
Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae) is a cosmopolitan
insect commonly known as the tobacco beetle, being considered the most significant pest
affecting tobacco and its derived products such as cigarettes and cigars.” However, this
species has been reported as attacking a wide range of stored agricultural products.*? In
Brazil, L. serricorne has already been reported as attacking stored fruit, animal feed, and
dehydrated natural products.>® However, it is the major potential for the development of L.
serricorne in stored soybeans that has aroused concern on the part of Brazilian researchers
and producers.”®

The control of infestations by this and other pests affecting stored grain in Brazil has
been done mainly through using insecticides, and especially by fumigation with the use of

phosphine and carbon dioxide. However, the fact is that some strains of L. serricorne have
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developed resistance to fumigation with phosphine, which could be linked to the constant
exposure to the pesticide, as also the inadequate use of this technique®'® For the sensible use
of insecticides, and hence for the reduction of the impact of such insecticides on nature and on
human health, it is essential to make use of quick and efficient monitoring techniques, as also
the integrated use of physical and biological methods for pest control, thereby ensuring the
maintenance of the integrity and the quality of the products stored.

Several papers report on the use of traps with the sexual pheromone of L. serricorne to
monitor this pest in different stored products. ***2 In adult specimens of L. serricorne, like in
most Coleoptera (beetles), the female is responsible for releasing the sexual pheromones,
which attract and encourage coupling and mating behaviour in males.****

In nature, the volatile organic compounds of host plants are chemical cues about where
to find food, shelter, and sites for laying of eggs by the pest insects, thus attracting specimens
from both sexes.’®'” In integrated pest management (IPM), the application of these VOCs
associated with pheromones in traps could have a synergic action, thereby improving the
ability to attract and capture insects.*®?° Some attractive foods have been described for the
case of L. serricorne, such as plant-derived volatiles present in Capsicum spp, mulberry leaf
tea and its main attractant volatile, B-ionone, cured tobacco leaves and toasted coffee meal.?*
24

The objective of this study was to identify volatile organic compounds released by
soybeans seeds cultivated in Brazil that show attractiveness for adult L. serricorne beetles, in
order to promote the prospection of natural compounds with the potential for application as

food attractants in the integrated management of this pest.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Insects

Lasioderma serricorne was obtained from a culture at the Natural Resources Research
Laboratory at the Federal University of Alagoas, Brazil. The insects were kept in crushed
soybeans or in a mixture of wheat flour and soy flour, in a BOD-type chamber at a
temperature of 30 + 2°C, relative humidity of 60 + 10% and photoperiod of 12:12 (L:D). For
bioassays, adult insects aged up to 10 days were used, and these were kept unfed for 24 hours
in the run-up to the tests. The insects were sexed after the bioassays through observation, with
the use of a stereomicroscope, of a V-shaped apodeme around the females® genitalia.”> The

identification of the insects was confirmed at the Department of Entomology and Acarology
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of the ‘Luiz de Queiroz’ Agricultural College (ESALQ), part of the University of S&o Paulo
(USP).

2.2 Plant material

Brazilian conventional organic soybeans seeds (SB1) were purchased at commercial outlets in
the city of Maceid, Alagoas State, Brazil. Soybeans seeds of the EMBRAPA BRS284
conventional cultivar (SB2) and BRS360RR transgenic cultivar (SB3) were supplied by the
Brazilian Agricultural Research Corporation (EMBRAPA); both these cultivars are from the
2014 crop and the result of traditional cultivation. The seeds were cleaned manually, and then
cooled at -20 °C for 3 hours.?® The material was kept in hermetically sealed plastic jars under

refrigeration, until the moment of use.

2.3 Collection of volatile compounds from soybeans

The volatile organic compounds were obtained through the dynamic collection of the
headspace of crushed soybeans, making use of Porapak Q® adsorbent (80/100 mesh, 50 mg,
Supelco). Three repeats of 80 g of soybeans of each type were then crushed, after which they
were placed in 100 mL glass jars with two openings for circulation of air. The dynamic
collection of the headspace fraction?” was made during 7 days, using the injection of air
filtered with activated charcoal at a flow rate of 1000 mL min™, which was pumped out of the
system under this same flow, after passing through the Porapak Q tube.?® After this period, the
volatile organic compounds retained in the Porapak Q tubes were desorbed using bidistilled
HPLC hexane (0.5 mL). Each of these solutions was then stored in 2 mL glass vials cooled to

a temperature of -20 °C, until used.

2.4 Olfactometer bioassays

The behavioural response of L. serricorne to the volatile elements of soybeans was appraised
through bioassays using a four-arm olfactometer®®, under diffuse yet uniform lighting and at a
temperature of 24 °C. Each olfactometer consisted of 3 superimposed layers, making an
exposure chamber in the shape of a four-pointed star, at the base of which a layer of filter
paper was added, to make the insect’s movement easier. Each point had an opening where a
glass tube, containing a stimulus or a control, was connected. The stimulus was introduced to

30,31

the chamber in one arm only, with the other three arms acting as controls, namely: 50 g of

soybeans (control: empty jars); 10 pL of headspace samples collected from soy seeds applied
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to a filter paper strip (control: 10 pL of bidistilled HPLC hexane on filter paper), 10 pL of the
synthetic standards, in a solution prepared at a concentration close to that found on the
headspace samples, applied to filter paper (control: 10 pL of bidistilled HPLC hexane on filter
paper).

The air placed in the olfactometer was first filtered with activated charcoal, and then
pumped into the system at a flow rate of approximately 100 mL min™ on each arm, at the
same time being pumped out of the olfactometer through the central opening at the upper face
of the chamber, at a flow rate of 400 mL min™.

The specimens used were 12 males and 12 females of L. serricorne, aged up to 10
days old. After each bioassay, a new insect was used, as well as a new source of stimulus and
a new olfactometer. The insect was introduced through a high opening in the centre of the
olfactometer, and a period of 2 minutes was allowed so that the insect could get used to the
environment. Next, the position of the insect was registered for 16 minutes. The insects that
did not make at least 3 entries in the first 2 minutes of the bioassay were considered inactive
and then replaced. Every 4 minutes, the apparatus was turned clockwise by 90°, to eliminate
any directional bias. After each bioassay, all parts of the olfactometer was washed with an
aqueous solution of neutral detergent, rinsed with ethanol and distilled water, then air dried.
The glass ware was washed with an aqueous solution of neutral detergent, rinsed with ethanol
and distilled water, then dried in an oven at 150 °C for at least 2 h. The time spent and the
number of entries made by the insect in each arm of the olfactometer were recorded, using the
Olfa software (Udine, Italy).

