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EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE CRAVO E SEU COMPOSTO MAJORITARIO
SOBRE O COMPORTAMENTO, ECOLOGIA E NUTRICAO DE Sitophilus zeamais L.
E Callosobruchus maculatus

RESUMO

A cultura do milho e do feijdo se destacam como o0s grdos mais produzidos e exportados do
Brasil, desempenhando importancia tanto social como econémica, presente na alimentacao
humana, e na animal devido seu rico valor nutricional. Com o aumento populacional houve
crescimento na demanda, destacando a importancia do armazenamento de grdos, havendo
necessidade de medidas fitossanitarias para minimizar as perdas durando este periodo, por
pragas e doencas que possam reduzir sua qualidade e seu valor comercial. Assim, o presente
estudo objetivou avaliar a bioatividade do 6leo essencial de cravo e o seu modo de a¢do no
manejo de pragas de grdos armazenados. A pesquisa foi desenvolvida no laboratério de
Controle Alternativo de Pragas-LECAP, no Laboratério de Fisiologia de Insetos- UFRPE e no
Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais- LPqQRN-UFAL, Campus Macei6/AL. Por meio
da cromatografia foi identificado o eugenol sendo o composto majoritario do 6leo de cravo da
india, tanto o Gleo essencial como seu composto majoritario apresentaram efeito por contato,
fumigacdo e repeléncia sobre o Sitophilus zeamais e o Callosobruchus maculatus em diferentes
concentracOes letais. Além do composto majoritario ser letal em diferentes concentracdes,
também promoveu alteragdes nos pardmetros nutricionais de S. zeamais.

Palavra-chave: Syzygium aromaticum; Eugenol; Gorgulho



EFFECT OF CLOOVE ESSENTIAL OIL AND ITS MAJOR COMPOUND ON THE
BEHAVIOR, ECOLOGY AND NUTRITION OF Sitophilus zeamais L. AND
Callosobruchus maculatus

ABSTRACT

The culture of corn and beans stand out as the most produced and exported grains in Brazil,
playing both social and economic importance, present in human and animal food due to its rich
nutritional value. With the population increase, there was an increase in demand, highlighting
the importance of grain storage, with the need for phytosanitary measures to minimize losses
during this period, due to pests and diseases that can reduce their quality and commercial value
Thus, the present study aimed to evaluate the bioactivity of clove essential oil and its mode of
action in the management of stored grain pests. The research was developed in the Laboratory
of Alternative Pest Control-LECAP, in the Laboratory of Physiology of Insects-UFRPE and in
the Laboratory of Research in Natural Resources-LPgRN-UFAL, Campus Maceio/AL.By
means of chromatography, eugenol was identified as the major compound of clove oil, both the
essential oil and its major compound showed effect by contact, fumigation and repellency on
Sitophilus zeamais and Callosobruchus maculatus at different lethal concentrations. In addition
to the majority compound being lethal at different concentrations, it also promoted changes in
the nutritional parameters of S. zeamais.

Keyword: Syzygium aromaticum; Eugenol; Weevil
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1. INTRODUCAO GERAL

A capacidade de producdo agricola é uma das principais bases da economia do Brasil,
com destaque na producdo de grdos, por ser considerado o quarto maior produtor do mundo,
destacando a maior producdo de graos nos estados Mato Grosso, Parana e Rio Grande do Sul,
sucesso esse, que se da principalmente, pelo clima favoravel, a sua grande extensao territorial,
e inclusdo de novas tecnologias para manejo da lavoura (LOURENA et al., 2020). De acordo
com 0 2° Levantamento da safra de grdos 2020/21, divulgado pela Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), a producdo chegou a 268,9 milhdes de toneladas de gréos,
correspondendo a 11,9 milhdes de toneladas, 4,6% a mais do que a safra de 2019/2020
(CARNEIRO, 2020).

Porém, este desempenho ndo estd sendo acompanhado pela capacidade estatica de
armazenamento do pais, que desempenha grande importancia para a comercializacdo de
produtos agricolas, ja que, ao utilizar-se do processo de armazenagem, o produtor tem a
possibilidade de negociar os produtos em periodos de entressafra, com precos mais atrativos,
reduzindo os custos diretos e indiretos, que, no periodo de safra, em geral, sdo muito altos
(SILVA NETO etal., 2019).

Por estarem sujeitos ao ataque de agentes patogénicos e de pragas que afetam
severamente a saude, a qualidade e a durabilidade dos grdos, bem como, podendo ocasionar
perdas significativas para o produtor, 0 armazenamento, é visto como uma das etapas mais
importantes e indispensaveis dentro da pds-colheita de grdos e sementes, pois, além de
armazenar, mantém a qualidade dos gréos durante este periodo (SILVA et al., 2021).

Umas das alternativas, mais utilizadas para o controle de insetos-pragas em gréos
armazenados € o controle quimico, por meio da utilizagdo da técnica de fumigacgéo, que embora
seja considerado eficaz e confiavel, os agrotdxicos sintéticos, apresentam desvantagens, como
0 alto custo, ndo biodegradavel e os efeitos prejudiciais aos seres humanos e ao meio ambiente.
Diante deste fato, os agricultores vem sendo incentivados a procurarem uma alternativa que
fosse eficiente, ecologica e economicamente viavel (SINGH et al., 2021).

