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RESUMO

JUMBO, Luis Oswaldo Viteri, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Dezembro de
2013. Atividade inseticida e de repeléncia de 6leos essenciais de cravo e canela
sobre o caruncho Acanthoscelides obtectus (Say). Orientadora: Léda Rita
D’Antonino Faroni. Coorientadores: Eugénio Eduardo de Oliveira e Marco Aurélio
Guerra Pimentel.

O feijdo representa uma das principais fontes de proteinas em paises em
desenvolvimento, ainda assim as perdas estimadas no armazenamento sdo de 30%
em consequéncia do ataque de pragas, entseAglanthoscelides obtectSay).

Embora os pesticidas quimicos sejam eficazes para controlar essas pragas, Seu uso
excessivo pode comprometer a qualidade dos alimentos. Oleos essenciais de origem
vegetal sdo apresentados como uma alternativa atrativa aos inseticidas quimicos
sintéticos para o controle de pragas, porque apresentam pouco ou nenhum efeito
sobre a qualidade dos gréos, saude humana e meio ambiente. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a toxicidade dos Oleos essenciais Sgeygium aromaticum
(Myrtaceae) ou cravee Cinnamomum zeylanicurLaureaceae) conhecida como
canela sobré\. obtectusem gréos de feijaoPhaseolus vulgarid..). Avaliou-se a

taxa instantanea de crescimento populaciofatésses insetos expostos a tempos-
letais, taxa de desenvolvimento, repeléncia, persisténcia e perda de massa do feijao.
A toxicidade dos 6leos foi avaliada através de testes preliminares para estimar a dose
letal para 50 e 95% (Bb e DLgs) dos insetos adultos. As unidades experimentais
foram constituidas por frascos de 0,8 L contendo 200 g de feijao (variedade rainha)
tratados com doses de 2,80; 5,54; 8,88; 14,22; 28,08e Oleo de cravo, e 4,26;

6,93; 9,70; 13,60; 22,17 uL de 6leo de canela. Posteriormente, foram acrescentados
25 insetos adultos em cada frasco (quatro repeticdes por dose), e a mortalidade dos
insetos foi avaliada apos 24 h. A taxa instantanea de crescimgmtos(insetos na
presenca dos Oleos de cravo e canela foi determinada utilizando as doses lgjais (DL
DL3o, DLso, DL7o € DLgg), obtidas no bioensaio de toxicidade. Foram utilizados
frascos com 200 g de feijdo e 25 insetos adultos, ndo-sexados com idade de 1-3 dias,
e quatro repeticdes por DL; apOs 45 dias, a progénie adulta foi contabilizada.
Procedimento similar foi feito para avaliar a taxa de desenvolvimento, com a
diferenca de, que neste teste, os insetosnfoerados dos frascos depois de 15 dias

de teem sido introduzidos, e a contagem foi realizada a cada dois diasaap0s

emergéncia do primeiro adulto. A persisténcia foi avaliada em gréos de feijao
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tratados com a Digo dos Oleos. A atividade repelente dos 6leos foi testada com as
doses Dby, DLso, DLgo para cada 6leo. Os resultados de toxicidade indicaram que as
DLso e DLgs foram 8,88uL e 38,94 uL para o 6leo essencial de cravo, e Yk0e

27,97 uL para o Oleo essencial de canela, respectivamente. Além disso, com o
aumento das doses dos 0leos essenciai® ataxa de desenvolvimento decrescem
significativamente. Com relacéo a persisténcia dos 0Oleos, observou-se a reducao na
mortalidade deA. obtectuscom o aumento do tempo entre o tratamento dos graos
tratados; mantendo uma mortalidade superior ao 50% dos insetos até 7 dias apoés
exposi¢do. Entretanto, foi observada repeléncia do 6leo essencial de canela para este
inseto somente ao utilizar-se Ly, 0 Oleo essencial de cravo ndo apresentou
repeléncia contra\. obtectusnas doses testadas. A perda de massa dos grdos no
periodo de 48 dias foi diretamente proporcional ao niumero de insetos emergidos em
cada teste. Para o feijdo tratado com 6leo essencial de cravo, a perda média da massa
foi de 6,6%, e no controle de 9,6%; nos ensaios com 6leo essencial de canela, a perda
média foi de 6,8% e 9,2% para os tratamentos e controle, respetivamente. Assim,
com os resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que os 6leos essenciais de
cravo e de canela tém efeito por contato na mortalidade détectussendouma

alternativa ao uso de inseticidas tradicionais.



ABSTRACT

JUMBO, Luis Oswaldo Viteri, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December,
2013. Insecticidal effect of clove and cinnamon essential oils in controlling
weevil Acanthoscelides obtectus (Say) in beans.Adviser. Léda Rita DAntonino
Faroni. Co-advisers: Eugénio Eduardo de Oliveira and Marco Aurélio Guerra
Pimentel.

Beans are the major source of protein in developing countries, and still the storage
losses are estimated 30% as a result of pests attack includikcanthoscelides
obtectus(Say) Although chemical pesticides are effective to control these ,pests
their overusecan compromise the quality of food. Essential oils of vegetable origin
are presented as an attractive alternative for the synthetic chemical insecticides to
pest control, because they have little or no effect on grain quality, human health and
environment. This study aimed evaluate the toxicity of the essential @zgfium
aromaticum(Myrtaceae) or clove an@innamomun zeylanicufhaureaceae) known

as cinnamon onA. obtectusin beans Phaseolus vulgarid..). We evaluated the
instantaneous rate of increaseg) (of these insects exposed to time-lethal,
developmental rate, repellency, persistence and loss of mass of the beans. The
toxicity of the oils was evaluated by preliminary tests to estimate the lethal dose to
50 and 95%MLso andDLgs) of adult insects. The experimental unit consisted of 0.8

L bottles containing 200 g of beans (Queen variety) treated with doses of 2,80; 5,54;
8,88; 14,22; 28,09uL of clove oil, and 4,26; 6,93; 9,70; 13,60; 22,17 uL of
cinnamon oil. Later were added 25 adult insects per vial (four replicates per dose),
and insect mortality was assessed after 24 h. The instantaneous rate of ing¢r&fase (r
the oils of clove and cinnamon was determined using lethal @ioBgg LD3p, LDsg,

LD+o and LDyy), obtained in the toxicity bioassakfter 45 days, the adult progeny

was recorded; bottles with 200 g of beans 2Bcdult insects, non-sexed 1-3 days

old, and four replicates were used @. A similar procedure was done to assess the
rate of development, with the difference that in this test the insects were removed
from the flasks after 15 days they were introduced, and counting was performed
every two days after the emergence of the first adult. The persistence was evaluated
in beans treated withD1go 0ils. The repellent activity of oils was tested with the
LD1o, LDso, LDgo doses for each oil. The results indicate that the toxidityp and

LDgs were 8.88uL and 38.94uL for clove essential oil, and 9.4l and 27.97uL

for cinnamon essential oil, respectively. Furthermore, with increased doses of
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essential oils and;,r development rate decreases significantly. Regarding the
persistence of oil, was observed mortality reductiom.obbtectuswith increasing

time between the treatments of treated grains, keeping a higher mortalit§oaif50

the insects within 7 days after exposure. However, repellency of essential oil of
cinnamon to this insect was observed only when ukiDgy; clove essential oil
showed no repellency agaimstobtectusat the tested doses. The loss of grain weight
during 48 days was directly proportional to the number of emerged insects in each
test. For beans treated with clove essential oil the average of mass loss was 6.6%,
and 9.6% in the control, whereas for tests with essential oil of cinnamon the average
of loss was 6.% and 9.2% for the treatment and control, respectively. Thus, with the
results obtained in this study, it can be concluded that the essential oils of clove and
cinnamon have eftd on mortality ofA. obtectusby contact, as an alternative to the

use of traditional insecticides.
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1. INTRODUCAO

O feijao comum Rhaseolus vulgarid..) (Fabaceae) representa uma das
principais fontes de proteina na dieta humana, prodweid@5% dos paises em
desenvolvimento em todo o mundo (SCHMALE et al., 2006). Ocupa o terceiro lugar
em nivel mundial dentro das leguminosas alimenticias mais importantes, s6 sendo
superado pela sojaGlycine max(L.) Merr.) e amendoim Arachis hipogeal.)
(GONZALEZ et al., 2006 A producdo brasileira de feijio estimada para a safra
2013/2014 é de aproximadamente 3,2 milhdes de toneladas (CONAB, 2013). Perto
de 85% da producéo brasileira é cultivada por pequenos produtores (VIEIRA et al.,
2006).No Equador, por exemplanas de 50% do feijao é produzido por pequenos
agricultores, e 86% da superficie plantada € colhida quando o grdo esta seco (INEC
2010); fazend®e necessario seu armazenamemi@a posterior consumo ou
comercializagao.