2.5 Analysis by coupled Gas Chromatography - Electroantennography (GC-EAG)

For the analyses using GC-EAG, heads of adult specimens of L. serricone were excised using
a scalpel and with the aid of a steromicroscope which magnifies 40x. The base of the head
was connected to a glass capillary tube containing saline solution, which was connected to a
microcapillary and neutral Ag-AgCl electrode, while the distal tip of one of the antennae was
connected, under the same conditions, to the registering electrode, with the aid of Syntech
micromanipulators and stereomicroscope. Next, this material was positioned close to a
constant purified and humidified airstream (10 mL s™), into which there was the addition of
stimuli arising from the GC effluent. The separation of the compounds of the samples took
place in a Shimadzu 2010 GC unit, equipped with a Flame lonization Detector (FID) and a
Restek RTX-5 capillary column (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 um film thickness), operated in
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splitless mode (250 °C) according to the following temperature program: initial temperature
of 50 °C for 5 min, with an increase of 8 °C min™* until a temperature of 220 °C is reached.
This temperature must be maintained for 5 minutes. The hydrogen was the carrier gas with a
flow of 1.31 mL s™. The amplified responses of the antenna were recorded simultaneously to
the FID signals, by specialised software (GCEAD, Syntech, The Netherlands). The only peaks
to be taken as electrophysiologically active were the FID peaks that brought a response from
the antenna with 3 or more repetitions. A homologous series of n-alkanes (Sigma-Aldrich C7-
C30) was injected (1 pL) under the same chromatographic conditions as applied to the
extracts, to calculate the Linear Retention Index (LRI) of the sample compounds, including
active FID-EAG peaks. The amounts of FID-EAG active compounds was determined by the
internal standard method (with eicosane as internal standard) in GC-FID, under the same
conditions as described above.

2.6 Analysis by coupled Gas-Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

The electrophysiologically active FID peaks released by the soybeans were identified by GC-
MS in a GCMS-QP2010 Ultra Shimadzu equipment. The separation of the compounds
occurred in a NST-05 capillary column (30 m x 0.25 m i.d. x 0.25 um of film thickness, Nano
Separation Technology®). The starting oven temperature was 30 °C, left during 5 minutes, and
then subjected to a heating ramp to 250 °C at 5 °C min™, held for 5 minutes. A portion with
1uL of the extracts was injected, in splitless mode. The mass spectrometer operated with
ionization through electron impact, at 70 eV, trap temperature of 250 °C and mass scanning
from 35 to 400 m/z. The identification of active FID-EAG peaks was made by comparison of
their mass spectra with the NISTO8 database and also by comparing with synthetic standards

injected under the same conditions as the analyses made above.

2.7 Synthetic Compounds
The standard compounds 1-octen-3-ol (98% pure), 1-nonanol (98%) and 3-octanol (97%)
were acquired from Sigma-Aldrich, while linalool (97%) and limonene (97%) were acquired

from Acros Organics.

2.8 Statistical analysis
For behaviour-based bioassays, the experimental design was fully casual, with an

experimental arrangement in a factorial scheme of the 2 x 2 type, in which the factors were
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the sources of volatiles (treatment extract vs control solvent) and genders (male and female).
Data on the time during which the insect has remained in each arm of the olfactometer, in
minutes, were tabulated and then subjected to analysis of variance (ANOVA), after
confirmation of the normal distribution thereof, using the Anderson-Darling test. The means
were compared by Scott Knott test, with a confidence interval of 95% (ActionStat® statistical

software).

3 RESULTS
3.1 Behavioural responses by L. serricorne for soybeans and their extracts
In preliminary tests, no significant differences were observed in the time spent by adults L.
serricorne in the four arms of the olfactometer when hexane was the control treatment (Table
1). On the other hand, L. serricorne adults spent significantly more time in the olfactometer
arm containing the soybeans (Table 1), without any differences having been detected between
the responses for the two genders.

In response to the soybeans headspace volatiles, the adult L. serricorne also spent
more time in the region of the treated arms (Table 2). However, the difference between the
time spent in the treated and control arms was not statistically significant in the case of the

SB1 headspace extract.

3.2 ldentification of electrophysiologically active compounds in air entrainment extracts
Analyses conducted by GC-EAG have shown 5 different active compounds in the samples of
headspace of soybeans. Based on the analysis of mass spectra obtained on GC-MS, the Linear
Retention Indices (LRI) and also through the comparison with synthetic standards, the active
FID-EAG peaks were identified as: 1-octen-3-ol, 3-octanol, linalool, 1-nonanol and limonene
(Table 3).

3.3 Behavioural responses of L. serricorne to synthetic compounds

In olfactometer bioassays, the synthetic compounds were tested at concentrations close to
those found in the extracts obtained by extraction of soybeans, and some of them elicited
different responses between males and females, when tested alone (Figure 1). Indeed, 1-octen-
3-ol at 5 pg mL™ was significantly attractive to males (P = 0.016), while females were
indifferent to this compound. Females showed significant responses to 1-nonanol at 5 pg mL™
(P = 0.042), and also to linalool at 2 ug mL™ (P = 0.029). In contrast, 3-octanol at 0.2 pg mL™
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attracted both males and females (P = 0.001), which was not the case with regard to limonene
at 6 ug mL™ (P = 0.120).

When the attractive synthetic compounds (1-octen-3-ol, 1-nonanol, linalool and 3-
octanol) were combined in a blend with the same concentrations at which they were tested
alone, males and females spent significantly more time in the treated arm of the olfactometer
(P < 0.001) (Figure 1).

