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RESUMO

MENEZES, Geovania dos Santos. Oleos essenciais de Croton Grewioides e seus compostos
majoritarios: efeitos letais e subletais sobre o cupim Nasutitermes corniger (Blattodea:
Isoptera). Sdo Cristovdo: UFS, 2023. 45p. (Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade).*

O cupim Nasutitermes corniger (Termitidae) € uma importante praga para a regido Neotropical,
provocando danos em ambientes agricolas, florestais e urbanos. O manejo dos cupins é
realizado principalmente por meio de inseticidas organossintéticos. Porém o uso intenso desses
produtos tem ocasionado efeitos adversos, como contaminacdo da &gua, do solo e de
organismos ndo-alvo. Nesse cenario, 0s 6leos essenciais de plantas sdo apontados como uma
alternativa mais sustentavel aos inseticidas convencionais. Neste estudo avaliamos os efeitos
letais e subletais dos acessos do 6leo essencial de Croton grewioides (Euphorbiaceae) Cgl12 e
Cg126, e de seus constituintes majoritarios eugenol e metil eugenol sobre o cupim N. corniger.
Foram realizados testes de toxicidade por aplicacdo topica e fumigacdo (DLs e CLs), testes de
sobrevivéncia e testes comportamentais individuais e coletivos. O eugenol e o0 OE do acesso
Cg126 foram os compostos mais toxicos, sendo necessarios 0,67 e 1,94 pug/ mg por contato e
1,21 e 1,55 mg/L por fumigacdo para causar a mortalidade de 50% dos cupins. Em ambas as
vias de exposicdo, todos os tratamentos reduziram a sobrevivéncia dos insetos ao longo do
tempo. Os comportamentos de antenacédo, allogrooming, evitacdo, agregacéo e butting foram
afetados em relacdo ao controle. Todos os tratamentos causaram repeléncia e afetaram o
caminhamento dos cupins diminuindo sua velocidade e distancia percorrida. Esses resultados
mostram que o Oleo essencial de C. grewioides e seus compostos majoritarios apresentam
potenciais promissores e podem vir a ser utilizados na sintese de novas moléculas inseticidas.

Palavras-chave: toxicidade, inseticidas botanicos, Termitidae, Nasutitermitinae, manejo.

* Comité Orientador: Leandro Bacci — UFS (Orientador).



ABSTRACT

MENEZES, Geovania dos Santos. Essential oils of Croton Grewioides and its major
compounds: lethal and sublethal effects on the termite Nasutitermes corniger (Blattodea:
Isoptera). S&o Cristovado: UFS, 2023. 45p. (Thesis — Master of Science in Agriculture and
Biodiversity).*

The termite Nasutitermes corniger (Termitidae) is an important pest in Neotropical regions,
causing damage in agricultural, forest, and urban environments. The termite is managed mainly
by means of synthetic organic insecticides. However, intense use of these products has had
adverse effects, such as contamination of water and soil and harm to non-target organisms. In
this scenario, plant essential oils (EOs) are seen as a more sustainable alternative to
conventional insecticides. In this study, we evaluated the lethal and sublethal effects of the
essential oil accessions of Croton grewioides (Euphorbiaceae) Cg112 and Cgl126, and its major
constituents (eugenol and methyl eugenol) on the termite N. corniger. Toxicity tests by topical
application (LDs) and fumigation (LCs), survival tests, and individual and collective behavioral
tests were carried out. Eugenol and EO from accession Cg126 were the most toxic compounds,
requiring 0.67 and 1.94 ug/mg by contact and 1.21 and 1.55 mg/L by fumigation, respectively,
to cause 50% mortality of termites. In both exposure routes, all treatments reduced insect
survival over time. Antennation, allogrooming, avoidance, aggregation, and butting behaviors
were affected in relation to the control. All treatments caused repellency and affected termites
walking movement, decreasing their speed and distance traveled. These results show that the
essential oil of C. grewioides and its major compounds have promising potential and may be
used in the synthesis of new insecticide molecules.

Key-words: toxicity, botanical insecticides, Termitidae, Nasutitermitinae, management.

* Supervising Committee: Leandro Bacci (Advisor).



1. INTRODUGCAO GERAL

Os cupins apresentam fungdes ecoldgicas importantes, participando da decomposicao
da matéria orgénica e ciclagem de nutrientes (Khan; Ahmad, 2018). Porém, devido a atividade
alimentar, algumas espécies sao consideradas pragas, ocasionando danos em sistemas florestais
e agricolas, principalmente nas culturas do arroz, soja, milho, café, mandioca, cana-de-agucar
e eucalipto (Constantino, 2002). Em ambientes urbanos esses insetos podem prejudicar a
estrutura de edificios e prédios histéricos, provocando danos irreversiveis (Alburquerque et al.,
2012).

Nasutitermes corniger (Motschulsky,1855) é uma espécie de cupim arboricola
pertencente ao género Nasutitermes, que possui ampla distribuicdo geografica no continente
americano, sendo considerado o principal cupim praga de ambientes urbanos (Constantino,
2020).

Inseticidas sintéticos tém sido normalmente aplicados em ninhos para o controle de N.
corniger, porém, no Brasil, ndo ha produtos registrados para mitigar a acdo dessa especie
(Agrofit, 2023). Dessa forma, oS compostos botanicos surgem como uma alternativa
promissora. Oleos essenciais sdo produzidos pelo metabolismo secundario de plantas e séo
formados por uma mistura complexa de compostos organicos, principalmente monoterpernos e
sesquiterpernos, que presentes em diferentes concentracdes propiciam efeitos letais e subletais
a inimeras pragas (Pavela et al., 2016; Wu et al., 2017; Tak; Isman, 2017).

Os constituintes dos dleos essenciais apresentam alta volatilidade e baixa persisténcia
ao meio ambiente, apresentando, normalmente, menor toxicidade para organismos nio-alvo
(Limaet al., 2013; Tak; Isman, 2017).

Croton grewioides Baill, conhecido popularmente como “canelinha-de-cheiro”, € uma
planta aromatica encontrada no semiarido do Brasil (Silva et al., 2010), que apresenta
propriedades bioativas comprovadas contra insetos pragas, como Chrysodeixis includens
(Walker, 1858) e Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Santos et al., 2023; Silva et al., 2008).
Além disso, ja foi evidenciada sua atividade acaricida (Castro et al., 2019; Santana et al., 2021)
e antibacteriana (Rodrigues et al., 2023).

Os compostos majoritarios do dleo essencial de C. grewioides - eugenol e metil eugenol
- apresentam utilizacdo da industria alimenticia e farmacoldgica, como também acdo inseticida
(Oliveira et al., 2020).

Nesse trabalho, objetivamos avaliar os efeitos letais e subletais dos dleos essenciais de
dois acessos de Croton grewioides e seus constituintes majoritarios sobre individuos de N.
corniger em duas vias de exposicdo (topica e fumigacdo). Foram determinadas as doses e
concentragdes para matar 30%, 50% e 90% dessa populagdo, além dos tempos letais para causar
mortalidade em 50% da populacdo estudada e os efeitos subletais sobre 0os comportamentos
individuais, coletivos e de irritabilidade, bem como seus efeitos no comportamento de
deslocamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioecologia e comportamento dos cupins

Os cupins (Blattodea: Isoptera) sdo insetos que desempenham fungdes ecoldgicas
importantes como decompositores e engenheiros do ecossistema (Beccaloni; Eggleton, 2013;
Almeida et al., 2017; Khan; Ahmad, 2018). Atuam na trituragdo, decomposi¢do, humificacéo
e mineralizacdo de recursos celulosicos, apresentando como fonte alimentar uma variedade de
materiais organicos em diferentes estadgios de decomposicdo, como madeira (dura a macia),
plantas herbaceas, serrapilheira, excrementos e carcacas de animais, liquens e himus (Lima;
Costa-Leonardo, 2007).