Durante o armazenamento dos graos, sdo observadas consideraveis perdas,
tanto de natureza quantitativa como qualitativa. Estima-se que cerca de 10 a 20% dos
graos sao perdidos durante o armazenamento e um dos principais fatores é o ataque
de insetos-praga (HERTLEIN et al., 2011).

Acanthoscelides obtectuéSay) (Coleoptera: Bruchidae) € a praga mais
destrutiva e importante em todo o mundo no armazenamento de grdos de feijao
(RAMIREZ et al., 2003; JOVANOVIC et al., 2007). Este inseto pode causar perdas
de até 30% enk. vulgaris (GOLEBIOWSKI et al., 2008). A infestacdo inicia no
campo, na secagem das vagens, e continua na armazenagem, e o contagio total dos
graos de feijao pode ocorrer apos quatro meses da infestagcdo no campo (MELTEN
al., 2007).0 poder destrutivo desta praga obriga os pequenos produtores a vender
guase toda sua colheita ao final da safra, saturando a oferta de feijdo no mercado e
causando com isso, uma queda de pré&G$MALE et al., 2006).

A capacidade destrutiva desta praga se deve ao habito de viver em ambientes
Secos, escuros e com baixo teor de oxigénio (FAROSIDUSA, 2006)podendo
causar danoguantitativos e qualitativos nos grdos armazenados (FERNANDEZ et
al., 2009). Dessa forma, é visivel a necessidade continua de proteger os produtos
armazenados das pragas, evitando-se perdas de qualidade e quantidade durante o
armazenamento (PADIN et al., 2002).

Os métodos mais comuns de controle dos insetos-praga de graos sdo feitos

por meio do uso de inseticidas protetores (piretroides e organofosforados) e
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fumigantes em que o principio ativo é a fosfina (cujo precursor é o fosfeto de
aluminio) (SOUSA et al., 2008Porém, o uso excessivo de inseticidas sintéticos
causam riscos e implicacGes toxicoldgicas para a saude humana e o aumento da
contaminacdo do meio ambiente (WAK#L al., 2013). Por estas razdes, cada vez
existem mais restricdes no uso de inseticidas e da quantidade de compostos quimicos
oficialmente registrados para o controle de pragas em produtos armazenados
(MEKALI et al., 2013).

Tem sido demostrado que os inseticidas organofosforados estdo associados a
diabetedEVERETT e MATHESON, 201 & doenca de Alzheimer (ZAGANAS et
al., 2013), a danos ao sistema imunoldgico (CORSINI et al., 2@D33jstema
endocrino (MOSTAFALOU e ABDOLLAHI, 2013) e sdo potentes inibidores da
acetilcolinesterase (KAVVALAKIS e TSATSAKIS, 2012). Os inseticidas piretroides
sdo imunotdxicos aos humandZHANG et al., 2010), e inibem a acdo da
progesterona (MCKINLAY et al., 2008). Tese-indicios que o gas fosfina provoca
problemas neuropsicoldgicos e outros déficits neurolégicos (BJORLING-POULSEN
et al., 2008). Além disso, o0 uso continuo e indiscriminado da fosfina contra pragas de
graos armazenados tem favorecido o desenvolvimento de populacfes resistentes a
este fumigante (PIMENTEL et al., 2009; SONG et al., 2011

Desta forma, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas visando a
obtencdo de métodos alternativos para o controle destes insetos durante o
armazenamento, entre os quais se destaca o uso de Oleos essenciais e extratos de
origem vegetal que tem efeito inseticida em outras pragas de grédos armazenados.
(ABDELGHANY et al., 2010 SUTHISUT et al.,, 2011; RAJASHEKAR et al.,
2013). M ultima década, o uso de inseticidas botanicos constituiu somente 1% dos
inseticidas usados no mundo (ROZMAN et al., 2007).

Inseticidas botanicogém a vantagem de proporcionar modos de acao
alternativos contra os insetos e reduzir o risco de resisténcia cruzada (ISMAN, 2006).
Além disso, causam menos danos a saude humana e ao meio ambiente, degradando-
se rapidamente; muitos sao especificos causando pouco ou nenhum dano a outros
organismos (ROZMAN et al., 2007).

Oleos essenciais derivados de mais de 75 espécies de plantas tém sido
avaliados como téxicos contra insetos de graos armazenados (RAJENDRAN e
SRIANJINI, 2008). Constituem uma fonte rica de compostos bioativos que sao

biodegradaveis em produtos néo toxicos e potencialmente adequados para seu uso,
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especialmente contra pragas de graos armazenados (NENAAH, 201 to&ez de
acaovai desde a morte por contato, repeléncia, inibicdo da oviposicéo, reducdo no
desenvolvimento larvak até reducdo na fecundidade e fertilidade de adultos
(OLIVEIRA et al.,, 1999), podendo ser toxicos por via topica ou fumigante
(PAPACHRISTOS et al., 2004; PHILLIPS e APPEL, 2010a).

Foi demonstrado que Oleos essenciais provenientes de espécies vegetais
pertencentes as familias Myrtaceae e Lauraceae causam repel@noisetos da
Ordem ColeopterdNERIO et al., 2010). Dentro destas familias, encontram-se as
espécies com potencial inseticida coByzygium aromaticurfMyrtaceae) ou cravo
e Cinnamomum zeylanicuhauraceae), conhecida como canela, que também sdo
utilizados na industria alimenticia e medicina tradicional (KIM et al., 2003).

Oleos essenciais d& aromaticune C. zeylanicunsao ricos em eugeng;
cariofileno e acetato de eugerf@HERICONI et al., 2005; SANTIN et al., 2011).

Foi demostrado que o eugenol apresenta atividade antifiUngica ¢argaaium
proliferatum inibe o crescimento de fungos dos généviosilia, Botrytise Mucor
(RANASINGHE et al., 2002). Em artrépodes,bleo essencial d&. aromaticum
demostrou inibicdo na emergéncia de adultos e larvaSutex pipiens(Diptera
Culicidae) (HAG et al., 1999); repeléncia em mosquitosiddes aegyptiCulex
quinquefasciatuse Anopheles dirug(Diptera: Culicidae) (TRONGTOKIT et al.,
2005); acdo acaricida em contato direto e vapor cddranatophagoides farinae
D. pteronyssinugAstigmata: Pyroglyphidaeg Psoroptescuniculi (Sarcoptiformes
Psoroptidae) (KIM et al., 2003); e pode ser utilizado em forma de extrato como
agente antimalarico (BAGAVAN et al., 201 Recentemente, demonstrou-se que
eugenol é toxico e repelente para a formiga vermeBudenopsis invicta
(Hymenoptera: Formicidae) (KAFLE e JEN, 2013).

C. zeylanicumé uma espécie vegetal conhecida por longo tempo, como
possuidora de muitas propriedades biol6gicas devido ao seu poder analgésico,
antisséptico, inseticida e parasiticida (TRAJANO et 2010). Além disso, varios
estudos mostram que 0s extratos e 0os componentesCdezeylanicumpossuem
propriedades fungicas cont@ladosporium musae, Lasiodiplodia theobrongak.
proliferatum (RANASINGHE et al., 200p atividade ectoparasita contPediculus
humanus capitigAnoplura: Pediculicidae) (YANG et .al2005); e ac&do acaricida
contraP. cunicul) (FICHI et al., 2007).


http://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoptiformes
http://en.wikipedia.org/wiki/Psoroptidae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hymenoptera

Embora se conheca o potencial dos 6leos essenciais de cravo e canela como
fungicida e inseticida, sdo escassas as informacdes a respeito do uso desses 6leos no
controle deA. obtectus Face ao exposto, o presente estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar a toxicidade dos Oleos essenciais de cravo e canela no controle de
A. obtectusbem como avaliar o efeito de doses-letais dos 6leos essenciais de cravo e
canela na taxa instantanea de crescimento populaciofaldésenvolvimento

populacional, repeléncia e persisténcia.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Feijao

O feijdo comum PR. vulgari9 representa 50% ad leguminosas que se
consomem em todo o mundo (TALUKDER al., 2010). E a principal fonte de
proteina na dieta de paises como Brasil, México, Ruanda, Uganda e outras partes do
Oeste da Africa e América Latina (BROUGHT@Mal., 2003).