4 DISCUSSION
The results obtained in the bioassays show that the volatiles released by the soybeans were
significantly attractive to L. serricorne. The behavioural response of L. serricorne adults to
these extracts did not depend on gender, showing that, just like other phytophagous insects,
the studied species makes use of plant volatiles in the search for food and for oviposition
sites.*>** The VOCs present in the headspace of soybeans also show themselves to be
strongly attractive to mated females of Callosobruchus maculatus, especially 2-ethyl-
hexanol.*> Other Coleoptera pests attacking stored products, of the genus Sitophilus, also use
the cereal volatiles for the host location, normally being more attracted by mixtures of these
VOCs rather than by single compounds.?*®

The analyses of the air entrainment extracts by GC-FID and GC-MS have shown some
differences between the profiles of those volatiles released by the three types of soybeans
studied here. The chemical composition of the soybeans may differ between conventional and
transgenic varieties, as also between batches arising from different systems of cultivation:
traditional or organic.®” The stage of maturity of the soybeans is another factor that could have
an effect on the release of volatile compounds, both qualitatively and quantitatively.*®

The emission of VOCs by seeds is related to lipid peroxidation reactions, as also to
alcoholic fermentation and Maillard reactions which take place during the maturation of the
soybeans, where there is a degradation of the reserves stored in the cells of the seeds, such as
carbohydrates and polyunsaturated fatty acids.*® The initial products obtained from the
peroxidation of linoleic acid and other polyunsaturated lipids through the catalytic action of
lipoxygenase, released during the crushing of the beans when preparing the samples, may be
later degraded through the action of hydroperoxide liases in several C-6 and C-9 products,
such as aldehydes, ketones and alcohols®®. Studies show that seeds of different species have
their own profile of volatile emissions, and that the concentration of the compounds increases

according to the storage time®®. This set of volatiles shows the physiological changes of the
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seeds themselves, but also has an influence on complex ecological interactions between plants
and animals, within the environment.*®*!

The analysis of the electroantennographic responses of L. serricorne to the aeration
extracts of the soybeans of the types of soy here appraised has shown that most of the active
EAG compounds are alcohols: 1-octen-3-ol, found in the extracts of the three types of
soybeans; 1-nonanol, found in SB2 and SB3 soybeans, linalool in SB3 soybeans, and 3-
octanol in SB1 soybeans. As for 1-octen-3-ol, it was found in the headspace of soybeans, and
has already been described as an indicator of the maturity of these seeds, and may be
enzymatically formed also during the processes of soaking and grinding of the beans.***? In
this study, we see that 1-octen-3-ol only attracted the males of L. serricorne, while the
females showed indifference. A dose of 1pL of 1-octen-3-ol could repel the females of L.
serricorne,”® while a dose of 27.7 uL Luin™ was the LDso of this alcohol, for adults of
Sitophilus zeamais.** However, previous studies have suggested 1-octen-3-ol as a potential
attractant for use in the management of important stored products pests, such as the
coleopterans Oryzaephilus mercator, Cryptolestes ferrugineus and C. pusillus, also being
described as an aggregation pheromone for Ahasverus advena.*>*

The females of L. serricorne were significantly attracted by 1-nonanol, which has
already been used as an attractant in semiochemical formulations for beetles of the species
Macrodactylus subspinosus (Coleoptera: Scarabaeidae), a pest that attacks ornamental plants
and fruits in the field.*’ Linalool has also proved attractive to females of L. serricorne. This
monoterpenic alcohol, which is an important component of the floral bouquet of several
species, is biosynthesised from the precursor geranyl diphosphate, which comes from the
pyruvate route.”® However, linalool can be produced in non-floral tissues of plants, and has
also been described as part of the composition of the essential oil of seeds of Zanthoxylum
alatum Roxb., Rutaceae.”® Soy plants release linalool when attacked by the soy aphid, Aphis
glycines M. (Hemiptera: Aphididae), as a defense response to herbivory.*® Linalool, like
limonene, has already been used in attractive floral mixtures in traps for the management of
Bruchus rufimanus B. (Coleoptera: Chrysomelidae), an economically important pest that
attacks beans in the field, in countries of Europe, Asia, North America and Africa.*

Males and females of L. serricorne were attracted by 3-octanol identified among the
volatiles released by SB1 seeds, even with the compound having been tested at a lower
concentration in this work, in agreement with a previous study with L. serricorne.”®* A similar

pattern of behaviour was observed among females of C. maculatus, who were attracted by the
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3-octanol emitted by the seeds of Lathyrus sativus L.*° The females of Aulacophora
foveicollis (Coleoptera: Chrysomelidae) also use the 3-octanol released by the leaves of
Momordica cochinchinensis (Cucurbitaceae) as a chemical cue in host location. The fact is
that 3-octanol has already been identified in the headspace of soybeans in previous
studies.®®*" Several authors have established a link between an increase in emissions of 3-
octanol, as also of 1-octen-3-ol, by grains of cereals and other plants, and fungal
contamination, especially those of the genera Aspergillus and Penicillium.***?® For this
reason, 3-octanol have being described as a fungal semiochemical which attracts the
coleopterans O. surinamensis, O. mercator, C.ferrugineus and A. advena, within the scope of
stored products.> (R)-3-octanol has also been described as the sexual pheromone of Myrmica
scabrinodis ants, while its enantiomer (S)-3-octanol acts as an alarm pheromone for ants of
the Crematogaster castanea and C. liengmei species.”

Limonene has already been found in the headspace for soybeans®' and, despite the
recording of the electroantennographic response for this terpene in the SB1 aeration extract,
there has been no significant attraction of adults L. serricorne to the synthetic compound in
the olfactometer bioassay, as also observed in a previous study.*®* We may therefore conclude
that this compound is not in fact crucial for the response observed, for the soybeans. Other
compounds have been found in extracts of soybeans in this study, but have not elicited the
electrophysiological response in L. serricorne antennae; these include 1-hexanol, 2-hexanol,
1-heptanol, y-hexalactone, 2-hexanone, 3-hexanone, 2-heptanone, 3-octanone, 3-octen-2-one,
3,5 octadien-2-one, nonanal, ethylbenzene, naphthalene and toluene, which have been
described in previous study papers.*®4%=1°°

The behavioural response of L. serricone to the 4-component synthetic blend, that
comprised only the attractive identified compounds 1-octen-3-ol, 1-nonanol, linalool and 3-
octanol, at concentrations similar to those found in the samples, was considerably stronger
than that observed for the same compounds, when presented in isolation. Several studies have
reached the conclusion that the insects used more than one semiochemical in their search for
resources.'®?3* The strategy observed in L. serricorne for the host location is random
search carried out by a pioneer individual, which attracts conspecifics through the release of
pheromones.>” Our results show that L. serricorne adults make use of several different VOCs
as chemical cues in this search for food and for oviposition sites, like stored soybeans. Such

compounds can be used to improve L. serrricorne integrated management tools like
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pheromone-baited traps, and also in association with other attraction factors described for this

pest, such as ultraviolet and blue light-emitting diodes (LEDs).?!40>4%8

5 CONCLUSION

The identification of the VOCs released by stored soybeans which act as kairomones for L.
serricorne adults helps towards the understanding of the chemical ecology of this species, and
may be used in monitoring, mass-trapping, attracticide and matting-disruption methods in
IPM strategies. It was also verified the potential of 1-octen-3-ol, 1-nonanol, linalool and 3-
octanol, as also the blend of these 4 compounds, for the development of eco-friendly capture