Atualmente existem cerca de 3.000 espécies descritas de cupins. Em ecossistemas
tropicais e subtropicais, 0s cupins representam cerca de 10% da biomassa animal total e 95%
da biomassa de insetos do solo (Bignell, 2006). A classificacdo divide essas espécies em nove
familias:  Archotermopsidae, Hodotermitidae, Kalotermitidae, Mastotermitidae,
Rhinotermitidae, Serritermitidae, Stolotermitidae, Stylotermitidae e Termitidae (Krishna et al.,
2013).

Dessas, apenas quatro tem ocorréncia no Brasil, sendo elas: Kalotermitidae,
Serritermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae (esta equivale a cerca de 85% das espécies
conhecidas no pais) (Constantino, 1999).

Térmitas ou cupins sdo insetos eussociais, a eussocialidade é descrita pela sobreposi¢cdo
de geracdes, cuidado cooperativo com a prole e divisdo de tarefas (Korb, 2008; Eggleton, 2010).
Esses individuos séo classificados em castas com funcbes especificas dentro da col6nia. Os
individuos reprodutores sexuados apteros, formados pelo rei e rainha (casal real), possuem a
funcdo de reproduzir dentro do cupinzeiro, ja os individuos sexuados alados sdo reprodutores
responsaveis pela formacao de novos cupinzeiros (Constantino, 1999).

Ademais, temos os individuos estéreis de ambos 0s sexos, operarios e soldados. Os
operarios, casta mais numerosa da col6nia, realizam o forrageamento em busca de recurso
alimentar, alimentando as outras castas (casal real e soldados), através de trofolaxia, além de
serem responsaveis pela construcdo, reparacdo e limpeza de ninhos e tuneis (Constantino,
1999). A casta dos soldados tem a funcdo de defender a col6nia e representam um instar
terminal originado de operarias ou larvas apds duas mudas consecutivas. A primeira muda gera
um instar imaturo, denominado de pré-soldado, que muda novamente para formar o soldado
(Costa-Leonardo et al., 2013).

Normalmente, a dispersdo e fundagdo de novas col6nias ocorre no inicio da estacao
chuvosa (Martius; Bandeira; Medeiros, 1996). Apos a revoada, um casal de alados perde as asas
e inicia a construcdo da camara nupcial inicial, de modo que ocorre a primeira copula,
originando as operarias que iniciam o processo de construcdo do ninho (Eggleton, 2010).

Os térmitas se comunicam dentro da col6nia de forma diversificada e esta comunicagéo
envolve sinalizagdes quimicas e fisicas. Frente as ameacas de competidores, predadores e/ou
patdégenos, 0s cupins apresentam mecanismos para realizar uma comunicacdo de alarme
(Mendonca et al., 2023). Essa comunicacao explora sinais quimicos, a exemplo de feroménio
de alarme, agindo no auxilio e na coordenacdo de defesa da colonia (Mitaka; Akino, 2021;
Cristaldo et al., 2015; Richard; Hunt, 2013). Essas secre¢des sdo produzidas pelas glandulas
exocrinas dos soldados, localizadas na cabeca (Sant’ana; Cruz; Santo, 2016; Costa-Leonardo;
Silva; Laranjo, 2023).

De maneira fisica, sinais vibroacusticos séo realizados em movimentos vibratorios que
podem ser longitudinais (sacudir) e verticais (bater). Esses sinais sdo transmitidos através de
vibracbes produzidas quando os insetos atingem o solo com a cabeca ou com o abdémen
(Cristaldo et al., 2015). Esses comportamentos informam distarbios na colénia, como a
presenca de competidores (Evans et al., 2009), e a qualidade do alimento (Evans et al., 2005).

A utilizagdo de estratégias ativas e passivas pelos cupins, os ajudam na defesa contra
ameacas. Os elementos ativos consistem em adaptacdes de defesa comportamental e estrutural
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dos soldados (Sobotnik; Jirosova; Hanus, 2010). Dentre os elementos passivos € possivel citar
a vida em tuneis, galerias e ninhos, separando os térmitas de possiveis predadores (Noirot;
Darligton, 2000).

2.2 O status praga dos cupins

A crescente urbanizagdo tem causado uma alteracdo gradual dos habitats naturais por
espacos urbanos. Atrelado a isso, a diminuicdo da diversidade de vegetacdo favorece a
instalagdo ou selecdo de espécies que podem vir a se tornar pragas (Milano; Fontes, 2002).

Nesse sentido, 77 espécies de cupins das familias Rhinotermitidae, Termitidae,
Serritermitidae e Kalotermitidae sdo consideradas pragas na Ameérica do Sul (Constantino,
2002; Rust; Su, 2012). Essas espécies ocasionam danos em ambientes rurais, nas culturas do
arroz, soja, milho, café, mandioca, cana-de-agUcar, arvores frutiferas (Constantino, 2002), e
eucalipto (Sales et al., 2010). Em areas urbanas ocasionam danos em edificios e prédios
historicos, provocando perdas irreversiveis (Alburquerque et al., 2012).

Niveis de dano econdmico para espécies de cupins ainda ndo foram definidos. Os custos
em razdo dos danos causados por cupins sdo varidveis muito importantes, porém dificeis de
serem estimadas, dessa forma, ocorre dificuldade de se estabelecer niveis de dano econdmico
para esses insetos (Rust; Su, 2012).

2.3 Nasutitermes corniger (Termitidae: Nasutitermitinae)

A familia Termitidae compreende oito subfamilias e compde cerca de 85% das espécies
de cupins no Brasil, com quatro subfamilias presentes: Termitinae, Apicotermitinae,
Nasutitermitinae e Syntermitinae. Os individuos pertencentes a familia Termitidae constroem
ninhos complexos e se alimentam de madeira, de folhas e de himus (Constantino, 1999).

Na subfamilia Nasutitermitinae estdo incluidos os cupins do género Nasutitermes. Este
género possui 247 espécies catalogadas, sendo a espécie Nasutitermes corniger (Motschulsky,
1855) uma das principais. E uma espécie com grande distribuicdo geografica, com ocorréncia
no continente americano desde o México até a Argentina (Constantino, 2020).

As colbnias de N. corniger podem chegar a totalizar 900.000 individuos, sendo
composta por soldados e operarios. Os soldados abrangem cerca de 20% da populagdo de uma
colénia (Thorne, 1984).

Nasutitermes corniger € uma espécie de cupim arboricola. Seus ninhos sao feitos a partir
de madeira mastigada e de outros materiais, como fluidos fecais, fluidos salivares e areia
cimentada (Thorne; Haverty, 2000). Os ninhos séo policalicos, ou seja, apresenta ninhos
divididos em satélites e interligados por galerias e tlneis, que possibilitam um aumento na area
de forrageamento (Costa-Leonardo, 2002).

2.4 Controle convencional de cupins

Existem algumas estratégias para o controle de cupins em ambientes urbanos e
agricolas. O controle quimico, configura a forma mais utilizada para reduzir a infestacao
atualmente (Verma et al., 2009).

O método habitual utilizado para o controle de cupins subterraneos é a utilizacdo de
iscas toxicas (Shults et al., 2021). No entanto, agentes fumigantes com os ingredientes ativos
dioxido de carbono, fosfina e fluoreto de sulfurilo, em ambientes fechados, mostram eficacia
no controle de cupins de madeira seca, colénias aéreas de cupins subterraneos e espécies de
cupins arboreos (Verma et al., 2009). Outro método de controle é a utilizagdo de injegéo
localizada de inseticidas em galerias de cupins em madeira infestada (Woodrow; Grace; Oshiro,
2006; Woodrow; Grace, 2007).