O feijdo pode ser consumido sob a forma de grdo seco, imaturo ou como
verdura (vagens). Suas sementes contém entre 20 e 25% de proteinas e de 30 a 60%
de carboidratos (MA e BLISS, 1978; VENTER e EYSSEN, 20D&)mesmo modo,
os feijfes &o uma fonte rica de energia (aprox. 380 kcal 130dg sementes),
vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6, acido félico), fibra dietética
(especialmente fracdo soluvel), e mineral (célcio, ferro, zinco, fésforo, potassio,
magnésio) (REYES-MORENO e PAREDES-LOPEZ, 1993

Ainda em relagéas propriedades nutricionais, seu consumo tem demostrado
beneficios fisioldégicos além das funcbes nutricionais basicas, como por examplo,
reducado do risco de doencas cronig@slOZE et al, 2013. Os efeitos fisioldgicos
de consumo de feijdo podem ser devido a presenca de fitoquimicos abundantes
incluindo polifends que possuem propriedades anticancerigenas e antioxidantes
(CARDADOR et al., 200p

No Brasil e na América Latina, o feijdo é cultivado por pequenos, médios e
grandes produtores nos ecossistemas tropicais e subtropicais, incluindo o,@errado
Mata Atlantica, e as zonas semiaridas, diferentes sistemas de cultjs®eja como
um monocultivo ou em combinagcdo com osifpiantas (FARIA et al., 2013). Para
este ano de 2013, estima-se que a producéo de feijdo do Brasil alcancara 3,2 milhdes
de toneladas numa éarea de 3,2 milhdes de hectares (CONAB, 2013), fegendo-
necessario seu armazenamento e protecdo contra os insetos-praga.

Segundo Cardona (1989), na América Lattnabtectusé a praga que causa
maior dano ao feijao armazenado devido ao fato de que o inseto pode completar seu

ciclo de vida nas sementes armazenadaster que regressar ao campo.

2.2.Acanthoscelides obtectus (Say)
O caruncho do feijaé. obtectugpertence a familia Bruchida&. obtectuse
uma praga que se originou na Mesoamérica, invadindo mais tarde os Andes

equatoriais e Brasil; por ultimo, a Europa e o mundo inteiro seguindo as diferentes
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rotas comerciais (OLIVEIRAet al., 2013). Com sua capacidade de adaptacao
fisiologica é uma das pragas mais destrutivas que atacam o feijdo na América Latina
e na regido mediterranea (PAPACHRISTOS e STAMOPOULOS, 2B802phtectus

prefere climas frios, portanto, pode ser encontrado nas regides montanhosas e
subtropicais; em consequéncia, € considerado o Unico inseto praga dos graos secos da
regido andina (SCHMALE et al., 2006).

A. obtectus uma praga generalista de leguminosas domesticadas, e apesar do
feijdo comum P. vulgarig) ser seu principal hospedeiro, este inseto € também capaz
de completar com éxito seu desenvolvimento em outras espécies de plantas. Na
familia Fabaceae ha varios hospedeiros potenc@icer arietinum L., Vigna
angularis Vigna radiatal., Vicia fabal., Vigna unguiculata.., Cajanus indicud..

e Pisum sativuni.. (SAVKOVIC et al., 2012).

Esta espécie adquiriu a capacidade de reprodazem diapausa como
consequéncia da evolugdo das espécies silvestres de Réiggeolus polyanthus
(Greenman), que produzem sementes durante o ano todo (ALVAREZ et al., 2005).
Em seu ciclo de vida as fémeas ovipositam em média 63 ovos. Estes medem cerca de
um milimetro de comprimento, s&o elipticos, lisos e brancos (ATHIE e PAULA,
2002). Embora alguns ovos fe obtectugpossam se aderassementes, a maiore&a
ovipositada livremente. Isso faz com que as fémeas determinem a zona, porém nao a
semente em que cada um de sua progénie ira se desen{PMRBONS e
CREDLAND, 2003).

Os ovos eclodem entre cinco e dez diagsdarvas de primeiro instar sdo
moveis e se movem entre as sementes até selecionar uma para a pemstacao
semente sera a hospedeira para o resto das etapas do desenvolvimento (BAIER e
WEBSTER, 1992). As fases larvais e de pupa duram em média 22,5 dias; este
periodo é de aproximadamente um dia mais para as fémeas que para os machos em
condicdes de 30 °C e 70% de umidade relativa ((@Rempo de geracao, desae
ovo até a emergéncia do adulto, completa-se em 28 dias em condi¢Bes o6timas;
enguanto que o desenvolvimento € mais lento a temperaturas inferiores a 21 °C
(HOWE e CURRIE, 1964).

Os adultos déA. obtectuspodem viver sem comida durante 16 dias a uma
temperatura variando eat23 e 25 °Q242 dias entre 1821 °C; sendo este um fator
gue explica o fato dA. obtectusser considerada uma espécie cosmopolita (HASAN

e REICHMUTH, 2004). A oviposi¢cao e o crescimento sao continuos, sem diapausa,
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entre 14 e 35 °C. Por conseguinte, seu desenvolvimento tem sido registrado antes da
colheitaem campos de cultivo, como nas sementes armazenadas (REGNAULT-
ROGER e HAMRAOUI, 1994).

2.3. Oleos essenciais

Os 06leos essenciais sdo uma mistura complexa de vérias substancias quimicas
biossintetizadas pelas plantas. S&o liquidos, volateis, claros e ragaapesentam
cor. Possuem densidade geralmente mais baixa a da agua, sédo soluveis em lipideos e
em solventes organicos (BAKKALI et al., 2008). Podem a@idos a partir de
matérias vegetais como: flores, ervas, brotos, folhas, frutos, ramas, cascas, sementes,
madeirase raizes (SOLORZANO e MIRANDA, 2012).

2.3.1. Composicao quimica dos 0leos essenciais

A composicdo quimica dos Oleos essenciais € muito diversa entre as
diferentes familias das plantas, e dentgaitia mesma espécie vegetal os compostos
podem ser comuns (REGNAULT-ROGER, 2008). Os Oleos essenciais sao
compostos principalmente por terpenoides, particularmente monoterpepps (C
sesquiterpenos (), e por uma variedade de fém@romaticos, oxidos, éteres
alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas 0s quais determinam o aroma e o odor
caracteristico da planta doadora (BATISH et al., 2008).

Os Oleos essenciais podem conter dezenas de constituintes, dos quais dois ou
trés elementos est&on concentracdes relativamente gltastes componentes sao 0s
gue determinam as propriedades bioldgicas destes 6leos (PICHERSKY et al., 2006).
Por exemplo,no Oleo essencial d&. aromaticum,0s principais compostos séo
eugenol, acetato de eugenolpeariofiieno (SANTORO et al., 2007).No 6leo
essencial d€. zeylanicumgs compostos predominantes sdo eug@ncariofileno e
linalool (TRAJANO et al., 2010).

Embora numa mesma espécie de planta os compostos sejam comuns, O
produto da extragdo pode variar em qualidade, quantidade e em sua composi¢cao de
acordo com o clima, composicéo do solo, 6rgao, idade, etapa do ciclo vegetativo da
planta e método de extracdGHIASSON et al.,, 2001; MASOTTI et .al2003;
ANGIONI et al., 2008. Esta variacdo tém consequéncias importantes na atividade
biolégica dos 6leos essenciais. Por exemplo, em testes com 6leo essecalide

calamo(Acoraceae) contra adultos e larvasGidlosobruchus phaseo{Gyllenhal)
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(Coleoptera: Bruchidae), Rahman e Schmidt (1999) observaram que o 6leo essencial
de A. calamooriginado na india (que tem 66®asarona), foi mais toxico que o
originado na lugoslavia (6% deasarona) e na Russia (T3asarona).