tools applicable in the management of L. serricorne in and around storage environments.
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Table 1. Mean time spent (min+SD) by Lasioderma serricorne adults (males and females) in response to
soybeans (Glycine max) (50g) in a four-arm olfactometer.
Treatments Mean time spent (min) (+SE)
Control 1 3.31+0.31
Control 2 2.66 +0.33
Control 3 2.62 +0.38
Control 4 2.31+0.38
SB1 soybeans 5.25+0.64 **
Control 1 2.17+0.48
Control 2 1.70 + 0.29
Control 3 1.54 + 0].29
SB2 soybeans 5.20 + 0.89 **
Control 1 2.00+0.29
Control 2 1.95+0.28
Control 3 1.71+0.26
SB3 soybeans 5.82 +0.78 **
Control 1 2.47 +0.45
Control 2 1.76 + 0.25
Control 3 1.44+0.24
** =P <(.001
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Table 2. Mean time spent (min+SD) by Lasioderma serricorne adults (males and females) in response to
soybeans (Glycine max) air entrainment volatiles (10 pL on filter paper) in a four arm olfactometer.

Treatments

Mean time spent (min) (+SE)

SB1 soybeans volatiles
Control 1
Control 2
Control 3

SB2 soybeans volatiles
Control 1
Control 2
Control 3

SB 3 soybeans volatiles
Control 1
Control 2
Control 3

4.06 +0.73
2.68 +0.38
2.53+0.44
2.46 + 0.36

573+0.71**
2.99 + 0.66
2.16 +0.38
2.04+0.35

5.18 + 0.80 **
2.83+0.46
2.29+0.36
1.95+0.25

** =P <0.001
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Table 3. Electrophysiologically active compounds identified in soybeans (Glycine max) air entrainment

extracts.
Concentration in the soybeans headspace sample
(Mg mL™)

Compound” LRI RT SB1 SB2 SB3
Alcohols

1-octen-3-ol 982 11.186 1.49 5.10 4.58
3-octanol 995 11.550 0.21 ND ND
Linalool 1092 13.923 ND ND 1.71
1-nonanol 1172 15.697 ND 4.80 4.51
Terpenoid

Limonene 1026 12.329 5.80 ND ND

T Compounds identified based on correspondence of retention time and mass spectrum with genuine
standards. LRI, Linear Retention Index based on identified compound retention times calculated from a
linear equation between each pair of straight chain alkanes (C7-C30). RT, Retention Times founded in
the GC-FID analyses. ND: compound not detected in the sample.
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Figure 1. Behavioural responses of Lasioderma serricorne adults to electrophysiologically
active synthetic compounds (10 pL on filter paper) and a four-component blend of attractive
synthetic compounds in a four-arm olfactometer. Concentrations: 1-octen-3-ol (5 pg mL™), 1-
nonanol (5 pg mL™), linalool (2 pg mL™), limonene (6 ug.mL™) and 3-octanol (0.2 pg mL™).
n =12 in all bioassays. P < 0.05 = *, P <0.01 = **, P <0.001 = ***, m = treatment, 0 =
control, presented as a mean of the three control arms. Bars = standard errors of the means.
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GRAPHICAL ABSTRACT

Identification of kairomones from stored soybeans, Glycine max, for the cigarette beetle,
Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae)

Ana PO da Silva,* Henrique F Goulart, Joeferson R Martins, Talita A da Silveira, Chrystian
IMA Ferez, Janeilda C Vaz, Larissa C dos Santos and Antonio EG Santana

This article presents volatile organic compounds released by soybean grains, attractive for
Lasioderma serricorne and with potential for application in integrated management strategies
against this important pest of stored products.
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CAPITULO III. ATIVIDADE REPELENTE DO OLEO ESSENCIAL DOS FRUTOS
DE Schinus terebinthifolius Raddi (ANACARDIACEAE) CONTRA Lasioderma
serricorne (FABRICIUS, 1792) (COLEOPTERA: ANOBIIDAE)

RESUMO

A constituicdo quimica do 6leo essencial dos frutos maduros de Schinus terebinthifolius
Raddi (Anacardiaceae) coletados no municipio de Macei6-AL, Brasil, foi analisada por CG-
DIC e C-EM. Foram identificados 14 compostos, equivalentes a 96,13% do Gleo, sendo a
maioria deles monoterpenos. Os compostos majoritarios do éleo foram B-pineno (49,8%), a-
pineno (33,49 %), 3-careno (5,85%), germancreno-D (2,08%) e bornileno (1,21%). A
bioatividade do 6leo essencial foi testada contra a praga de produtos armazenados L.
serricorne (Coleoptera: Anobiidae) em bioensaios em olfatbmetro de 4 bracos. O 6leo
essencial apresentou forte atividade repelente contra os adultos de L. serricorne na dose de
10pL. Possiveis relagbes entre a constituicdo quimica do Oleo essencial e sua a atividade

repelente sdo discutidas.

ABSTRACT

The chemical composition of the essential oil of the ripe fruits of Schinus terebinthifolius
Raddi (Anacardiaceae) collected in the city of Maceio-AL, Brazil, was analyzed by GC-FID
and GC-MS. 14 compounds, equivalent to 96.13% of the oil, were identified, most of them
monoterpenes. The major compounds of the oil were B-pinene (49.8%), a-pinene (33.49%), 3-
carene (5.85%), germancrene-D (2,08%) and bornylene (1,21%). The bioactivity of the
essential oil was tested against the stored products pest L. serricorne (Coleoptera: Anobiidae)
in 4-arm olfactometer bioassays. The essential oil presented strong repellent activity against
L. serricorne adults at a dose of 10uL. Possible relations between the chemical constitution of

the essential oil and its repellent activity are discussed.

1. INTRODUCAO

Lasioderma serricorne (F.) (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae) € um inseto
cosmopolita conhecido popularmente como besourinho do tabaco por ser considerada a
principal praga do tabaco e seus produtos derivados, como cigarros e charutos (ASHWORTH,

1993). No entanto, essa espécie tem sido descrita atacando uma grande variedade de produtos
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agricolas armazenados (ASHWORTH, 1993; HORI; MIWA,; IIZAWA, 2011). No Brasil, L.
serricorne ja foi descrita atacando frutos armazenados, racdo para animais, produtos naturais
desidratados e gréos de soja (LORINI, 2012; MACHADO et al., 2008; PODEROSO et al.,
2013; SILVA; OLIVEIRA, 1985; ZANUNCIO et al., 2014)

O controle de pragas de produtos armazenados no Brasil é feito predominantemente
pela utilizacdo de inseticidas, principalmente pelo método de fumigacdo com fosfina e
dioxido de carbono. No entanto, ha relatos do surgimento de algumas populacGes de L.
serricorne resistentes a fumigacdo com fosfina, 0 que pode estar associado a exposicao
constante ao pesticida, bem como a aplicacdo inadequada da técnica (BOYER; ZHANG;
LEMPERIERE, 2012; SAGLAM; EDDE; PHILLIPS, 2015).