Estima-se que anualmente os custos anuais de controle de cupins-praga sejam cerca de
US$ 40 bilhGes (Rust; Su, 2012). Os ingredientes ativos mais utilizados como termiticidas sdo
o imidacloprido, tiametoxan, espinosade e permetrina, porém no Brasil ndo ha produtos
registrados para o controle de N. corniger (Agrofit, 2023).
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A utilizagdo indiscriminada desses compostos para 0 controle de pragas apresenta
efeitos adversos, como contaminacao do solo e da agua, danos a salide humana e a organismos
ndo-alvo (Souza et al., 2012; Elango et al., 2012; Zhang et al., 2015). Desse modo, se faz
necessaria a utilizacao de novos inseticidas que sejam eficazes e ambientalmente mais seguros
(Pavela, 2007).

2.5 Oleos essenciais para o controle de pragas

Baseado em discussdes sobre os maleficios que o uso indiscriminado de pesticidas
causa, surge a necessidade da busca por novas moléculas. Inseticidas botanicos produzidos a
partir de Gleos essenciais (OEs) de plantas, configuram uma alternativa aos inseticidas
sintéticos, por serem considerados tOXicos para insetos-praga, mais seguros para 0 meio
ambiente e pouco toxicos para mamiferos (Isman, 2006; Mossa, 2016; Pavela, 2007); e
compostos ativos derivados de plantas, como aqueles presentes nos OEs, podem desempenhar
um papel fundamental no controle sustentavel de pragas (Campolo et al., 2017).

Os OEs sdo compostos volateis, provenientes do metabolismo secundario de plantas,
responsaveis principalmente pela protecdo e defesa contra virus, bactérias, fungos e insetos
herbivoros (Isman, 2000; Bakkali et al., 2008; Oliveira et al., 2018). Oleos essenciais sdo
constituidos por uma mistura complexa de substancias envolvendo alcaloides, flavonoides,
terpenoides, compostos nitrogenados e oxigenados (Isman, 2006). Os OEs podem ser extraidos
de diversas estruturas da planta como folhas, flores, frutos, caule e raizes (Bizzo; Hovell;
Rezende et al., 2009).

O potencial inseticida de OEs tém sido relatado para diversas espécies de cupins como:
Cryptotermes brevis (Walker, 1853) (Santos et al., 2017); N. corniger (Motschulsky, 1855)
(Santos et al., 2019; Lima et al., 2013); Reticulitermes speratus (Kolbe) (Seo et al., 2014);
Coptotermes formosanus (Shiraki) (Cheng et al., 2014); Amitermes amifer (Silvestri, 1901) e
Microcerotermes indistinctus (Mathews, 1977) (Bacci et al., 2015).

2.5.1 Oleo essencial de Croton grewioides

A familia Euphorbiaceae apresenta importancia econémica em diversos setores como
alimenticio, ornamental, madeireiro, farmacolégico-medicinal e industrial (Oliveira, 2013).
Entre os variados géneros pertencentes a esta familia, cerca de 300, o género Croton se destaca
por ser o segundo maior e mais diverso (Maciel et al., 2006; Nasib et al., 2008). Em territorio
brasileiro essa familia de plantas possui aproximadamente 350 espécies distribuidas de forma
ampla, com destaque para regides da caatinga, cerrado e campos rupestres (Oliveira, 2013).

Classes quimicas distintas foram relatadas em espécies de Croton, a exemplo de mono
e sesquiterpernos, alcaloides, diterpenoides e substancias fendlicas (flavanoides, lignoides e
proantocinidinas). Variacdes quimicas identificadas estdo relacionadas a fatores ambientais,
genéticos, bidticos e abidticos, como também a regido de ocorréncia e localizacdo das plantas
(Salatino et al., 2007; Verma; Shukla, 2015).

De fato, diversos estudos mostram o potencial bioativo de plantas do género Croton,
como atividade antibacteriana (Matias et al., 2010), fungicida (Torrejon; Honores, 2016),
inseticida (Silva et al., 2019; Brito et al., 2020), leishmanicida (Crentsil et al., 2020) e uso
reconhecido na medicina popular contra inflamacGes, problemas intestinais e gastricos
(Trindade; Lameira, 2014).

Croton grewioides Baill é uma planta arbustiva (0,7-2m) conhecida popularmente como
“canelinha” ou “canelinha-de-cheiro”. Sao plantas monoicas com latex ausente e apresentam
aroma de canela notério até em material arborizado. E encontrada na regido do semiarido do
Brasil, ocorrendo nos estados de Alagoas, Bahia, Sergipe, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte e Minas Gerais. Sua ocorréncia € frequente em afloramentos rochosos e
em solos arenosos em altitude entre 600 — 800 m. Sua floragdo ocorre nos meses de fevereiro e
marco e sua frutificacdo entre abril e maio (Silva et al., 2010).
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Os acessos dos OEs de C. grewioides apresentam dentre 0s seus constituintes as
substancias eugenol e metil eugenol, pertencentes a classe de fenilpropanoides (Oliveira et al.,
2020). Esses compostos apresentam propriedades bioativas comprovadas, a exemplo de acao
inseticida contra lagartas, besouros, cigarrinhas (Santos et al., 2023; Silva et al., 2008; Huang
et al., 2002; Xu et al., 2015), atividade acaricida (Castro et al., 2019; Santana et al., 2021) e
atividade antibacteriana (Rodrigues et al., 2023).

Dessa forma, tendo em vista a bioatividade dos OEs, nesse estudo avaliamos o potencial
do 6leo essencial de C. grewioides e seus compostos majoritarios contra o cupim praga N.
corniger.
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4. ARTIGO 1

OLEOS ESSENCIAIS DE CROTON GREWIOIDES E SEUS COMPOSTOS
MAJORITARIOS: EFEITOS LETAIS E SUBLETAIS SOBRE O CUPIM
NASUTITERMES CORNIGER (BLATTODEA: ISOPTERA)

Periddico a ser submetido: Crop Protection
RESUMO

Nasutitermes corniger (Termitidae: Nasutitermitinae) causa danos consideraveis em estruturas
de madeira, sendo considerada importante praga em ambientes urbanos. O controle desse cupim
por meio de inseticidas organossintéticos pode causar impactos negativos ao ambiente e aos
aplicadores. Assim, inseticidas botanicos, como os 6leos essenciais de plantas, podem ser uma
alternativa viavel para o controle deste inseto-praga. Aqui, avaliamos a toxicidade e os efeitos
subletais dos 6leos essenciais de Croton grewioides (acessos Cgll2 e Cgl26) e de seus
compostos majoritarios eugenol e metil eugenol, sobre o cupim N. corniger. Bioensaios de
toxicidade foram conduzidos em laboratorio com a exposi¢do dos cupins aos tratamentos por
contato e fumigagdo. Bioensaios comportamentais avaliaram os efeitos subletais dos
tratamentos sobre as interacGes sociais, deslocamento e irritabilidade. Todos os tratamentos
mostraram efeitos letais consideraveis. O 6leo essencial do acesso Cgl26 e seu composto
majoritario eugenol foram os compostos mais toxicos tanto pela via de exposicdo por contato
(DLso = 1,94 e 0,6 pg/g) quanto por fumigacgédo (CLso = 1,55 e 1,21 mg/L). Por outro lado, o
0leo essencial do acesso Cgl12 e o metil eugenol reduziram mais rapidamente a sobrevivéncia
dos insetos. Em geral, os tratamentos causaram reducéo das interagdes coletivas, da distancia
percorrida e da velocidade; e aumentaram a velocidade angular e 0 nimero de meandros quando
comparados ao controle; além de promoverem acdo repelente contra N. corniger. Desta forma,
esses compostos representam um potencial para o manejo de N. corniger, apontando assim uma
alternativa para sintese de novos cupinicidas.