Em contrapartida, a expresséo fisiolégica do metabolismo secundario da
planta pode ser diferente em todas as etapas de seu desenvolvimento. As proporc¢des
de monoterpenos dependem da temperatura e do ritmo circadiano; variam também
segundo a fase da planta (CLARK e MENARY, 1981; HANSTED et al., ;1994
RAGUSO e PICHERSKY, 1999). Por exemplo, Gershenzon €@00) mostranma
gue o limoneno @ mentona S4o0 0S monoterpenos maiportantes presentes nas
folhas jovens davientha spp.L. (Lamiaceae); porém, o conteddo de limoneno
diminui rapidamente com o desenvolvimento da planta, engaamncentracdo de
mentona aumenta. Nas etapas posteriores, estes componentes diminuem para o

mentol converter-se no constituinte predominante.

2.3.2. Atividade inseticida e modos de acdo dos 6leos essenciais

Oleos essenciais sdo bons penetrantes guaentam sua propria
biodisponibilidade e a de produtos co-administrados. Estas propriedades estao
relacionadas com a interrupcao das bicamadas lipidicas das células. Além disso, um
namero de compostos presentes nos 0leos essenciais sdo inibidores dos citocromos
Psso em insetos, responsaveis para o metabolismo de fase | de xenobidticos,
incluindo inseticidas (REGNAULT-ROGER, et al., 2012).

Varios monoterpenos contidos nos 6leos essenciais sdo neurotoxicos para 0s
insetos. Huignard et al. (2008) descrevem varios tipos de receptores, inclgindo o
neuronais (GABA), que sdo os sitios de destino dos compostos. Octopamina é um
alvo da atividade dos Oleos essenciais nos insetos. A octopamina € uma amina
biogénica multifuncional de origem natural e desempenha papel chave como
neurotransmissora, neuromoduladora e neurohormdnio no sistema de invertebrados.
Compostos de 6leos essenciais causam intoxica¢des de forma aguda ouesubleta
insetos e em alguns vertebrados. Este fato deve-se ao destino octopamenérgico
desses compostos nos insetos, que atuam no bloqueio dos receptores de octopamina
(ENAN, 2001, 2005b).

A partir de experimentos eletrofisiologicos, Price e Berry (2006) mostraram
que o eugenol inibe a atividade neuramaim namero de monoterpenos também atua
sobre a acetilcolinesterase (KOSTYUKOVSKY, et al., 2002). Estes trabalhos
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confirmaram que a atividade inseticida dos 6leos essenciais € devida a varios
mecanismos que afetam mudltiplos alvos, alterando de maneira eficaz a atividade
celular e os processos bioldgicos de insetos.

Muitos Oleos essenciais tém propriedades inseticidas e acaricidas, contendo
vasto espectro de atividade contra diferentes tipos de artropodes. Isto se deve ao fato
de os Oleos essenciais derivados das plantas apresentarem multiplos modos de acao,
incluindo atividade repelente e antialimentar; inibicdo da respiracdo e muda; reducao
do crescimento e fecundidade; destruicAo da cuticula; e atividade na via
octopaminica no sistema nervoso cenif@MAN, 2000 KOSTYUKOVSKY et al.,

2002 AKHTAR e ISMAN, 2004).

Véarios 6leos essenciais tém sido avaliados contra insetos de produtos
armazenadosPor exemplo, Sitophilus zeamais(Coleoptera: Curculionidae) e
Tribolium castaneum(Coleoptera: Tenebrionidae) foram susceptiveis ao Oleo
essencial ddllicium difengpi(Schisandraceagor via topica (CHU et al., 2011). Da
mesma forma queA. obtectus,ao Oleo essencial d€lausena anisatawilld
(Rutaceae)Callosubruchus maculatuy€oleoptera: Bruchidae), ao 6leo essencial de
Mentha longifolia L., Pulicaria gnaphalodesVentenat (Asteraceae) Achillea
wilhelmsii C. Koch (Asteraceaeyia fumigagdo (NDOMO et al., 2008 KHANI e
ASGHARI, 2013. Também,C. phaseolifoi susceptivelao 6leo essencial da.
calamo (RAHMAN e SCHMIDT, 1999). Sitophilus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae) e Rhyzopertha dominica(Coleoptera: Bostrichida¢ foram
susceptiveis a vapores dos Oleos essenciai€allestemon sieberie Eucalyptus
nicholii (Myrtaceae) I(EE et al., 2004). Ephestia kuehniell&Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) ao 6leo essencial Beettaria cardamomunt.. (Maton) (Zingiberaceae)
(ABBASIPOUR et al, 2011).


http://es.wikipedia.org/wiki/Schisandraceae

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados graos de feija®.(vulgarig cultivar Rainha com teor de
agua de 11,8% de base umida (b.u.) adquiridos na cidade de Vicosa/MG. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia Adamicola
Universidade Federal de VigosampudJFV Vigosa.

3.1. Acanthoscelides obtectus (Say)

Para conducdo dos bioensaios, os insetos foram coletados na cidade de
Vigosa/MG no ano 2012. Os insetos foram criados e multiplicados em frascos de
vidro de 1,5 L, utilizando gréos de feijdo da cultivar Rainha, com um teor de agua de
11,8% b.u. Os frascos com os insetos e feijdo foram mantidos em sala de criacao
climatizada sob condi¢cdes constantes de temperatura (27 + 2 °C), umidade relativa
de 75 + 5% e escotofase de 12 h.

3.2. Obtencéo dos 6leos essenciais

Foram utilizados 6leos essenciais extraidos de cravo da $dieofnaticum
e de canelaQ. zeylanicum Os oleos foram extraidos na Clinica de Doencas de
Plantas do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa
seguindo o método descrito por Jham et al. (2005). Amostras de cravo e canela foram
trituradase do p6 obtido foi extraido, a temperatura ambiente por percolacéo
constante com hexano, até que todos os componentes sollveis em hexano fossem
removidos. O solvente foi evaporado utilizando um evaporador rotativo, sob vacuo, a

35 °C. Os dleos essenciais foram obtidos por hidro destilagéo, durante 6 h.

3.3. Andlise da composicao dos 6leos essenciais

Os oOleos foram analisados no laboratério de Andlises e Sintese de
Agroquimicos da Universidade Federal de Vigosa seguindo o método descrito por
Demuner et al. (2011). Utilizou-se um cromatégrafo a gas Shimadzu GC-17A
(Shimadzu, Japédo) equipado com detector por ionizacdo em chama (C@/DIC)
coluna capilar de silica fundida SPB-5 (30 m x 0,25 mm), espessura do filme de 0,25
pm (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). As temperaturas de injecao e deteccéo foram de
220 e 240 °C, respectivamente. O fluxo de gas de arragt®@g99% de pureza,

Air Products, Brasil) foi de 1,8 mL mifh A temperatura inicial do forno da coluna
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foi de 40 °C por 2 min e atingiu 240 °C a uma taxa de aquecimento de 3 *Cnain
gualpermaneceu por 15 min. As inje¢des foram realizadas com volume de 1 pL (1%
m/v em CHCI,), com razao deplit de 1:10 e presséo da coluna de 1R8 k

A identificacdo dos componentes também foi realizada segundo método
proposto por Demuner et al. (2011). Utilizou-se um cromatografo a gas Shimadzu
GC 17A (Shimadzu, Japéo) equipado com coluna capilar de silica fundiéaZnB-
m x 0,25 mm), espessura do filme de 0,25 um (J&W Scientific, EUA), acoplado a
espectrometro de massas GCMS-QP5050A. As temperaturas de injecdo e deteccao
foram de 220 e 240 °C, respectivamente. O fluxo de gas de arraste (He, 99,999% de
pureza, White Martins, Brasil) foi de 1,8 mL rifirA temperatura inicial do forno da
coluna foi de 55 °C por 2 min e atingiu 240 °C a uma taxa de aguecimento de 3 °C
min™, na qual permaneceu por 30 min. As injecdes foram realizadas com volume de
1 uL (1% m/v em CH,Cl,), com raz&o dseplit de 1:10 e pressao da coluna de 118
kPa. O espectrometro de massas operou com ionizagéo por impacto eletronico de 70
V e varredura de 40 a 500 m/z. A identificacdo foi feita baseada no indice de
retencdo e também por comparacdo do seu espectro de massa com os dados de

referéncia a partir da base de dados dos equipamentos.