Em busca de um controle que ndo deixe residuos, que cause um menor ou nenhum
impacto ambiental, diversas pesquisas com inseticidas botanicos tém sido desenvolvidas e
alguns produtos formulados a partir de plantas, ja tem sua acdo inseticida comprovada, agindo
de forma atraente ou repelente, sendo assim uma alternativa para o manejo integrado de pragas
de grdos armazenados (SILVA; DE FARIAS. 2020).
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Os 6leos essenciais possui componentes que sdo metabdlitos secundarios que podem ser
extraidos de diversas partes das plantas, possuem composicdo quimica complexa pela presenca
de compostos bioativos e garantem aos vegetais vantagens adaptativas no meio em que estdo
inseridos, seus constituintes podem agir sobre o sistema nervoso dos insetos, causando efeitos
toxicoldgico e repelente, alterando o desenvolvimento do inseto, reduzindo sua alimentagdo
(ALBIERO et al., 2020; SILVA et al., 2019).

Pesquisas comprovam a acdo inseticida, derivada da extracdo do 6leo essencial de
diferentes espécies vegetais, em coledpteras a mortalidade e a acdo repelente sdo demonstradas
por pesquisadores utilizando Oleos essenciais de Cinnamodendron dinisii Schwanke
(Canellaceae); Schinus molle L (Anacardiaceae); Lippia alba (Verbenaceae); Cymbopogon
citratus (Poaceae); Croton blanchetianus (Euphorbiaceae) (VEDOVATTO, F., et al 2015;
ARIAS et al.,2017; GUERRA et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Os 0leos essenciais extraidos do cravo da india tém despertado particular interesse por
causa de suas promissoras atividades inseticidas contra vérias pragas de produtos armazenados,
que comprovadamente controlam adequadamente os insetos pragas, como o gorgulho do milho
Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) e o Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tenebrionidae, esse leo essencial tém acdo neurotdxica tanto como fumigantes quanto como
inseticidas de contato e seus metabolitos podem atuar sobre uma variedade de alvos
moleculares, incluindo a inibicdo da acetilcolinesterase (VITERI JUMBO et al., 2018).

Diante do exposto objetivou-se avaliar a bioatividade do 6leo essencial de cravo e o seu

modo de acdo no manejo de pragas de grdos armazenados.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.  Gréos Armazenados

A crescente demanda por alimento devido ao aumento populacional, torna relevante o
tema producdo e armazenamento de gréos tanto em nivel nacional como internacional, em busca
de um melhor aproveitamento, dando maior durabilidade e mantendo suas caracteristicas e
qualidades primarias, evitando assim, perdas com um melhor retorno financeiro para o produtor
(BARONI et al., 2017).

O Brasil se destaca no cenario mundial, quando se trata de agricultura, devido sua
crescente expansao na producdo de gréos, principalmente por causa dos investimentos
realizados em pesquisas e tecnologia na producdo agricola, terras disponiveis, condicfes
climaticas, distancia entre o local da producdo e o seu destino final, politicas publicas macro e
microecondmicas, além da capacidade de trabalho e adaptabilidade dos produtores aos novos
desafios, ajudando a contribuir para a expanséo da balanca comercial (LEITAO et al., 2020).

Destacando-se a producdo de milho e feijdo, que apresenta uma forte disperséo
geografica, sendo produzido em praticamente todo o territério nacional, implicando
diretamente na importancia social e econémica, associada também a moderniza¢do da agriculta,
o0 Brasil destaca-se por produzir uma maior quantidade com uma melhor qualidade de graos
(PELEGRINI et al., 2017). Sendo o terceiro produtor mundial de milho, com uma producao
para a safra 2020/21 de 106.413,5 mil toneladas, representando um incremento de 3,7% em
relacdo ao alcancado na safra passada (CONAB, 2021), perdendo apenas para os Estados
Unidos e China. O aumento das areas de milho se da pela maior rentabilidade ao agricultor em
um menor espaco de tempo, como também, pela valoriza¢do do gréo, devido a reducdo das
tarifas de importagdo, impulsionando a produgdo, colocando o pais a um patamar de maior
competitividade, tornando o milho como segundo grdo mais exportado do pais, perdendo
apenas para soja (SOUZA et al., 2018).

Em relacdo a cultura do feijdo, o Brasil é o 4° maior produtor do mundo, mas nédo esta
entre 0s maiores exportadores, a maior parte da producao € destinada ao consumo interno. A
producdo 2020/21 foi de 1.003,5 mil toneladas, representando uma reducéo de 9,2% em relacéo
ao volume obtido em 2019/20 (CONAB 2021). O seu cultivo é realizado em todo territério
brasileiro desempenhando grande importancia socioecondmica, como importante fonte de
proteina, devido seu rico valor nutricional (SILVA et al., 2018). Silva et al. (2019) destaca o

cultivo do feijao caupi na regido Nordeste, por sua capacidade de produzir sob condicdes de
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déficit hidrico além de apresentar baixo custo de producéo, alto valor nutritivo, e um ciclo curto
de producéo.