Palavras-chave: Insecta, controle de pragas, inseticidas botanicos, ecotoxicologia,
forrageamento, comportamento.
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ABSTRACT

ESSENTIAL OILS OF CROTON GREWIOIDES AND ITS MAJOR COMPOUNDS:
LETHAL AND SUBLETHAL EFFECTS ON THE TERMITE NASUTITERMES
CORNIGER (BLATTODEA: ISOPTERA)

Nasutitermes corniger (Termitidae: Nasutitermitinae) causes considerable damage to wooden
structures and is considered an important pest in urban environments. Control of this termite
through synthetic organic insecticides can have negative impacts on the environment and on
those applying them. Thus, botanical insecticides, such as essential oils from plants, may be a
viable alternative for controlling this insect pest. In this study, we evaluated the toxicity and
sublethal effects of essential oils from Croton grewioides (accessions Cg112 and Cg126) and
its major compounds (eugenol and methyl eugenol) on the termite N. corniger. Toxicity
bioassays were conducted in the laboratory with exposure of termites to contact and fumigation
treatments. Behavioral bioassays assessed the sublethal effects of treatments on social
interactions, movement, and irritability. All treatments showed considerable lethal effects. The
essential oil of accession Cgl126 and its major compound eugenol were the most toxic
compounds both by the contact (LDso = 1.94 and 0.6 ng/g) and the fumigation (LCso = 1.55 and
1.21 mg/L) exposure routes. In contrast, the accession Cgl12 essential oil and methyl eugenol
reduced insect survival more quickly. In general, treatments caused a reduction in collective
interactions, distance covered, and speed. They also increased the angular velocity and the
number of meanders compared to the control, and had repellent action against N. corniger.
These compounds represent potential for management of N. corniger, thus indicating an
alternative for synthesis of new termiticides.

Keywords: Insecta, pest control, botanical insecticides, ecotoxicology, foraging, behavior.
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4.1. Introducao

Os cupins sdo invertebrados detritivoros que apresentam grande importancia ecologica
na decomposicdo da matéria organica morta (Bignell and Eggleton, 2000) e auxiliam na
estruturacdo fisico-quimica do solo (Ahmad et al., 2018). Por outro lado, a atividade alimentar
dos cupins ocasiona prejuizos tanto em ambientes urbanos quanto em sistemas florestais e
agricolas. Somente na América do Sul, 77 espécies de cupins sdo relatadas como pragas. As
perdas econdmicas ocasionadas por esses insetos nos Estados Unidos, China, Australia, India e
Malésia sdo de aproximadamente 2,32 bilhGes de dodlares/ano (Ghaly and Edwards, 2011).

Nasutitermes corniger (Termitidae) tem sido considerado o principal cupim praga de
ambientes urbanos devido a sua alta adaptabilidade e réapida capacidade de ocasionar
deterioracdo da madeira, 0 que provoca prejuizos diretos as residéncias e ao patrimonio
historico (Constantino, 2002). Uma vez que o habito criptico destes organismos pode dificultar
seu controle diretamente no ninho, substancias que causem efeitos subletais podem ter uma
grande contribuicdo neste processo ( de Mendonca et al., 2023). Por serem insetos eussociais,
0s cupins possuem um elaborado sistema de comunicacdo. Neste sentido, substancias de agao
lenta podem ser carreadas por operarios e disseminadas dentro ninho antes que os individuos
contaminados morram. Além disso, substancias com agdo repelente podem ocasionar mudancas
comportamentais, como agressividade e ndo reconhecimento interindividual, contribuindo
assim para a reducdo da coesdo social e consequente declinio da col6nia (Bacci et al., 2015).

Inseticidas sintéticos tém sido comumente aplicados diretamente em ninhos ou tdneis
para o controle de N. corniger (Scheffrahn et al., 2014). Apesar de nédo existirem inseticidas
registrados, alguns ingredientes ativos tém sido comumente utilizados como termiticidas, por
exemplo: bifentrina, clofernapir, fipronil, imidacloprido, permetrina e cipermetrina (Verma et
al., 2009). Porém, a utilizacdo exclusiva desses compostos pode resultar em contaminacao do
solo e da &gua, organismos ndo-alvo e ainda causar danos a satide humana (Elango et al., 2012;
Zhang et al., 2015). Desta forma, a busca por alternativas ambientalmente mais seguras e que
sejam eficazes para o controle de cupins-praga torna-se necessaria.

A utilizacdo de produtos provenientes do metabolismo secundario de plantas aromaticas
tem se mostrado uma op¢do promissora para o controle de insetos (Dhifi et al., 2016). Os 6leos
essenciais (OEs) de plantas consistem em complexas misturas de componentes volateis que
podem interagir entre si, promovendo diferentes fungdes nas plantas, como protecdo contra
patdgenos e herbivoros (Bakkali et al., 2008). Assim, devido a sua bioatividade, os OEs podem
ser uma alternativa aos inseticidas sintéticos, uma vez que além da sua eficacia contra insetos-
praga, ainda apresentam alta volatilidade, rapida degradacdo e, consequentemente, baixa
persisténcia no ambiente (Isman, 2006). Alguns estudos demonstraram, por exemplo, que 0S
OEs de Aristolochia trilobata L. (Aristolochiaceae), Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) e
Pogostemon cablin (Blanco) Benth. (Lamiaceae) apresentam potencial promissor para o
controle de N. corniger (Lima et al., 2013; Santos et al., 2019).

Dentre as espécies de plantas com propriedades bioativas, a familia Euphorbiaceae é
considerada um dos grupos com maior valor econdmico em diversos setores, como
farmacologico-medicinal, alimenticio, ornamental, madeireiro e industrial (Oliveira, 2013).
Croton grewioides Baill (Euphorbiaceae) é uma planta arbustiva encontrada na regido
semidrida brasileira, ocorrendo em solos arenosos e afloramentos rochosos (Silva et al., 2010).
O OE de C. grewioides contém o metil eugenol e o eugenol como os principais componentes
da mistura (Oliveira et al., 2021). Esses compostos apresentam atividades analgesica,
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antinociceptiva e inseticida (Kamatou et al.,
2012; Tang et al., 2015). Alguns estudos ja demonstram a atividade inseticida do OE de C.
grewioides contra as pragas Chrysodeixis includens e Zabrotes subfasciatus (Santos et al.,
2023; Silva et al., 2008).

No presente estudo, objetivamos avaliar a toxicidade e os efeitos subletais dos OEs de
dois acessos de C. grewioides e seus compostos majoritarios sobre individuos de N. corniger,
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em duas vias de exposicdo (contato e fumigacédo). Para isso, testamos as hipoteses de que 0s
acessos do OE de C. grewioides e seus compostos majoritarios causam: i) toxicidade; e ii)
alteracdes comportamentais em operarios e soldados de N. corniger.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Obteng&o dos insetos

Operarios e soldados do cupim N. corniger foram coletados em fragmentos de ninhos
(N = 5) localizados no campus da Universidade Federal de Sergipe, Sdo Cristovao, Sergipe,
Brasil (10°55°48.2”’S; 37°06°22.5”W). Os fragmentos de ninho contendo cupins foram
acondicionados em recipientes plasticos (20 cm x 15 cm) e mantidos em condic¢des controladas
(25 + 2 °C, 70 £ 5% UR) para aclimatacdo por 24h até a realizacdo dos bioensaios. Durante
esse periodo apenas agua destilada foi fornecida aos cupins.

4.2.2. Obtenc¢do dos compostos e andlise quimica dos 6leos essenciais

Os OEs de C. grewioides foram obtidos dos acessos Cgl12 e Cgl126 mantidos no Banco
Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Sergipe (UFS), localizado na fazenda
experimental Campus Rural da UFS, Sdo Cristdvao, SE, Brasil (10°55°28”S, 37°11°59”°’W, 18
m de altitude).

As folhas recém-coletadas dos dois acessos de C. grewioides foram secas em estufa com
circulacdo forcada de ar, a 40 °C por cinco dias. Os OEs foram extraidos por hidrodestilacéo
em aparelho Clevenger modificado. Amostras de 70g de folhas secas foram destiladas por 120
min a partir da ebulicdo a 100°C. Os OEs obtidos de cada amostra foram armazenados a
temperatura de -20°C até a analise das composi¢des quimicas.