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) é uma arvore perene nativa das
Américas Central e Sul, conhecida popularmente como aroeira, aroeirinha ou aroeira-da-praia,
cujos frutos sdo muito valorizados como condimento alimentar especialmente na culinaria
francesa, em que sdo chamados de poivre rose. Nos paises da América do Norte, a espécie €
considerada uma invasora e seus frutos recebem o nome de pimenta brasileira, Florida holly
ou christmas-berry; enquanto no Brasil, a nomenclatura mais utilizada € pimenta-rosa
(AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2015; LORENZI, 2008).

Em Alagoas, nos ultimos anos, o cultivo da pimenta rosa tem contribuido para o
desenvolvimento socio-ambiental da regido da foz do rio S&o Francisco, no municipio de
Piacabucu. Através de parcerias entre empresas publicas, privadas e organizacdes néo
governamentais houve o aprimoramento dos processos de coleta e beneficiamento e insercédo
do produto no mercado sem atravessadores, melhorando a renda de diversas familias
ribeirinhas (EBC, 2012). O quilo da pimenta rosa, para o consumidor final no Brasil chega a
aproximadamente R$ 500,00.

Pesquisas tém demonstrado que o dleo essencial (OE) obtido dos frutos de S.
terebinthifolius possui diversas atividades farmacoldgicas, como antioxidante, antimicrobiana,
antidepressiva, anti-hiperalgésica e até anticancer (BENDAOUD et al., 2010; COLE et al.,
2014; MATSUO et al., 2011; PICCINELLI et al., 2015; RICHTER; REUS; KONIG, 2010) e
também ¢é valorizado pela industria de cosméticos e perfumaria como agente flavorizante. No
contexto da entomologia agricola, o OE das folhas de S. terebinthifolius demonstrou atividade
inseticida contra Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus, coledpteros da familia

Bruchidae, considerados importantes pragas de grdos armazenados (SANTOS et al., 2007).
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Os OEs de plantas tém sido reportados como fontes de compostos com atividades de
interesse no manejo integrado de pragas (MIP), aplicaveis como repelentes ou inseticidas
naturais (GUO et al., 2015; WU et al., 2015a; YANG et al., 2014; YOU et al., 2015). Esses
compostos naturais bioativos podem contribuir para a redugdo no uso de pesticidas, em
estratégias de MIP na protecdo dos produtos durante a etapa de armazenamento e
comercializacdo, como também sdo de especial interesse em sistemas de produ¢do organicos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade repelente do 6leo essencial dos
frutos de S. terebinthifolius contra adultos de L. serricorne, com o objetivo de avaliar o
potencial desse produto natural para aplicacdo no combate a essa praga em estratégias de
(MIP).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal e extracédo do 6leo essencial

Frutos maduros de S. terebinthifolius foram coletados de arvores situadas no Campus
Aristoteles Calazans Simdes da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), em Maceio,
Alagoas, em novembro de 2016 (Figura 1). A identificacdo foi realizada por Rosangela P.
Lyra-Lemos do Herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-AL), onde
foi depositada exsicata botanica com registro de n® 63595.

O OE foi extraido dos frutos frescos e macerados por destilacdo por arraste de vapor
d’agua (400 g em 8 L de agua destilada), durante 4 horas. Apds separacao da fase aquosa, a
porcdo de 6leo foi armazenada em vidro ambar sob refrigeracao (- 4 °C) até o uso. A extracao
foi feita em triplicata e o rendimento do 6leo foi calculado através da relagdo “g de OE / 1009

de pimenta”.
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Figura 1 — Schinus terebinthifolius, (A) ramo com frutos; (B) preparacéo e selecéo dos

frutos maduros.

Fonte: autora da tese (2016).

2.2. Analise do dleo essencial por cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em
chama (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

O 6leo essencial foi analisado em equipamento da marca Shimadzu, modelo GC-2010
Plus, equipado com um detector de ionizacdo de chama (DIC) e coluna capilar da marca
Restek®, modelo Rtx-1 (30m x 0,25mm, com 0,25um de espessura do filme). As temperaturas
do injetor e do detector foram ajustadas a 260 °C; o hélio foi o gas carreador com taxa de
fluxo de 1.0 mL.min™; programagéo de temperatura de 60 °C (2 min) para 180 °C a 2 °C.min™
e depois de 180 °C (4 min) para 260 °C a 10 °C.min™*, permanecendo na temperatura final de
260 °C por 10 min. Uma amostra diluida (1 mg em 10 mL de hexano) de 1 uL foi injetada no
modo split (razdo 1:50). Foi realizado célculo do indice de retengéo relativo de cada composto
em relagdo a uma série homologa de n-alcanos C7-Cso (Sigma-Aldrich) injetada nas mesmas
condigdes aplicadas ao 6leo. A quantificagdo relativa com base na porcentagem da area dos
picos foi feita com base nas anélises por CG-DIC.
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Para as andlises por CG-EM, foram aplicadas as mesmas condicfes e temperaturas
descritas para o CG-DIC, em um equipamento Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Ultra
(modo EI 70 eV, temperatura de 250 °C, modo de varredura entre 35 a 400 m/z). A
identificacdo dos componentes do éleo essencial foi feita pela comparacéo de seus espectros
de massas com base de dados NISTO8 e Wiley 275L, utilizando ainda as informagdes sobre o
indice de retencdo linear obtido nas analises no CG-DIC e comparacdo com padrdes
sintéticos, quando possivel.

2.3. Insetos

Lasioderma serricorne foi obtido de cultura do Laboratério de Pesquisa em Recursos
Naturais da Universidade Federal de Alagoas, Brasil. A identificacdo dos insetos foi
confirmada no Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ-USP). Os insetos foram mantidos
em gréos de soja triturados ou em mistura de farinha de trigo e farinha de soja, em camara
tipo BOD com temperatura de 30 + 2 °C, umidade relativa de 60 + 10% e fotoperiodo de
12:12 (L:D). Para os bioensaios, foram utilizados insetos adultos com até 10 dias de idade,
mantidos sem alimentacdo por 24h antes dos testes. Os insetos foram sexados apds 0s
bioensaios pela observacdo, com uso de estereomicroscépio, de um apodema em forma de
“V” na regido da genitalia das fémeas (PAPADOPOULOU; BUCHELOS, 2002).