3.4. Toxicidade do Oleo essencial de cravo e canela pAnthoscelides obtectus

Foram utilizadas doses puras (sem diluicdo) de cada Oleo essencial.
Inicialmente, foram realizados testes preliminares para estimar a doses nas quais nao
ocorresse mortalidade dos insetos (extremo inferior) e doses em que ocorresse maior
mortalidade (extremo superior). Cada 6leo essencial foi aplicado com o auxilio de
uma microsseringa de 25 pL (Hamilton, Reno, NV, EUA) em 200 g de feijao
contidos num frasco de vidro de 0,8 L. Os frascos contendo feijdo com 6leo fora
agitados por 60 s com a finalidade de dispersar o 6leo na massa de grdos. Foram
utilizadas quatro repeticoes com 25 insetosAdebtectusndo-sexados com idade
variando entre um a trés dias, que constituia a unidade experimental, para cada
concentracdo. O controle foi realizado de maneira semelhante, entretanto sem a
presenca dos 0Oleos.

Estes frascos foram mantidos em camaras climaticas do tipo B.O.D. (modelo
347 CD, Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil), a temperatura de 27 + 2 °C, por um periodo
de tempo de 24 h na auséncia de luz. Ao final do periodo de exposigéo, foi

contabilizado o nimero de insetos mortos. Os dados de toxicidade foram submetidos
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a andlise de probit, utilizando-se o procedimento PROBIBaftware SAS (SAS
Institute, 2002), gerando assim as curvas de doses-mortalidade.

3.5. Bioensaios de taxa instantanea de crescimentg (r

Este ensaio foi estabelecido utilizando-se um delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticbes. Cada unidade experimental foi constituida por
um frasco de vidro com capacidade de 0,8 L, contendo 200 g de grdos de feijao
isentos de infestacdo e inseticida. Posteriormente, os grdos de feijao foram
submetidos aos tratamentos com o0s 6leos essenciais nas doses (DL) de 2,80; 5,54;
8,88; 14,22; 28,09L e 4,26; 6,93; 9,70; 13,60; 22,17 uL para cravo e canela,
respetivamente. Todas as doses de 6leo foram aplicadas diretamente sobre os graos
de feijdo com uma microsseringa (Hamilton, Reno, NV, EUA), tendo sido os graos
homogeneizados por 60 s. No tratamento controle, os grdaos nao foram tratados. Em
seguida, foram acrescentados 25 insetos ndo-sexados em cada frasco, com idade
entre umatrés dias ap0s a emergéncia. Posteriormente, os frascos foram fechados
com tecido tipo organza. Apos a infestacdo dos frascos, estes foram armazenados em
camaras climaticas do tipo B.O.D. (modelo 347 CD, Fanem, S&o Paulo, SP,8Brasil)
27 = 2 °C, umidade relativa de 70 + 5% e 24 h de escotofase. Apos 45 dias, foi
avaliado o numero de insetos vivos. A taxa instantanea de crescimento populacional

(r;) foi calculada, utilizando a Equacéo 1, proposta por Walthall e Stark (1997).

N
In| —" Eq. 1
NO
[ =———=

! At
Em que:
ri = Taxa instantanea de crescimento populacional;
Ni = Numero final de insetos vivos;
Ni = NUumero inicial de insetos vivos; e

AT = Variagdo de tempo (numero de dias em que o ensaio foi realizado).

3.6. Bioensaios da taxa de desenvolvimento populacional
Cada unidade experimental foi constituida por um frasco de vidro com
capacidade de 0,8 L, contendo 200 g de grados de feijdo, isentos de pragas e

inseticida. Posteriormente, os graos de feijao foram submetidos aos tratamentos com

12



os 6leos essenciais nas DL de 2,80; 5,54; 8,88; 14,22; A8,@94,26; 6,93; 9,70;

13,60; 22,17 pL para cravo e canela, respetivamente; estas doses foram estimadas
por meio dosoftware SAS. Todas as doses de 6leo foram aplicadas diretamente
sobre os graos de feijao (ILBOUDO et al., 2010) com uma microsseringa (Hamilton,
Reno, NV, EUA), tendo sido os graos homogeneizados por 60 s; no tratamento
controle, os grédos nao foram tratados. Em seguida, foram acrescentados 25 insetos
nao-sexados em cada frasco com idade entre um a trés dias ap0s a emergéncia.
Posteriormente, os frascos foram fechados com tecido tipo organza. Depois de
colocados os insetos, os frascos foram armazenados em camaras climaticas do tipo
B.O.D. (modelo 347 CD, Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil) a 27 + 2 °C, umidade
relativa de 70 + 5% e 24 h de escotofase para a oviposi¢cdo. Depois de 15 dias, 0s
insetos foram removidos, de acordo com o método descrito por Trematerra et al.
(1996). Quatro repeticdes foram utilizadas para cada dose. A progénie;um (F
adulta, obtida no substrato de alimentacdo, foi contabilizada e removida em dias
alternados, a partir da primeira emergéncia. No caso de feijdo exposto ao 6leo de

canela aos 33 dias e 35 dias para o feijao exposto ao 6leo de cravo.

3.7. Avaliagdo da persisténcia da atividade inseticida dos 6leos

A persisténcia foi avaliada adaptando os métodos descritos por Illboudo et al
(2010)e Ngamo et al(2007).Para cada 6leo essencial, 40 frascos de 0,8 L contendo
200 g de feijdo foram tratados com a ;RLusando o protocolo descrito
anteriormente. Desde a data do tratamamtdal e a cada 48 h, 25 insetos adultos
com idade entre um a trés dias foram inoculados em quatro frascos para cada 6leo
essencial. O mesmo numero de frascos sem tratamento (controle) foi estabelecido.
Depois de 24 h os insetos mortos eram contados e a porcentagem de mortalidade foi
determinada. Foram introduzidos novos insetos adultos até que o nivel de
mortalidade fesesimilar nos frascos tratados (para cada 6leo essencial) aos frascos
do controle com a finalidade de determinar por quanto tempo a atividade inseticida

de cada 6leo essencial se manteria.

3.8. Avaliagéo da repeléncia
Neste ensaio foi utilizada uma arena formada por cinco caixas plasticas
circulares (9 cm de diametro e 8 cm de altura), sendo a caixa central interligada

simetricamente as demais por tubos plasticos de 12 cm, dispostos diagonalmente
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conforme método proposto por Fouad et al. (2012). Foram impregnados 200 g de
feijdo com os 6leos e gréos de feijdo controle (sem @dodam distribuidos em

dois recipientes simetricamente opostos de cada arena. Na caixa central liberaram-se
50 adultos, ndo-sexados, Aeobtectuse apds 24 h, contou-se 0 numero de insetos
por recipiente. Para realizacdo dos testes, utilizou-se as DL de 2,80; 8,88; 28,09 uL e
4,26; 9,70; 22,17 pL para cravo e canela, respetivamente, e cada teste foi repetido

quatro vezes.

3.9. Perda de massa dos graos

A perda da massa dos gréaos foi determinada a partir do teste daetaxa d
desenvolvimento populacional. Pa&obter este dato foi necessario pesar o feijao e
os frascos ao inicio do experimento assim como ao final (48 dias depois de iniciado o
ensaio), e desta maneira determinou-se a redugdo da massa das sementes em cada

uma das doses dos respectivos 6leos essenciais.

3.10. Anédlises estatisticas

Os dados de toxicidade foram submetidos a andlise de probit, utilizando-se o
procedimento PROBIT dgoftware SAS (SAS Institute, 2002), gerando assim as
curvas de doses-mortalidade. Os dados da taxa instantdnea de crescimento
populacional () foram submetidos a analise de covariancia (tratamento com os 6leos
essenciais e controle), tendo como covariavel as doses, utilizando-se o PROC GLM
com procedimento de ANCOVA (SAS Institute, 2002). Finalmente, andlise de
regressao, utilizando-se o Sigma Plot (SPSS, 2001) foi feita para a analise de perda
da massa dos graos, desenvolvimento e persisténcia; a repeléncia foi submetida
ANOVA e teste t.
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4. RESULTADOS
4.1. Principais componentes dos 0leos essenciais

Os resultados das analises cromatograficas emastr que 0s principais
componentes do Oleo essencial de cravo eram eugenbh{G;) com 90,40%e -
cariofileno (GsH»4) com 9,60%, ja o 6leo essencial de canela era composto por
92,94% de eugenol e 7,06% fleariofileno.

4.2. Toxicidade do 6leo essencial de cravo e canela pAnhoscelides obtectus

Os resultados das curvas de dose-mortalidadA. debtectusexpostos aos
Oleos essenciais de cravo e canela sdo apresentados na T&eledultados dos
bioensaios de doses-mortalidade parabtectusmostraram baixos valores de qui-
quadrado (x°) (<9,30) e valores elevados @e(>0,05), indicando adequacéo dos
dados ao modelo probit para a estimativa das curvas de doses-mortalidade.