Anélises quimicas foram realizadas em CG-MS para identificacdo e quantificacdo dos
compostos presentes nos OEs (para maiores detalhes veja (Oliveira et al., 2021)). Os compostos
metil eugenol e eugenol, encontrados majoritariamente nos OEs dos acessos estudados, foram
adquiridos da empresa SIGMA-ALDRICH.

4.2.3 Bioensaios

Todos os testes foram realizados em laborat6rio da Universidade Federal de Sergipe,
em salas climatizadas com condic¢Ges controladas (25 + 2 °C, 70 = 5% UR). Os bioensaios
foram realizados a fim de determinar a toxicidade via contato e fumigacdo, alteracGes
comportamentais individuais e coletivas, mudan¢as no comportamento de caminhamento e
irritabilidade dos tratamentos sobre os individuos de N. corniger.

Os tratamentos utilizados foram: OEs dos acessos Cgl12 e Cgl126 de C. grewioides e 0s
compostos majoritarios eugenol e metil eugenol diluidos no solvente acetona (Panreac, UV-IR-
HPLC-GPC PAI-ACS, 99,9% de pureza). No controle foi utilizada apenas a acetona. Testes
preliminares mostraram que este solvente ndo interfere na sobrevivéncia e no comportamento
dos cupins.

4.2.3.1 Toxicidade aguda
Bioensaios de toxicidade aguda foram realizados via contato (aplicagcdo topica) e

fumigacdo. O delineamento foi inteiramente casualizado, com oito (curva dose- e concentracéo-
mortalidade e DLs e CLs) e 15 (curvas de sobrevivéncia e TLsp) repeticbes. Cada unidade
experimental foi composta por um grupo de dez individuos de N. corniger, sendo oito operarios
e dois soldados (Santos et al., 2019). Os individuos de cada grupo sempre foram provenientes
de um mesmo ninho.

Os cupins foram considerados mortos quando ndo apresentaram nenhum movimento apds
serem estimulados com pincel.
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4.2.3.1.1 Exposigao via contato

A massa média dos insetos utilizada para determinacédo das doses (ug do composto/ mg
do cupim) a serem aplicadas foi obtida pela medicéo individual da massa de 40 operarios e dez
soldados de N. corniger utilizando balanca analitica de precisdo (Shimadzu, AUW220D).

Os compostos foram aplicados topicamente (0,5 pL) na regido protoracica dos cupins
com o auxilio de uma microsseringa Hamilton com capacidade para 10 pL (Hamilton®, Reno,
NV, USA). Apos aplicacdo dos tratamentos, os cupins foram colocados em placas de Petri
(Global Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (& 6 x 1,5 cm) forradas com disco de papel
filtro (Unifil) umedecidos com 0,4 mL de agua destilada, contendo 10g de fragmento do ninho
e um pedaco de algoddo umido na tampa. As placas foram recobertas por filme pvc transparente
(G-util Guarufilme, Guarulhos, SP, Brasil). Testes preliminares indicaram que estas condi¢fes
mantiveram os cupins vivos por todo o periodo experimental.

Na determinacdo das curvas de dose-mortalidade e DLs, inicialmente foram utilizadas
trés doses (1, 10 e 20 pug do composto/mg de inseto) de cada tratamento. Posteriormente, doses
intermediarias foram empregadas para tracar as curvas e obter as doses necessarias para matar
30, 50 e 90% das populac¢des (DL3o, DLso € DLgo) € seus respectivos intervalos de confianca a
95% (1Cgs). As observacdes de mortalidade dos insetos foram realizadas 72h ap6s a montagem
dos bioensaios.

Para determinac&o das curvas de sobrevivéncia e TLso, 0s cupins foram expostos as DLsgo
de cada tratamento determinadas nos bioensaios anteriores. Inicialmente, as avaliacGes de
mortalidade foram realizadas a cada 10 min, até completar 2h; depois foram realizadas quatro
avaliacdes a cada 30 min até completar 6h do inicio do experimento; seguido por avaliaces de
1h durante as primeiras 12h e a cada 2h até atingir as primeiras 24h. Posteriormente, foram
realizadas trés avaliagdes com intervalos de 4h nas 12h seguintes e de 12 em 12h até a
mortalidade de 20% do controle.

4.2.3.1.2 Exposicao via fumigacao

Os cupins foram expostos via fumigacdo aos compostos por meio de um dispersor de
volateis (papel filtro de 1 cm?) acondicionado dentro de um pote de acrilico cilindrico (& 2,5 x
4,5 cm) hermeticamente fechado.

Solugdes padrao das substincias utilizadas em cada tratamento foram aplicadas (1pL) no
dispersor de volateis com o auxilio de uma microsseringa de10 puL (Hamilton, Reno, NV, USA).
Cada papel tratado foi acondicionado no interior da tampa do pote de acrilico o qual foi coberto
com tecido organza para evitar o contato direto dos cupins com o dispersor. O fundo do pote
foi forrado com disco de papel filtro (Unifil) umedecido com 30 pL de agua destilada e
adicionado 10g de fragmento do ninho. Testes preliminares indicaram que esta metodologia
ndo afetou a sobrevivéncia dos insetos.

Na determinacdo das curvas de concentracdo-mortalidade e CLs, inicialmente foram
utilizadas trés concentragdes (1, 10 e 20 mg do composto/L do recipiente) de cada tratamento.
Posteriormente, concentrac@es intermediarias foram empregadas para tracar as curvas e obter
as concentragBes necessarias para matar 30, 50 e 90% das popula¢fes (CL3o, CLso € CLgo) €
seus respectivos intervalos de confiangca a 95% (ICes). As observacdes de mortalidade dos
insetos foram realizadas 48h apds a montagem dos bioensaios.

Para determinacdo das curvas de sobrevivéncia e TLsg, 0s cupins foram expostos as CLSgo
de cada tratamento determinadas nos bioensaios anteriores. As avalia¢cdes de mortalidade foram
realizadas da mesma forma que nos bioensaios de exposicao via contato.

4.2.3.2. Comportamento individual e coletivo

Os bioensaios foram conduzidos a fim de observar o comportamento individual de
individuos de N. corniger tratados (comportamento individual) e a interacdo de um grupo de
cupins ndo expostos aos compostos (10 cupins, sendo 8 operéarios e 2 soldados) com um cupim
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tratado (comportamento coletivo). Os delineamentos experimentais foram inteiramente
casualizados, com 80 repeticdes (64 operérios e 16 soldados) por tratamento.

Os cupins (operarios e soldados) foram expostos topicamente as DLs3o dos compostos
determinadas nos bioensaios de toxicidade aguda por contato e a acetona (controle). Os
procedimentos experimentais foram o0s mesmos deste bioensaio. Antes da exposi¢cdo aos
tratamentos, os cupins foram colocados em placa de Petri (& 6 x 1,5 cm) forradas com papel
filtro umedecidos com 0,4 mL agua destilada por 5 min para aclimatacéo.

No experimento para avaliar o comportamento individual, ap6s a aclimatacdo, os cupins
(operario e soldado) foram tratados e colocados nas placas de Petri individualmente, totalizando
400 individuos. Apés 3 min da exposicdo, iniciou a contagem do comportamento de
autolimpeza (Santos et al., 2017).

No experimento coletivo, 11 individuos foram colocados na placa de Petri, sendo um
destes (operario ou soldado) retirado da placa, aleatoriamente, apos 5 min de aclimatacéo. Os
individuos retirados foram marcados com tinta atoxica de coloracdo rosa (Acrilex Tintas
Especiais S. A., Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil) e submetidos a aplicagdo dos
tratamentos, sendo realocados junto ao grupo ndo-tratado ap6s 3 min. Um minuto apos a
realocacao do individuo tratado na placa, iniciou-se a contagem do nimero de comportamentos
de antenacdo, limpeza (individuo ndo tratado limpando o individuo tratado), trofolaxia
(estomatodeal e proctodeal), butting (movimentos acelerados para frente e para tras em
sequéncia), agregacdo e evitacdo (quando os individuos ndo-tratados evitaram o contato com o
individuo tratado) realizados pelo grupo (Santos et al., 2017). Testes preliminares indicaram
que a tinta ndo afetou a sobrevivéncia e 0 comportamento dos cupins.