2.4. Bioensaios em olfatdmetro

A resposta comportamental de L. serricorne ao 0Oleo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius foi avaliada por meio de bioensaios em olfatbmetro de quatro bragos
(PETTERSSON, 1970; UKEH et al., 2009), sob iluminacdo uniforme difusa e temperatura de
26°C. Cada olfatdmetro era composto por 3 camadas sobrepostas, formando uma camara de
exposicdo em formato de uma estrela de quatro pontas, a base da qual foi acrescentada uma
camada de papel de filtro para facilitar o deslocamento do inseto. Cada uma dessas pontas
continha uma abertura na qual era conectado um tubo de vidro contendo estimulo ou controle.

O estimulo (doses de 1 e 10 pL do 6leo essencial) era introduzido na camara em apenas
um dos bragos, enquanto 0s outros trés serviram como controles (controle: apenas papel de
filtro) (MENDESIL et al., 2009; VUTS et al., 2016). O ar introduzido no olfatdmetro foi



120

previamente filtrado com carvdo ativado e bombeado para dentro do sistema a um fluxo de
aproximadamente 100 mL.min™ em cada braco, a0 mesmo tempo em que foi bombeado para
fora do olfatdmetro através de abertura central na face superior da cAmara a um fluxo de 400
mL.min™. Em cada bioensaio foi utilizado um novo inseto, nova fonte de estimulo e novo
olfatdmetro.

O adulto de L. serricorne, com até 10 dias de idade, era introduzido no centro do
olfatdmetro e contados 2 minutos para aclimatagcdo do inseto a0 ambiente. Em seguida, sua
posiCao comecava a ser registrada durante 16 minutos, contabilizando-se o tempo gasto e 0
nimero de entradas em cada braco, com auxilio do software Olfa (Udine, Itdlia). Os insetos
que ndo realizassem pelo menos 3 entradas nos primeiros 2 minutos do bioensaio eram
considerados inativos e substituidos. A cada 4 minutos o aparato era girado 45° no sentido
horéario, para eliminar qualquer efeito posicional. Foram realizadas 12 repeticdes para cada

um dos sexos.

2.5. Analise estatistica

Os dados do numero de entradas e tempo de permanéncia e dos insetos em cada brago
do olfatbmetro foram tabulados e submetidos a analise de variancia (ANOVA), apos
verificada normalidade de distribuicdo dos mesmos pelo teste de Anderson-Darling. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott com intervalo de confianca de 95%. Os

dados foram analisados com uso do software ActionStat®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Constituintes quimicos do 6leo essencial de S. terebinthifolius

O rendimento do dleo essencial obtido dos frutos de S. terebinthifolius foi de 2,20 g
de OE por 100 g de pimenta, assemelhando-se a valores descritos na literatura (BENDAOUD
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014). Os resultados das analises por CG-DIC e CG-EM estédo
compilados na Tabela 1. Foram identificados 14 componentes no 6leo essencial dos frutos de

S. terebinthifolius, correspondento a 96,13 % do 6leo total.
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Tabela 1. Composicdo quimica do Oleo essencial dos frutos maduros de Schinus
terebinthifolius Raddi.

Composto TR LRI  *Area do Pico %
4-aliloxi-2-metil-2-pentanol 6.870 899 0,06
Tricicleno 7.493 915 0,73
o-tujeno’ 7.620 918 0,08
o-pineno’ 8.012 927 33,49
Canfeno’ 8.503 940 0,66
B-pineno’ 9.593 966 49,08
Mirceno’ 10.213 982 0,72
3-careno’ 11.183 1004 5,85
p-felandreno’ 11.564 1011 0,62
Bornileno* 11.929 1018 1,21
o-terpineol* 20.121 1158 0,71
Bornil acetato (alcool monoterpeno) 27.108 1266 0,73
Citronelil acetato (éster de acido graxo) 31.270 1329 0,10
Germacrene D? 38.998 1466 2,08
Total identificado - - 96,13
Redimento - - 2,20

TR = Tempo de Retencdo nas analises por CG-DIC; LRI = Indice de Retencéo Linear, calculado a partir de uma
equacdo linear baseada nos tempos de retencdo dos compostos identificados em relagdo a uma série homdloga de
n-alcanos C;-Cg (Sigma-Aldrich) injetada nas mesmas condigBes das amostras.

*Dados expressos como media (trés repeticoes).

! Monoterpenos; ? Sesquiterpenos.

A alta concentracdo de monoterpenos no OE dos frutos de S. terebinthifolius (92,42%)
demonstra um perfil semelhante ao encontrado em estudos anteriores, em que compostos
dessa classe representaram mais de 50% dos compostos identificados (AFFONSO et al.,
2012; DOS SANTOS CAVALCANTI et al., 2015; ENNIGROU et al., 2017; PERINO-
ISSARTIER et al., 2010).

A Figura 2 mostra o perfil cromatografico do OE dos frutos, destacando os picos dos
compostos principais do 6leo essencial: a-pineno (1; 33,49 %), B-pineno (2; 49,8%), 3-careno
(3; 5,85%), bornileno (4; 1,21%) e germancreno-D (5; 2,08%).
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Figura 2. Cromatograma CG-FID do dleo essencial dos frutos maduros de S.
terebinthifolius Raddi., com compostos principais em destaque: a-pineno (1), B-pineno
(2), 3-careno (3), bornileno (4) e germancreno-D (5).
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A Tabela 2 mostra os compostos principais encontrados em estudos realizados com o
OE dos frutos de S. terebinthifolius coletados em diversas partes do mundo e demonstra as
variacdes do OE dessa espécie em funcédo da localizacdo geografica das plantas matrizes.

Richter et al. (2010) relataram diferentes concentracfes relativas e proporgdes
enantioméricas dos monoterpenoides majoritarios do OE dos frutos de S. terebinthifolius
provenientes de diferentes localidades da Alemanha e Franga: a-pineno (28.6-88.9%) e B-
pineno (2.3-15.7%), a-felandreno (trago-36.5%) e p-felandreno (0.6-14.7%) e limoneno (2.5-
13.6%). Além da localizacdo geografica, outros fatores podem influenciar a composicao do
OE de S. terebinthifolius, como épocas de colheita e estadgio de maturacdo dos frutos
(ENNIGROU et al., 2017).
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Tabela 2. Compostos principais descritos no OE dos frutos de Schinus terebinthifolius

Raddi. coletados em diferentes partes do mundo.