Observou-se que &L necessérias para ocasionar a mortalidade dos adultos
de A. obtectusvariaram de acordo com o tipo de 6leo. Ass{d Dlgs para o 6leo
essencial de cravo foram 8,88 pl38,94 UL, e para o 0leo essencial de canela as
DLsoe DLgs foram 9,71 ple 27,97 uL, respectivamente. Verificou-se sobreposicao
nos intervalos fiduciais entre os 6leos essenciais de cravo e canela para ddhbas as
As inclinacdes das curvas de dose-mortalidade variaram entre os 6leos, sendo menor
(2,56 + 0,22) para o Oleo essencial de cravo e maior (3,58 + 0,46) para o 0leo

essencial de canela.
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Tabela 1.Toxicidade relativa do 6leo essencial de Cra@anela pard. obtectus.

o N° de Inclinacdo ’DLso (IF 95%) DLgs (IF 95%) , 5
eo

Insetos (+ EPMY (UL/200g feijio) (uL/200g feij&o) 4
Cravo 600 2,56 + 0,22 8,88 (7,92- 9,84) 38,94 (31,75 51,30) 6,14 0,19
Canela 600 3,58 + 0,46 9,71 (7,59- 11,59) 27,97 (21,49 45,99) 9,25 0,06

'EPM = Erro padréo da médfL = Dose letal; IC 95% = Intervalo fiducial a 95% de probabilidatie; Qui-quadradoP = Probabilidade.
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4.3. Bioensaio de taxa instantadnea de crescimento populaciong) (r

Na Figura 1 sdo apresentados os valores de taxa instantanea de crescimento
(ri) de A. obtectusexpostas aos 6leos essenciais de cravo e canela em diferentes
doses. Airde A. obtectudoi influenciada significativamente entre as doses aplicadas
do 6leo essencial de canela<r0,92 F; 5= 196,15, P<0,0001) e também entre as
doses do 6leo essencial de cravo=r0,89 Fi10 = 150,84 P<0,0001). A taxa
instantanea de crescimento Ae obtectusdecresceu a medida que se aumentou a

dose aplicada para ambos os 6leos essenciais, apés 45 dias.
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Figura 1. Taxa instantanea de crescimentoAdmnthoscelides obtectexpostos a
graos de feijao tratados com 6leos essencia@Gmemomum. zeylanicum
(canela)e Sysygium aromaticueravo) em funcdo da Qb, DLso, DLso,

DL~ e DLgo por um periodo de 45 dias.

4.4. Taxa de desenvolvimento populacional
As curvas de regressao que descrevem o comportamento da emergéncia diaria
de A. obtectusxpostos aos 6leos essenciais de cravo e canela nas diferentes doses,

apos 48 dias, sédo apresentadas nas Figuras 2 e 3.
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O modelo sigmoidal foi o que melhor se ajustou para a emergéncia diaria de
A. obtectusexpostos ao 6leo essencial de cravo (Figura 2 e Tabela 2); ndo ocorreu
emergéncia na D de cravo.Ja para o Oleo essencial de canela, o modelo
Lorentzian e polinomial foram os que melhores se ajustaram para a emergéncia
diaria dos adultos dA. obtectugFigura 3 e Tabela 2) sendo, portanto, utilizados.
Foram verificadas diferengas significativas na emergéncia diaria. debtectus
expostos aos Oleos essenciais de cravo e canela nas diferentes doses aplicadas.

Em relacéo ao 6leo essencial de cravo, as curvas de emergéncia dfaria de
obtectusexpostos as Dl (2,80 L) e DLso (5,54 uL) apresentam semelhanca entre
si, sendo que a maxima emergéncia diaria foi observada entre oito e dez dias, ap0s o
inicio da emergéncia (Figura 2). O maior numero de individuos emergidos na
presenca do Oleo essencial de cravo foi verificado nos frascos contendo gréos de
feijio expostos cordL1o(2,80puL). Insetos expostosBLsg (8,88 L) e DLyg(14,22
uL) requereram entre 10 e 12 dias, ap0s o inicio da emergéncia, para alcancarem a
maxima emergéncia diaria. Nao foi constatada emergéncia diarfa dbtectus
expostos DLgo(28,08uL) apds 48 dias. A curva de emergéncia diaria maxima dos
insetos no controle foi registrada entre seis e oito dias apos o inicio da emergéncia. A
medida que se aumentou as doses letais dos 0leos essenciais de cravo e canela,
observou-se uma reducgéo na emergéncia dida dbtectugFigura 2 e 3).

J& para ao 6leo essencial de canela, as curvas de emergéncia diria de
obtectusexpostos as Df (9,71 ulL), DLz (6,93 puL) e DLyo (4,25 uL) foram
semelhantes. Insetos expostos a essas doses requereram seis dias, ap0s o inicio da
emergéncia didria, para alcancarem a maxima emergéncia diaria. O maior numero de
individuos emergidos na presenca do 6leo essencial de canela foi observado nos
frascos contendo gréos de feijdo expostos com @l25A curva de emergéncia
diaria maxima deA. obtectusexpostos a dose de 13,60 foi alcancada oito dias
apos o inicio da emergéncia. Nao foi constatada emergéncia diddiaaidectus
expostos a dose de 22,1d apds 48 dias. Em relacdo ao controle, a curva de
emergéncia diaria maxima dos insetos foi registrada entre quatro e seis dias, apés o

inicio da emergéncia.
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Figura 2. Emergéncia diaria dAcanthoscelides obtectiexpostos ao contato de
Oleos essenciais d&yzygium aromaticurfcravo)e sem a presenca dos
Oleos (controle) em funcdo da BL(2,80 uL), DL3g (5,54 uL), DLso
(8,88uL), DL7o (14,22uL) e DLgo (28,08uL) por um periodo de 48 dias.
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(9,71pL), DL7o (13,6QuL) e DLgo (22,14uL) apos de 48 dia$.
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Tabela 2.Equacdes ajustadas para as curvas de emergéncia acumulada e emergénciddaribadeelides obtectus.

Parametros estimados (xEPM)

Oleo Modelo Doses (iL) - _ G.L.erro F P R?
Controle 189,48+26,17 1,67+0,31 4,67+0,17 10 57,70 <0,0001 0,94
4,25 122,8%13,16 2,40%0,36 6,17+0,29 10 43,30 <0,0001 0,92
conen | YRIHOOXONDY'2) 6,93 93,2948,92  2,21#0,30  5,70+0,24 10 55,14 <0,0001 0,94
9,71 63,04+6,48 2,41+0,35 5,84+0,29 10 45,77 <0,0001 0,92
13,60 15,54+1,54 2,22+0,31 7,72+0,25 10 53,71 <0,0001 0,63
y=y0+a*x+b*x"2 22,14 -0,52+0,42 0,33+0,11 -0,02+0,01 10 4,93 0,0462 0,58
Controle 216,89+27,17 1,51+0,25 7,14+0,09 10 122,31 <0,0001 0,97
2,80 93,06+14,31 2,53%£0,55 8,351+0,41 10 20,38 0,0012 0,85
y=al(1+((x-x0)/b)*2) 5,53 73,48+12,65  1,82:0,44  8,85+0,21 10 34,19 0,0002 0,90
Cravo 8,88 28,24+2,79 2,04+0,29 11,04+0,15 10 86,36 <0,0001 0,96
14,22 4,70x0,52 1,75+0,28 11,72+0,26 10 36,25 <0,0001 0,66
28,09 . . . . . .