Em ambos os bioensaios, as observacdes foram realizadas por 1 min continuo, com
intervalos de 1 min, durante um periodo de 10 min, totalizando 5 min de observacdo/repeticéo.
No geral, os comportamentos foram registrados por 4000 min [2 bioensaios x 5 tratamentos X
80 repetigdes x 5 min de observagéo].

4.2.3.3. Comportamento de caminhamento

O comportamento de caminhamento individual foi avaliado com operarios e soldados
tratados de N. corniger submetidos as DLs3o dos compostos determinadas nos bioensaios de
toxicidade aguda por contato e a acetona (controle). Os procedimentos experimentais foram os
mesmos deste bioensaio.

Os bioensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, com 80
repeticbes (64 operarios e 16 soldados) por tratamento, totalizando 400 individuos. Os
bioensaios foram realizados em arenas de placas de Petri (& 6 x 1,5cm), forradas com papel
filtro. Apds 1 min da insercdo dos individuos na arena iniciou-se a gravacao por um periodo de
10 min utilizando-se uma camera de video (Panasonic SD5 Superdynamic - modelo WV-
CP504), equipada com lente Spacecom (1/3” 3-8 mm) acoplada a um computador. A distancia
percorrida (mm), a velocidade (mm/s), o meandro (°/’mm) e a velocidade angular (°/s) foram
capturados através do software Ethovision XT (versdo 8.5; Noldus Integration System, Sterling,
VA). Os dados foram analisados utilizando o programa Studio 9 (Pinnacle Systems, moutain
View, CA).

4.2.3.4. Comportamento de irritabilidade

Os bioensaios de irritabilidade foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com 80 repeticGes (64 operarios e 16 soldados) por tratamento, totalizando 400
individuos. Para tanto, foram utilizadas arenas de placas de Petri (& 6 x 1,5cm) forradas com
duas metades de papel filtro. Em uma das metades do papel foi aplicado um dos tratamentos
(0,12 mL), na proporc¢éo de 0,1% com o auxilio de pipeta de volume 10-100 pL (Labmate Pro,
PZ HTL S.A., Poland). Na outra metade (néo tratada) foi aplicado apenas 0,1mL do solvente
acetona. As metades foram postas para secar por 3 min e em seguidas fixadas no fundo da placa
por uma fita dupla face. O experimento foi gravado durante dez minutos com camera de video,
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da mesma forma que o bioensaio de caminhamento, onde foi computado o tempo que 0s insetos
permaneceram em cada lado da arena.

4.2.4. Andlise estatistica

Os dados de toxicidade aguda foram submetidos a analise de Probit para determinacéo
das curvas de dose e concentragdo-mortalidade utilizando o procedimento PROC PROBIT
(SAS Institute, 2008). As curvas foram obtidas com probabilidade de aceitacdo da hipotese nula
(de que os dados possuem distribuicdo Probit) maior que 0,05 pelo teste de x2 A partir das
curvas foram obtidas as DLs e CLs (30, 50 e 90) com seus respectivos intervalos de confianca
a 95% (ICgs). As DLs e as CLs foram comparadas pelo critério da ndo-sobreposi¢do dos
intervalos de confianca (ICes) com a origem do intervalo.

As analises de sobrevivéncia e seus respectivos tempos letais foram realizadas utilizando-
se 0s estimadores de Kaplan-Meier usando o teste Log-Rank (SigmaPlot, versdo 14.0). Por
meio desta andlise, foram obtidas curvas de sobrevivéncia e tempos letais capazes de ocasionar
mortalidade em 50% dos individuos (TLso), com seus respectivos intervalos de confianga a 95%
(ICes5%). As curvas foram comparadas pelo método de comparacdo multipla Holm-Sidak a 5%
de probabilidade (SigmaPlot, verséo 14.0). As TLsso foram comparadas pelo critério da n&o-
sobreposicao dos intervalos de confianca (ICgse%) com a origem do intervalo.

Os dados dos bioensaios comportamentais (individual, coletivo, caminhamento e
irritabilidade) (N = 80) foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (P > 0,05) e
Brown-Forsythe (P > 0,05) para verificar a normalidade dos dados e a homogeneidade de
variancia (SigmaPlot, verséo 14.0). Como os dados de comportamento individual, coletivo e
caminhamento ndo apresentaram normalidade, eles foram submetidos a andlise de variancia
ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida do método de comparag¢ao multipla de Dunn’s para
comparar o efeito dos tratamentos com o controle (SigmaPlot, versdo 14.0). Da mesma forma,
os dados de irritabilidade foram submetidos & anélise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis, seguida pelo teste de Wilcoxon para verificar diferencas entre os tempos de
permanéncia dos cupins entre as areas tratadas e as ndo tratadas (SigmaPlot, versdo 14.0).

4.3. Resultados

Foram identificados onze compostos nos OEs de C. grewioides. O OE do acesso Cg112
apresentou 85,6% de metil eugenol; enquanto o acesso Cg126, além do metil eugenol, também
apresentou o eugenol como composto majoritario, representando 46 e 42,7% da mistura,
respectivamente (Fig. 1).

4.3.1. Toxicidade aguda — DLs e CLs

Os OEs dos acessos Cgl12 e Cgl26 de C. grewioides e seus compostos majoritarios
eugenol e metil eugenol foram toxicos ao cupim N. corniger por contato e fumigacdo. Os
valores das DLsso e CLsso variaram de 0,67 a 4,05 pg/mg e 1,21 a 2,29 mg/L, respectivamente.
O eugenol foi o composto mais toxico a N. corniger, em ambas as vias de exposi¢do (Tabela
1). A toxicidade deste composto ndo diferiu do metil eugenol e do OE do acesso Cg126 de C.
grewioides quando expostos por fumigacdo. No entanto, a maior inclinagdo da curva de
concentracdo-mortalidade observada para o eugenol, Ihe conferiu maior toxicidade em doses
mais altas, diferindo dos demais tratamentos na CLgo. Foram necessérias 3,53 mg/L para causar
90% de mortalidade dos cupins expostos por fumigacédo a este composto (Tabela 1).

4.3.2. Sobrevivéncia - TLs

Individuos de N. corniger submetidos por contato e fumigacdo as DLsg € CLSe d0S
tratamentos apresentaram acentuada reducio na sobrevivéncia ao longo do tempo [contato: X?
=677,09; d.f. = 4; P < 0,001 (Fig. 2A) e fumigag&o: X? = 631,49; d.f. = 4; P < 0,001 (Fig. 2B)].
Né&o houve diferenca entre as curvas do OE do acesso Cg126 com a curva do composto eugenol
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para exposicao por contato (P=0,505) e fumigacédo (P=0,087). O mesmo aconteceu para a curva
deste OE com o composto metil eugenol quando expostos por fumigacéo (P=0,058).

Para as duas vias de exposicao, 0 OE do acesso Cg112 foi o composto que reduziu mais
rapidamente a sobrevivéncia dos insetos (contato: TLsp = 2,95h; 1Ces0 = 1,68 - 4,23;
fumigacéo: TLso= 13,32h; 1Cos% = 12,15 - 14,50) (Fig. 2). O eugenol foi o composto que
reduziu mais lentamente a sobrevivéncia dos insetos (contato: TLso= 13,19h; ICgs0 = 10,74 -
15,63; e fumigagdo: TLso= 30,49h; 1Cese = 27,76 - 33,22) (Fig. 2).

4.3.3. Comportamentos individual e coletivo

Houve diferenca significativa no comportamento individual de autolimpeza dos
individuos de N. corniger submetidos aos diferentes tratamentos (H = 46,83; g.I. = 4; P <
0,001). Os cupins aumentaram o nimero de autolimpezas quando foram expostos as DLs3o do
OE do acesso Cg112 de C. grewioides e do composto eugenol (Fig. 3).