Compostos principais Pais Referéncia
Limoneno, 3-careno, sabineno, p-cimeno EUA Lloyd et. al. (1977)
a-pineno (26,5%), a-felandreno (22,3%), limoneno EUA Pieribattesti et al.
(16%) (1981)

Elixeno (15,18%), a-pineno (15,01%) e germacreno-D Egito Ibrahim et al. (2004)
(14,31%)

a-cadinol (16,26%), elemol (13,62%), &-cadineno Brasil Barbosa et al. (2007)
(6,33%), o6-3-careno (5,82%), germacreno-D (4,39%)

a-felandreno (34,38%), pB-felandreno (10,61%), a- Tunisia Bendaoud et al
terpineol (5,60%), a-pineno (6,49%), B-pineno (2010)

(3,0<<%), p-cimeno (7,34%), y-cadineno (18,04%)

Limoneno (16,9%), o-felandreno (15,5%), a-pineno Madagascar Peérino-Issartier et al.
(12%), germacreno-D (13%), sabineno (6,7%), p- (2010)

cimeno (6%)

a-pineno (22,56%), sabineno (15,78%), PB-pineno Brasil Carvalho et al.
(10,52%), a-funebreno (8,82%) e limoneno (5,52) (2013)

Limoneno (20,81%), a-fencheno (20,75%), a- Brasil Affonso et al. (2012)
felandreno (14,94%), B-pineno (10,11%), B-mirceno

(9,30%)

6-3-careno  (30,37%), limoneno (17,44%), «a- Brasil Cole et al. (2014)
felandreno (12,60%), a-pineno (12,59%)

a-pineno (44,9 %), germacreno-D (17,6%), B-pineno Brasil Cavalcanti et al.
(15,1%) (2015)

a-felandreno (46,85%), a-pineno (26,3%), limoneno Tunisia Ennigrou et al

(8,63%)

(2017)

3.2. Resposta comportamental de L. serricorne

A Tabela 3 mostra que os insetos adultos de L. serricorne permaneceram
significativamente mais tempo nos bracos controle do olfatbmetro, que no braco onde estava
0 OE de S. terebinthifolius na dose de 10uL (machos: P < 0,01; fémeas: P < 0,01), indicando

uma forte atividade repelente do 6leo.
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Tabela 3. Tempo médio de permanéncia em cada brago do olfatbmetro por adultos de
Lasioderma serricorne em resposta ao 6leo essencial de Schinus teribinthifolius Raddi..

Tempo médio de permanéncia (min+SE)

Tratamentos
Machos Fémeas

Oleo essencial (10pL) 0,45+ 0,22 A 0,83+0,31 A
Controle 1 3,81+0,72B 4,24 +0,78 B
Controle 2 400+121B 458+121B
Controle 3 4,18+0,94B 4,58 +1,08B
Oleo essencial (1uL) 3,04+ 0,73 A 3,24 + 0,65 A
Controle 1 2,99 +0,78 A 3,41+0,78 A
Controle 2 3,29+0,74 A 3,47+0,70 A
Controle 3 3,83+0,71 A 3,87 +0,60 A

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes entre
si a um intervalo de confianca de 95% (teste de Skott Knott).

Entretanto, quando a dose foi reduzida para 1L, ndo foi observada atividade repelente
do OE, ja que o tempo médio de permanéncia no brago tratamento ndo diferiu estatisticamente
dos bracos controles (Tabela 3).

O OE dos frutos de S. terebinthifolius também reduziu significativamente o nimero de
visitas dos machos de L. serricorne ao braco tratado do olfatdmetro com a dose de 10pL,
como mostra a Tabela 4. O numero medio de entradas feito pelas fémeas no braco com o OE
nessa mesma concentracao foi numericamente menor, porém ndo diferiu estatisticamente do

controle, tendo sido observada grande variacao entre os individuos.
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Tabela 4. Numero médio de entradas em cada braco do olfatbmetro por adultos de
Lasioderma serricorne em resposta ao 6leo essencial de Schinus teribinthifolius Raddi.

NUmero médio de entradas (min+SE)

Tratamentos
Machos Fémeas

Oleo essencial (10uL) 1,75+ 0,77 A 5,92+ 2,22 A
Controle 1 500+1,17B 8,42+ 199 A
Controle 2 550+ 1,10B 958 +2,13 A
Controle 3 6,25+ 1,50 B 10,33+ 2,22 A
Oleo essencial (1uL) 7,25+ 224 A 7.00+1,62 A
Controle 1 6,92 + 1,83 A 7,00+ 1,39 A
Controle 2 7,75+ 2,33 A 7,67 +1,96 A
Controle 3 8,00 + 2,06 A 8,00+ 185A

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes entre
si a um intervalo de confianga de 95% (teste de Skott Knott)

Ainda observando na Tabela 4, é possivel verificar que na dose de 1 pL, o OE ndo
provocou diferencas no numero de visitas ao braco tratado em relacdo aos controles, tanto
para machos quanto para fémeas.

Os resultados dos bioensaios comportamentais indicam ainda que o poder de repeléncia
do OE de S. terebinthifolius contra L. serricorne diminui com a reducdo da concentracdo
aplicada, assim como observado para os OEs das folhas de Atalantia guillauminii (YANG et
al., 2015), das raizes de Dictamnus dasycarpus (GUO et al., 2015), das partes aéreas de
Liriope muscari (WU et al., 2015a) e do p6 dos frutos de Litsea cubeba (YANG et al., 2014).
Santos et al. (2007) verificaram que a diminuicdo da concentra¢do do OE das folhas de S.
terebinthifolius pode reduzir em até 40% a taxa de mortalidade de A. obtectus e em 20% a de
Z. subfasciatus.

Dentre 0s compostos principais encontrados no OE de S. terebinthifolius, a-pineno e B-
pineno ja demonstraram atividade fumigante e toxicidade por contato contra L. serricorne,
tendo sido isolados a partir do OE do rizoma de Alpinia kwangsiensis, no qual também

figuraram entre os componentes principais (10,50 e 11,15%, respectivamente) (WU et al.,
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2015b). O OE das folhas de Pistacia lentiscus, uma Anacardiaceae da regido do
Mediterrdneo, também apresentou 0 o-pineno como um de seus componentes majoritarios
(9,48%) e mostrou forte atividade fumigante contra L. serricorne (BACHROUCH et al.,
2010).