G.L. erro = Grau de liberdade do erro; F = TestE E;Probabilidade; R= Coeficiente de determinacdo. Todos os parametros estimados foram

significativos a P<0,01 pelo teste t-Student.
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4.5. Persisténcia da atividade inseticida dos 0leos essenciais

Apresenta-se, na Figura 4, as curvas de regressdo que descrevem o0
comportamento da dissipacdo dos Oleos esséncias de cravo e canela nos graos de
feijdo com o aumento dos dias de exposicdo, apds a aplicacdo, sobre a mortalidade
de A. obtectusA susceptibilidade dA. obtectusaos 6leos essencids aromaticum
DL100(71,86 pL) eC. zeylanicunDL100(43,35 pL) variaram significativamente com
0 aumento dos dias de exposicdo dos insetos ap6s a aplicAga®,@3; F 3 =
420,76 P<0,0001 e 7= 0,97; k3 = 1123,82 P<0,0001, respectivamente). Nota-se
reducdo na mortalidade de obtectuscom o aumento do tempo e a exposi¢cdo dos
insetos aos graos tratados (Figura 4).
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Figura 4. Reducdo da porcentagem de mortalidade com o passar do tempo de
adultos @ Acanthoscelides obtectusxpostos ao contato de Oleos
essenciais d€innamomum zeylanicufoanela)e Syzygium aromaticum
(cravo) na Dhoo (43,35 pL) para 6leo de canela e (71,86 pL) para oleo

de cravo.
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4.6. Avaliagédo da Repeléncia

N&o foi observada diferenca significativa na atividade repelente para o 6leo
essencial de cravo entre as arenas tratadas e néo tratadas (controle),
independentemente da dose utilizadad92,80 uL) (t = -1,37P<0,218); Dlso (8,88
uL) (t = 0,21;P<0,837) e Dl (28,09 uL)(t = -0,21;P<0,838) apds 24 h (Figura 5).

J& para o 6leo essencial de canela, a atividade repelentéAsoltectusna
DLgo (22,14 pL) variou significativamente entre as arenas tratadas com o 6leo e nao
tratadas (controle) & -7,84;P< 0,0001) apos 24 h. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa na atividade repelente do Oleo essencial de canela entre as arenas
tratadas e néo tratadas nasp(9,71 pL)(t = -3,53;P<0,012) e Dho (4,25 plL)
(t=-2,10;P< 0,080) apds 24 h (Figura 6).
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Graos nao tratado: Graos tratados

(28,09 uL)
n.s. (DLoo)
8,88 L
n.s. (DLso)
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n.s. (DLyg)
50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50

Figura 5. Preferéncia%) de Acanthoscelides obtectass graos de feijdo tratados com Oleo essenciByzggium aromaticuiftravo) na
DL1o (2,80 puL), DL5p(8,88 pL) eDLgo (28,09 pL) por um periodo de 24 h.
n.s.=valores nao significativos a 5% de probabilidade por tepte®,0001)
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Graos nao tratado: Graos tratados
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Figura 6. Preferéncia%) de Acanthoscelides obtectws grdos de feijao tratados com o6leo essenci&@imeamomum zeylanicum
(canela) ndLp (4,25 pL), Dlsp(9,71 puL) e Dlyo (22,14 pL) por um periodo de tempo de 24 h.
*valores significativos

n.s. = valores nao significativos a 5% de probabilidade pelo tgstD{q001)
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4.7. Perda de massa dos graos

As curvas de regressao que descreveram o comportamento da perda de massa
de graos de feijdo expostos aos 6leos essenciais de cravo e canela nas diferentes
doses apoOs 48 dias de armazenamento sdo apresentadas na Figura 7. A perda de
massa dos graos de feijao foi influenciada significativamente entre as doses dos 6leos
essenciis de cravo (= 0,73; f.10= 49,41;P<0,0001) e de canela®& 0,60; F 10=
27,19;P<0,0001) apos 48 dias. Para o feijao tratado com 0Oleo essencial de cravo a
perda média de massa foi de 6,6%, e no controle de 9,6%; ja para 0s ensaios com
Oleo essencial de canela a perda média foi de 6,8% e 9,2% para os tratamentos e

controle, respetivamente.
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Figura 7. Perda de massa dos graos de grao de feijao tratados ou nao (controle) com
Oleos essenciais d€innamomum zeylanicunfcanela) e Syzygium
aromaticum(cravo) nas Dly, DL3p, DLsg, DL7g € DLgg, Na presenca de

Acanthoscelides obtectpsr um periodo de exposicao de 48 dias.
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5. DISCUSSAO

Oleos essenciais de plantas apresentam um potencial uso para o controle de
pragas de grdos armazenados. Sua eficacia depende de fatores como dose, espécie de
insetos, superficie de aplicacdo, via de penetracdo, método de aplicacdo e
composicao do 6leo. Este ultimo fator depende da fonte, estacdo do ano, condi¢bes
ecoldgicas, método e tempo de extracdo e parte da planta utilizada (DON-PEDRO,
1996; LEE et al., 2001

Segundo Bakkali et al. (2008), os monoterpenos agfmoléculas mais
representativas, que constituen¥®0os 6leos essenciais, caracterizando-se por dois
ou trés grandes componentes em concentragdes relativamente altas (20-70%) em
comparagdo com 0S outros compostos presentes em quantidades inferiores
Geralmente, estes componentes principais determinam as propriedades bioldgicas
dos dleos essenciais, podendo ser uma fonte alternativa de materiais para o controle
de insetos de grédos armazenados.

Neste estudo, os resultados mastraque 0s maiores componentes do 6leo
essencial de cravo sdo eugenolz,0,) com 90,40% e 9,60% de-cariofileno
(CisH24) € para o Oleo essencial de canela 92,94% de eugenol e 7,06% de
cariofileno. Trabalhos feitos por Trajano et al. (200)aieb et al. (2007) Eichi et
al. (2007) mostram que o0s principai€ompostos destes 6leos sdo eugengt e
cariofileno, corroborando com os resultados deste trabalho.

Observou-se neste estudo que o0s Oleos essenciais de cravo e canela
apresentaam atividade inseticida por contato sobre adultos Ale obtectus
Resultados semelhantes foram obtidos em estudos feitos por Phillips e Appe) (2010b
no quais verificaram que o eugenol foi mais téxico por contato do que como
fumigante paraBlattella germanica(Blattodea: Blattellidae).Tal fato pode ser
explicado pela presenca de monoterpenos como eugenol, que estd presente em
grandes quantidades nos 6leos essenciais testados.

Estudos feitos por Dayan et. d2009) sugeriram que o eugenol é um
composto com caracteristicas de inseticida de contato e acdo rapida contra varias
espécies de artropodes. Evans (1981) assegurou que o eugenol tem efeito especifico
sobre os receptores de octopamina (monoamina que atua como neuro-hormonio,
neuromodulador e neurotransmissor em invertebrados) e exerce suas propriedades
inseticidas através desta acdo. Salinas et al. (2012) demostraram que monoterpenos

presentes enTagetes ssp(Asteraceae), entre el@gscarofileno, tem efeito toxico
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para insetos e acaros. Da mesma forma, Lee et al. (2008) observargfh que
carofileno é altamente toxico paBaoryzaevia fumigante e contato residual. Kafle e
Shih (2013) indicaram que eugenolseariofileno sdo toxicos para a formiga
invicta, ao contato.

Do mesmo modo, a atividade neuroinsecticida de eugendPesiplaneta
americana (Blattaria Blattidae) Camponotus pennsylvanicusDe Geer
(Hymenoptera: Formicidae) B germanicafoi demostrada por Enan (2001). Chang
et al. (2002) revelaram a susceptibilidade Glgptotermes formosanudsoptera:
Rhinotermitidag ao ser exposta diretamente ao eugenol; a toxicidade de Oleo de
cravo para formigas foi atribuida ao eugenol por Park et al. (2005).

O efeito inseticida de cravo papPadiculus capitigPhthiraptera: Pediculidae)
foi demostrado por Yang et al. (2003). Da mesma maneira, Huang et al. (2002)
demostraram que o eugenol tambem é eficaz contra varias espécies de coledpteros
como S. zeamaise T. castaneum Em estudo semelhante, Kim et al. (2003)
mostraram que o 6leo essencialCienamomunssp e Eugenia caryophyllatdS.
aromaticum) causaram a mortalidade d& oryzaee Callosobruchus chinensis
(Coleoptera: Bruchidae) apdés um dia de terem sido expostos aos 6leos contato.

A susceptibilidade deA. obtectuspara os 6leos essenciais também foi
demostrada por Regnault-Roger et(4993) e Regnault-Roger (1997). Foi mostrado
que os Oleos delriganum majoranal. (Lamiaceag) Thymus serpyllumL.
(Lamiaceae)lavandula hybrida(Lamiaceag) Rosmarinus officinaligLamiacea¢
sdo toxicos para esse inseto. Jovanovic et al. (2007) mostraram gbeéectusé
altamente susceptivel ao contato com extrato&/iiea dioica L. (Urticaceae)e
Taraxacum officinaleL. (Asteraceae); e a monoterpenos fendlicos (REGNAULT-
ROGER, 2002a). Além disso, Roeder (1992) sugeriu que os monoterpenoides séo
altamente seletivos aos insetos devido ao fato de o sistema receptor de octopamina
estar presente em animaigonmamiferos, o que faz dos Oleos essenciais uma
alternativa para o uso na protecdo de gréos armazenados.