Para os comportamentos coletivos, houve diferenca significativa no nimero de antenacgao
(H=71,22; g.l. =4; P <0,001) (Fig. 4A), limpeza (H = 23,38; g.l. = 4; P < 0,001) (Fig. 4B),
evitagcdo (H = 88,61; g.l. = 4; P < 0,001) (Fig. 4C), agregacédo (H = 55,53; g.I. = 4; P <0,001)
(Fig. 4D) e butting (H = 64,83; g.. =4; P <0,001) (Fig. 4E) em relacdo ao controle. Apesar de
reduzido, houve diferenga significativa no nimero de trofalaxia entre os tratamentos e o
controle (H =12,02; g.l. = 4; P =0,017).

Todos os tratamentos reduziram o numero de antenagdes (Fig. 4A). O menor nimero de
limpezas foi verificado para insetos tratados com o OE do acesso Cg112 de C. grewioides e seu
composto majoritario metil eugenol (Fig. 4B). Os individuos ndo-tratados evitaram 0s insetos
tratados com metil eugenol e com os OEs dos acessos Cgl12 e Cgl126 de C. grewioides (Fig.
4C). O mesmo aconteceu para o comportamento de butting quando os insetos foram expostos
a estes compostos (Fig. 4E). O nimero de agregacdes foi reduzido em relagdo ao controle para
0s insetos tratados com OE do acesso Cg112, eugenol e metil eugenol (Fig. 4D).

4.3.4. Caminhamento

Individuos de N. corniger submetidos as doses subletais dos tratamentos apresentaram
diferenca no caminhamento em relagdo ao controle (Fig. 5 e 6). Foram observadas diferencas
na velocidade (H = 125,27; g.l. = 4; P <0,001) (Fig. 5A), distancia percorrida (H = 120,25; g.l.
=4; P <0,001) (Fig. 5B e Fig.6), velocidade angular (H = 101,95; g.l. = 4; P <0,001) (Fig. 5C),
e meandro (H =90,92; g.l. = 4; P <0,001) (Fig. 5D).

Todos os tratamentos reduziram a velocidade (Fig. 5A) e a distancia percorrida (Fig. 5B)
pelos cupins em relacdo ao controle e tornaram o caminhamento mais erratico, conforme
observado pelas trilhas de deslocamento do cupim (Fig. 6). De fato, a velocidade angular (Fig.
5C) e 0 numero de meandros (Fig. 5D) aumentou em todos os tratamentos em relacdo ao
controle.

4.3.5. Bioensaio de irritabilidade
Todos os tratamentos causaram irritabilidade nos cupins. Os insetos permaneceram, em
média, 62% do tempo no lado n&o tratado da arena (Fig. 7).

4.4. Discussao

Cupins causam perdas significativas por meio da degradacdo de estruturas de madeira
em ambientes urbanos, o que impulsiona a busca por novas alternativas de manejo que sejam
ao mesmo tempo eficientes e ambientalmente seguras. No presente estudo, demonstramos que
OEs de dois acessos de C. grewioides e seus compostos majoritarios eugenol e metil eugenol
apresentaram efeitos letais e subletais relevantes, como reducdo da sobrevivéncia, das
interacOes sociais e do deslocamento, e aumento da desorientacao e irritabilidade dos individuos
guando expostos aos Compostos.
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Os OEs de C. grewioides apresentaram variacfes significativas em sua constituicdo. As
variagfes na composi¢do quimica entre plantas da mesma espécie podem ocorrer devido a
diferentes fatores, principalmente genéticos e ambientais (Brito et al., 2020). A composicéo e
proporcao de compostos majoritarios podem gerar OEs com diferentes propriedades bioativas,
devido as diferentes interacdes entre os componentes (Bakkali et al., 2008; Nerio et al., 2010).
Aqui verificamos que o OE do acesso Cg126 de C. grewioides, que apresenta ndo s6 o metil
eugenol mas também o eugenol como majoritario, foi mais toxico por contato (DLso = 1,94 ug/
mg) e fumigacdo (CLso = 1,55 mg/L) do que o OE do acesso Cgl12 (DLso = 4,04 pg/ mg e
CLso = 2,29 mg/L). Desta forma, a maior toxicidade do OE do acesso Cg126 de C. grewioides
pode ser explicada pela presenca do eugenol, composto que foi 0 mais téxico dentre todos 0s
tratamentos analisados, tanto por contato quanto por fumigacao.

A bioatividade do eugenol pode estar relacionada a seu mecanismo de ac¢ao, que possui
como principal alvo os receptores de octopamina, capazes de modificar o funcionamento do
sistema nervoso dos insetos (Price and Berry, 2006). Outros estudos também tém demonstrado
a acao inseticida do eugenol sobre uma ampla variedade de pragas, como: Chrysodeixis
includens, Spodoptera frugiperda e Callosobruchus maculatus (Armijos et al., 2019; Dayan et
al.,, 2009; Santos et al., 2023; Ulanowska and Olas, 2021), inclusive contra o cupim
Reticulitermes chinensis e fungos que promovem biodegradacdo da madeira (Xie et al., 2015).

Apesar de ser mais toxico, o eugenol resultou em mortalidade mais lenta (TLso = 13,19h
por contato e TLso = 30,49h por fumigacao), enquanto o OE do acesso Cgl112 de C. grewioides
causou rapida mortalidade dos cupins (TLsso = 2,95 e 13,32h, por contato e fumigacéo,
respectivamente) (Fig. 2). Esta diferenca pode estar relacionada ndo apenas a toxicidade dos
compostos em si, como também as interacdes com os efeitos subletais. Compostos oriundos
dos OEs tém sua atuacdo relatada em distintos sitios de acdo como receptores de acetilcolina,
receptores de octopamina, receptores de GABA e canais de sodio (Tong and Coats, 2012). A
velocidade na qual os individuos contaminados morrem pode ter importante implicagdo no tipo
de manejo aplicado. Compostos que causam rapida mortalidade (ex. OE do acesso Cgll2 e
metil eugenol) poderiam ser eficientes quando aplicados diretamente sobre os ninhos, enquanto
compostos que demoram mais a causar mortalidade (ex. OE do acesso Cgl26 e eugenol)
poderiam promover maiores chances do contaminante se dispersar entre os individuos, o que
pode ser Gtil em situacdes em que 0s ninhos sdo cripticos. No entanto, para que a transferéncia
horizontal de contaminantes ocorra, € essencial que o produto ndo altere as interaces sociais
entre os membros da col6nia. Por outro lado, mesmo quando ha menor contato social, 0 baixo
nimero de interacdes entre os companheiros de ninho pode reduzir a coesdo social,
comprometendo assim a viabilidade da coldnia.