O 3-careno é outro composto identificado neste trabalho como um dos componentes
majoritarios do OE dos frutos de S. terebinthifolius que também ja foi descrito como repelente
contra insetos. Estudos de Omolo et al. (2004) e Odalo et al. (2005) com diferentes plantas do
Quénia, apontaram o 3-careno como um dos compostos com maior atividade repelente contra
0 mosquito Anopheles gambiae, principal vetor da malaria na Africa.

Embora a atividade repelente dos OEs seja geralmente atribuida a alguns compostos
particulares, pode ocorrer um efeito sinergistico entre os metabdlitos integrantes do 6leo como
um todo, inclusive 0s componentes minoritarios, que resulta em uma bioatividade maior
quando comparada com a desses compostos isolados (OMOLO et al., 2004). Outro fator
relevante ¢ que o efeito protetivo dos OEs tende a diminuir com o tempo, devido a alta
volatilidade de seus compostos, levando a necessidade do desenvolvimento de produtos e
tecnologias de liberacdo que mantenham a acdo repelente por mais tempo (NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010). Esses fatores, assim como as concentracfes
ideais de aplicacdo do OE dos frutos de S. terebinthifolius na protecdo de produtos
armazenados, sem que venham a ser prejudiciais a saude de pessoas e animais, deverdo ser
cuidadosamente avaliados para que este bioproduto possa ser utilizado no manejo de L.

serricorne.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o OE dos frutos maduros de S. terebinthifolius possui
atividade repelente contra adultos de L. serricorne na dose de 10uL, revelando potencial para
uso na protecdo de produtos armazenados. Sendo assim, estudos futuros deverdo ser
empreendidos para completa compreensdo dos mecanismos envolvidos na bioatividade do OE
sobre L. serricorne, com a avaliagdo de cada um de seus compostos, e também para

determinar as condic6es 6timas de uso no manejo dessa praga.
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CONCLUSAO GERAL

Os insetos adultos de L. serricorne séo atraidos pelos graos de soja armazenados. Essa
atracdo € mediada por compostos organicos volateis liberados pelos gréos de soja.

As analises por cromatografia gasosa acoplada a eletroantegrafia e espectrometria de
massas permitiram a identificacdo de 5 compostos organicos volateis no headspace dos gréos
de soja capazes de desencadear resposta eletrofisioldgica nas antenas de L. serricorne: 1-
octen-3-ol, 3-octanol, 1-nonanol, linalol e limoneno.

Nos bioensaios em olfatdmetro com compostos sintéticos, o 1-octen-3-ol foi atrativo
para machos, enquanto 1-nonanol e linalol foram atrativos para fémeas. Ja o 3-octanol atraiu
tanto machos quanto fémeas. Os individuos de L. serricorne se mostraram indiferentes ao
limoneno na concentracao testada.

A resposta dos adultos de L. serricorne a mistura dos 4 compostos sintéticos atrativos
foi equivalente a observada para 0s graos de soja nos bioensaios em olfatémetro.

Portanto, conclui-se que os compostos identificados no headspace dos gréos de soja
podem ser considerados cairomdnios para L. serricorne.

A andlise quimica do Oleo essencial dos frutos maduros de S. terebinthifolius por
cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chama e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas permitiu a identificacdo e 14 compostos, equivalentes a 96,13% do
Oleo.

Os compostos majoritarios do 6leo foram B-pineno (49,8%), a-pineno (33,49 %), 3-
careno (5,85%), germancreno-D (2,08%) e bornileno (1,21%).

Nos bioensaios em olfatdmetro, os insetos adultos de L. serricorne permaneceram
significativamente mais tempo nos bragos controle do olfatdmetro, que no braco tratado com
0 0leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius na dose de 10pL.

Diante do exposto, é possivel concluir que o 6leo possui atividade repelente contra

adultos de L. serricorne, revelando potencial para uso na protecdo de produtos armazenados.
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PERSPECTIVAS

1.

Realizar novos bioensaios, em laboratério e em campo, como 0s compostos atrativos
identificados no headspace dos grdos de soja, inclusive com outros atraentes descritos
na literatura, testando diferentes concentracdes, a fim de estabelecer formulacéo
aplicavel como adjuvante alimentar em armadilhas com feroménio de L. serricorne.
Realizar analises do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius utilizando a técnica
de Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (GG-EAG) para isolar e
identificar os compostos ativos contra L. serricorne.

Estabelecer mecanismo de aplicacdo/liberacdo tanto para o atrativo alimentar quanto
para o Oleo essencial utilizaveis na protecdo de produtos armazenados contra L.
serricorne.

Os resultados obtidos contribuirdo para o aumento da eficiéncia de armadilhas de
monitoramento e captura massal contra L. serricorne, indicando biomoléculas ativas e
compostos naturais com pontencial para aplicacdo em ferramentas de push-pull em estratégias

de Manejo Integrado de Pragas em ambientes de armazenamento.
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APENDICE - A
FIGURAS COM RESULTADOS DO CG-EAG, DESTACANDO OS COMPOSTOS
EAG ATIVOS IDENTIFICADOS POR CG-EM EXTRAIDOS DO HEADSPACE DE
GRAOS DE SOJA ARMAZENADOS.
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APENDICE - B

Figuras relativas a parte experimental do Capitulo 2

A) Criacdo de L. serricorne em grdos de soja no interior de cdmara tipo BOD.

B) Vista ventral em estereomicroscopico do abdémen de fémea adulta de L. serricorne
com apodema em forma de “V”.

C) Coleta dindmica do headspace dos graos de soja: 1- carvao ativado para limpeza do ar
gue entrava no sistema; 2- frasco com gréos de soja; 3- coluna de adsorvente Porapak
Q; 4- bomba de ar.

A) Bioensaio em olfatbmetro de 4 bracos: 1- carvdo ativado; 2- abertura para colocagédo
dos insetos e entrada de ar; 3- olfatbmetro de 4 bracos.

B) Detalhe do olfatémetro de 4 bracos: 5- L. serricorne.

C) Sistema de bombeamento de ar: 6- fluxémetros; 7- bombas de ar.
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Montagem de L. serricorne para analise de CG-EAG: 1- micromanipuladores; 2-
microcapilares com solucdo salina; 3- cabeca e antenas de L. serricorne preparadas para inicio
do CG-EAG,; 4- tubo de vidro que conduz a parte do efluente da coluna até a antena.