A atividade biologica dos Oleos essenciais deve-se a sua capacidade de
manter ativos seus compostos por um tempo determinado. Segundo Regnault-Roger
et al. (2002b)o curto periodo em que os 6leos essenciais permanecem @tivos
devido ao fato de suas moléculas serem compostos vegetais que pertencem aos
grupos de monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos que sao volateis e possuem

baixa foto-estabilidade (degradacéo na presenca de luz). Ainda a persisténcia pode
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variar de acordo com o inseto e a natureza do produto tratado (GOUDOUM et al.,
2013).

Neste estudo a persisténcia diminuiu relativamente num curto periodo de
tempo, perdendo-se totalmente aos 12 dias $assomaticune aos 14 dias par@.
zeylanicumUm fator que pode ter contribuido para o curto periodo de toxicidade foi
o fato de os recipientes com o fejjdo tratado n&o terem sido fechados
hermeticamenteNo trabalho feito por Ngamo et al. (2007), no qual testaram o 6leo
essencial délyptis spicigera(Lamiaceae) par&. maculatusa atividade inseticida
decresceu a zero depois de 12 h da aplicacdo. No entanto, llboudo et al. (2010)
avaliaram o 6leo essencial da mesma espécie e para 0 mesmo inseto e a atividade
toxica caiu a zero somente depois de 10 dias da aplicacdo do 6leo, indicamdo que
metodologia empregada é outro fator a ser considerado para avaliar a persisténcia.

Da mesma forma, Huang e Ho (1998) observaram que os 6leos essenciais
com um alto teor de compostos hidrogenados perdem sua atimdasd@apidamente
gue os que contém principalmente compostos oxigenados. Isto € devido a maior
velocidade de oxidacdo dos monoterpenos hidrogenados, e esta oxidacdo conduz a
reducdo da eficacia inseticida do 6leo (KIM et al., 2002).

Devido a sua volatilidade, os 6leos essenciais tém persisténcia limitada em
condicGes de campo; portanto, sdo considerados seguros para 0 manejo por humanos
e € pouco provavel que ocorra intoxicacdo por contato com seus residuos, como
ocorre com inseticidas convencionais. Por exemplo, Stroh et al. (1998) testaram a
toxicidade na agua de eugenol, um inseticida piretroide e um organofosforado para a
truta arco-iriSOncorhynchus mykigSalmoniformesSalmonidaek verificaram que
o eugenol foi 1.500 vezes menos toxico que o piretroide, e 15.000 vezes menos
téxico que o organofosforado.

Né&o foi constatado efeito repelente do 6leo essencial de cravo para adultos de
A. obtectusnas doses testadas; entretanto, o 6leo essencial de canela apresentou
repeléncia na maior dose (BR)- Esses dados divergem dos obtidos por Trongtokit et
al. (2005) e Prajapati et al. (2005) que apresemt os Oleos essenciais @
Zeylanicume S. aromaticumcomo repelentes para insetos do ordem Diptera
(Anopheles stephensi, Aedes aegyptilex quinquefasciatus Anopheles dirus)
Recentemente Kafle e Shih (2013) mostraram que eugenglcaiofileno
apresentam atividade repelente contra a forn$gainvicta Esta diferenca na

repeléncia destes compostos parabtectussoncorda com Tolozet al. (2006) que
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afirmou que o potencial de uma planta como um repelente varia em diferentes grupo
de hematofagos.

A diferenca na atividade repelente destes Oleos, embora os compostos
principais sejam 0s mesmos, pode ser atribuida a presenca de compostos particulares
em cada 6leo que podem ter um fenémeno sinérgico ou antagdnico e dar uma maior
ou menor bioatividade repelente a estes metabdlitos. Nerio et al. (2010) mostraram
gue os componentes de menor importancia também contribuem para a atividade
repelentee confirmaram a importancia da complexidade composicional em conferir
bioatividade as misturas de terpenoides naturais. Outro fator, pode ser &@&vido
metodologias empregadas para este teste; para avaliar repeléncia existem diferentes
métodos, o que dificulta classifica¢gdodo grau de repeléncia de um 6leo essencial,
ainda que para um mesmo inseto.

A taxa instantanea de crescimento populacionpin{iede a capacidade de
uma populagdoem aumentar exponencialmente em um ambiente; pode ser
considerado um modelo pratico, do ponto de vista experimental, pois apresenta um
rapido resultado, utilizando populacées de insetos conhecidas, em um determinado
periodo de exposicado (WALTHALL e STARK, 1997).

Neste estudo, a mostrou diferenca significativa entre as doses testadas de
cada Oleo essencial. Com o aumento das doses,da A. obtectusdecresceu
significativamente, o que indica que a populacdo deste inseto diminuiu até a
extingdo. Estes dados concordam com um trabalho feito por Ndomo et al. (2008) que
encontrou que a deA. obtectuslecresceu a medida que a dose por contato de 6leo
essencial d€lausena anisatéWilld) aumentou. Assim, a reducao ¢daade ter sido
afetada pelos compostos volateis dos 6leos reduzindo assim a eclosédo das larvas
(SCHMIDT et al., 1991). Outro fator a ser considerado na reducag @ajue,
provavelmente, o breve periodo de sobrevivéncia dos insetos adultos nos graos
tratados com doses altas de 6leos essenwdaidoi suficiente para a oviposicéo,
impedindoa progénie.

Nos resultados obtidos neste trabalho nota-se que no feijao tratado com 6leos
essenciais de cravo e canela, os adultog\.debtectustardaam mais tempo em
emergir em relagdo ao controle. Isto pode ser devido ao fato de os compostos destes
Oleos terem efeitos inibitorios na alimentacdo das larvas recém-emergidas ou
afetaem suas atividades fisiologicallo estudo realizado por Muckensturm et al.

(1982), os autores verificaram que o eugenol diminuiu a alimentacilytdenna

30



unipuncta(Lepidoptera: Noctuidae). Este efeito pode evidenciar também na perda de
massa dos gréos;perda de massa das sementes foi inversamente proporcional ao
namero de adultos emergidos. Segundo Gurusubramanian e Krishna (1996) além da
toxicidade dos vapores dos 6leos essenciais aos ovos de insetos, também foram
observados fortes efeitos adversos na progénie que emerge dos ovos tratados, o que
faria tardar a emergéncia dos adultos.

Os resultados obtidos neste estudo, aliados as informacdes disponiveis na
literatura, confirmam que o uso dos 6leos essenciais de cravo e canela pode vir a ser
uma alternativa viavel no controle de insetos-praga de produtos armazenados,
constituindo-se numa alternativa para a protecdo de gréos de feijdo em pequena
escala, reduzindo o risco de possiveis intoxicacdes para o produtor e o consumidor
dos gréos.

Os 6leos de cravo e canela podem ser utilizados em alternancia com
inseticidas convencionais a fim de diminuir o risco de resisténcia destes insetos aos
inseticidas tradicionais. Além disso, a matéria-prima para obter os 6leos essenciais
pode ser cultivada na mesma propriedade, e estes podem ser obtidos de forma
artesanal pelo produtor, o que facilitaria ainda maigiso para prote;dodos graos

armazenados.
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6. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho e considerando os objetivos propostos,
conclui-se que os Oleos essenciais de cravo e de canela tém efeito inseticida por
contato em adultos dAcanthoscelides obtectwes promovem reducédo na taxa de
crescimento populacional deste inseto. Esta reducdo € proporcional ao aumento d
dose dos dleos utilizada.

O oleo essencial de cravo ndo apresentou efeito repelente sobre os insetos,
enguanto o 6leo de canela apresentou repeléncia somente na maior dose.

A persisténcia dos 6leos essenciais de cravo e canela € reduzida, o que
poderia ser compensado com uma maior frequéncia de aplicacdo oe/ou
armazenamento dos grdos em recipientes hermeticamente fechados.

Trabalhos futuros deverdo ser desenvolvidos com o intuito de explorar o
efeito destes Oleos para estdgios imaturos (ovos, larvas e pupas) desta praga, por
contato e fumigagao.
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