Os bioensaios de comportamento indicaram que os individuos contaminados (ex. DL3o
do acesso Cgl112 e eugenol) foram capazes de perceber os contaminantes aumentando o nimero
de autolimpezas (Fig. 3). Este comportamento pode contribuir tanto para a contencdo quanto
para a disseminacdo de patogenos dentro dos ninhos (Theis et al., 2015). Por outro lado, o OE
do acesso Cgll2 causou reducdo na limpeza, provavelmente porque os individuos néo-
contaminados evitaram o contato com individuos contaminados (Fig. 4B, C). Outra forma de
disseminacdo dos compostos ocorre por meio de contatos fisicos, por exemplo, o
comportamento de antenacdo, meio de comunicagdo onde 0s cupins reconhecem companheiros
de ninho através de hidrocarbonetos cuticulares (Howard and Blomquist, 2005). Todos o0s
tratamentos testados nas DLsszo reduziram a antenacdo em relacdo ao controle (Fig. 4A),
corroborando com os resultados encontrados por Santos et al. (2017), com a espécie
Cryptotermes brevis. De forma geral, os tratamentos também promoveram maior evitacao entre
0s companheiros de ninho (Fig. 4C) e um menor nimero de agregacdo em relacdo ao grupo
controle (Fig. 4D). Isto pode estar relacionado ao fato de os compostos indicarem algum risco,
visto que os cupins tratados (ex. com os acessos Cgl12 e Cgl126 e metil eugenol) aumentaram
a quantidade de butting, ou seja, desencadearam comportamento de alerta apos a exposi¢do aos
compostos (Fig. 4E).
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De acordo com Mendonca et al. (2023), uma comunicacdo efetiva de alarme entre os
cupins de um mesmo ninho é uma caracteristica imprescindivel para a vida em grupos
eussociais. Apesar destas alteracdes comportamentais diminuirem o contato entre 0s cupins,
esses resultados demonstram uma perspectiva de utilizacdo do OE de C. grewioides como
repelente para N. corniger. De fato, observamos que todos os compostos tiveram acdo de
irritabilidade (repelente + deterrente), uma vez que os individuos de N. corniger passaram mais
tempo do lado nédo-tratado da arena (Fig. 7). Este resultado sugere uma possivel utilizacdo
desses compostos no tratamento de estruturas, a fim de evitar a colonizagdo pelos cupins
(Hwang et al., 2007; Rust and Su, 2012).

Além de reduzir as interagdes sociais, todos 0s compostos testados também alteraram o
caminhamento dos cupins, causando reducdo de deslocamento e desorientacdo (maior
velocidade angular e namero de meandros) (Fig. 5 e Fig. 6). Tais altera¢cdes podem interferir na
eficiéncia de forrageio desses insetos, comprometendo a busca por recursos ou mesmo
aumentando a vulnerabilidade aos riscos ambientais.

Concluindo, nossos resultados mostram que baixas doses dos acessos do OE de C.
grewioides e seus compostos majoritarios podem causar efeitos letais pelas vias de exposi¢do
por contanto e fumigacdo; além de efeitos subletais, como irritabilidade e reducdo das
interacOes e da capacidade de deslocamento de individuos de N. corniger. Somado a esses
efeitos desejaveis para o manejo, os OEs de plantas e seus derivados ainda possuem baixa
persisténcia no ambiente e sdo considerados mais seguros que os inseticidas sintéticos
(Regnault-Roger et al., 2012). Desta forma, nosso estudo indica o potencial destes compostos
para a sintese de novos produtos para 0 manejo de cupins da espécie N. corniger.
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5. ANEXOS
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Fig. 1. Cromatograma dos 0leos essenciais dos acessos Cgl12 e Cgl26 de Croton grewioides
(Santos et al. 2022).
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Tabela 1. Toxicidade aguda apos 72h de exposi¢éo por contato e 48h de exposic¢ao por fumigacdo do
cupim Nasutitermes corniger expostos aos 6leos essenciais dos acessos Cgl12 e Cgl26 de Croton
grewioides (EO Cgl12 e EO Cgl26) e seus compostos majoritarios eugenol (Eg) e metil eugenol
(ME).

Tratamento  n? Dose ou concentracéo letal (1Cgs)® Slope 5 p
30 50 90 (£ EP)

Contato (ug/ mg)
2,35 4,05 153

EOCQL2 38 (7230 o7ises)  (osodog 222028 637 009

EOCgl26 399 (0’7;’1?137) (1’531’?24’34) (6’683’?111’4) 203:022 4,43 022

Eg 380 (0,325%?517) (0,55(3)’26:8?790) (1,628’?23,59) 26510,24 298 056
2,06 3,19 9,33

ME A0 (172239)  (278-363)  (r.77-11,84) 27>*024 189 060

Fumigacédo (mg/ L)

EOCgll2 360 (0’3%3?565) (1’320’_2;68) (9,015’&?5,4) 143:022 792 0,09

EOCgl26 474 (0’3%2?18124) (0’913’?25:25) (5’283;_1188,1) 1,78£0,23 853 0,07
0,781 1,21 353

=g 9 (06340019  (104-138)  (302-428) 70023 608 019
0,900 2,04 15,1

ME 40 (0352-149)  (116-310)  (852-465)  Ar*0.20 899 006

& numero de insetos testados.
b doses ou concentracdes letais necessarias para matar 30, 50 e 90 % das populacdes e seus respectivos
intervalos de confianca a 95%.
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Log-rank test: X2 =677,09;df=4; P<0.001
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Fig. 2. Curvas de sobrevivéncia e tempos letais (TLssp) do cupim Nasutitermes corniger
expostos as DLsgo e CLsgo dos Oleos essenciais dos acessos Cgll2 e Cgl26 de Croton
grewioides (EO Cgl12 e EO Cgl26) e seus compostos majoritarios eugenol (Eg) e metil
eugenol (ME) por contato (A) e fumigacéo (B). TLso = tempo letal necessario para matar 50%
da populacéo.
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Fig. 3. Comportamento individual de autolimpeza do cupim Nasutitermes corniger expostos as
DLsso dos 0leos essenciais dos acessos Cg112 e Cg126 de Croton grewioides (EO Cgl112 e EO
Cg126) e seus compostos majoritarios eugenol (Eg) e metil eugenol (ME). CTR = controle. Os
circulos representam o0s percentis 5° e 95° as linhas do erro os percentis 10° e 90° e as
extremidades da caixa os percentis 25° e 75°. As medianas (linhas roxas dentro do boxplots)
seguidas por asterisco, diferem do controle pelo teste de Dunn’s a P < 0,05.
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Fig. 4. Comportamentos coletivos de antenacdo (A), limpeza (B), evitacdo (C), agregacéao (D)
e butting (E) do cupim Natutitermes corniger expostos as DLsszo dos éleos essenciais dos
acessos Cgl12 e Cgl26 de Croton grewioides (EO Cgll2 e EO Cgl26) e seus compostos
majoritarios eugenol (Eg) e metil eugenol (ME) por contato. CTR = controle. Os circulos
representam os percentis 5° e 95°, as linhas do erro os percentis 10° e 90° e as extremidades da
caixa os percentis 25° e 75°. As medianas seguidas por asterisco, diferem do controle pelo teste
de Dunn’s a P < 0,05.
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Fig. 5. Comportamentos de deslocamento [velocidade (A), distancia (B), velocidade angular
(C) e meandro (D)] do cupim Nasutitermes corniger expostos as DLs3g dos 6leos essenciais dos
acessos Cgl12 e Cgl26 de Croton grewioides e seus compostos majoritarios eugenol (Eg) e
metil eugenol (ME) por contato. CTR = controle. Os circulos no grafico representam 5° e 95°
percentis. As linhas de erro representam os 10° 90° percentis, e as bordas da caixa sdo o0s 25° e

75° percentis. As medianas seguidas por asterisco, diferem do controle pelo teste de Dunn’s a
P <0,05.
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Fig. 6. Trilhas representativas (grafico 3D) do deslocamento do cupim Nasutitermes corniger

expostos as DLs3o dos 0leos essenciais dos acessos Cgl12 e Cg126 de Croton grewioides e seus
compostos majoritarios eugenol (Eg) e metil eugenol (ME) por contato.
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Fig. 7. Comportamento de irritabilidade dos cupins Nasutitermes corniger expostos em arenas
parcialmente tratadas com 6leos essenciais dos acessos Cgl12 e Cgl126 de Croton grewioides
e seus compostos majoritarios eugenol (Eg) e metil eugenol (ME) por contato. Histogramas
seguidos por asterisco indicam que houve diferenca entre os tempos de permanancia do cupim
entre o lado tratado e ndo-tratado pelo teste de Wilcoxon (P < 0,05). CTR = controle.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os acessos do 6leo essencial de C. grewioides Cgll2, Cgl26, bem como seus
compostos majoritarios, apresentaram toxicidade e mostraram efeito repelente ao cupim N.
corniger. Dessa forma, esses compostos consistem em alternativas promissoras para o
desenvolvimento de novos inseticidas destinados ao manejo de cupins-praga.
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