A capacidade estatica de armazenamento de gréos néo esta sendo suficiente para suprir
a demanda, devido ao crescimento da producdo no pais, pois além de produzir, € de fundamental
importancia que seja feito o armazenamento de forma correta para conseguir minimizar as
perdas de grdos, juntamente com prejuizos financeiros e logisticos (CARVALHO et al., 2017).
Outrossim, as perdas causadas pelos insetos durante o armazenamento tém ocupado posicédo de
destaque na reducdo da qualidade dos graos, podendo equivaler ou até mesmo superar, aquelas
provocadas pelas pragas que atacam a cultura no campo ocasionando relevantes perdas
econdmicas (PROCOPIO et al., 2015).

2.2. Pragas de Graos Armazenados

Com o aumento da producdo global de gréos, fica evidenciado a necessidade de
investimentos, manutencao e gestdo eficaz nos armazéns, para melhoria das estruturas de apoio
ao sistema poés-colheita. O processo de armazenagem é um grande gargalo, pois influencia
diretamente na negociacdo por melhores precos de mercado, sendo necessario a garantia da
viabilidade dos gréos até a venda (ZIEGLER et al., 2021).

Menegaes et al. (2020), relatam que grdos em condi¢Ges de armazenamento estdo
sujeitos a deterioragdo, cujo grau de perda qualitativa ou quantitativa, estd relacionado com
diversos fatores bidticos e abioticos, assim, o armazenamento de grdos tem como finalidade
preservar as qualidades destes atributos, mantendo-as integra e vidvel por periodos
prolongados.

Entre os fatores bioticos, 0s insetos sdo responsaveis por perdas massivas de grdos
mesmo apos a secagem, destacando as ordens Lepidoptera e Coleoptera que causam as maiores
infestacOes e perdas em gréos armazenados (PEIXOTO et al., 2016).

Dentre os coledpteras o gorgulho do milho, S. zeamais, os adultos medem em torno de
2,0 a 3,5 mm de comprimento, séo de coloragdo castanho-escura, com manchas mais claras nos
élitros, possui cabeca projetada a frente, na forma de rostro curvado, as larvas sdo apodas e
possuem coloracdo amarelo-clara, com a cabecga de cor marrom-escura, e as pupas séo brancas.
O periodo de postura é de 104 dias, e 0 nUmero médio de ovos por fémea é de 282. O periodo
de incubacdo oscila entre 3 e 6 dias, e o ciclo de ovo a emergéncia de adultos é de 34 dias, é
considerado uma das principais pragas da cultura do milho, com distribuicdo cosmopolita,

caracteristico de infestacdo cruzada, que € a sua capacidade de infestar tanto no campo como
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no armazenamento, além de apresentar habito polifago, atacando uma gama de fontes
alimentares (ATANASOVA, D. 2020; OLIVEIRA et al., 2020).

Devido ao seu elevado potencial bidtico, sua capacidade de sobrevivéncia em grandes
profundidades de massa de graos, além de atacar o gréo tanto na fase larval quanto na fase
adulta, acarreta perdas quantitativas e qualitativas ao produto, uma vez que o S. zeamais afeta
diretamente deteriorando a massa de graos, ocasionando problemas na comercializacdo, além
de provocar reducdo na taxa de germinagdo, aumento no teor de agua dos graos, reducdo no
teor de carboidratos e fibra alimentar total, como também, as galerias abertas favorecem a
incidéncia de fungos filamentosos (GASPAROTTO et al., 2020).

Silva et al. (2021), destacam outra cultura de importancia socioecondmica que também
esta sujeita ao ataque de pragas de graos de armazenamento, o feijdo caupi, Vigna unguiculata
(L.) Walp. (Fabaceae), que € um componente basico da dieta alimentar de grande parte da
populacao brasileira, por seu alto teor em proteinas, além de fibras e minerais, cujo caruncho,
C. maculatus, é considerado umas das principais pragas dessa cultura em condigdes de
armazenamento.

O inseto adulto mede aproximadamente 3 mm de comprimento, apresentando élitros
marrom-escuros com duas manchas pretas, que em repouso formam um “X”, as larvas sdo do
tipo curculioniforme, as fémeas em geral maiores que 0s machos, apresentam quatro manchas
claras bem definidas no pronoto, o periodo de incubacédo dura de trés a cinco dias, a fase larval
é de 14 dias, e a de pupa seis dias e os adultos tém longevidade de sete a nove dias (NWOSU
et al., 2020).

Seu ataque tem inicio no campo, mas se intensifica no periodo de armazenagem
causando os maiores danos qualitativo e quantitativos. Sua oviposicdo ocorre na superficie dos
gréos, posteriormente ocorre a abertura de galerias pela penetragdo e desenvolvimento das
larvas, ocasionando a reducao de peso, uma desvalorizagao de valor comercial, reducao do valor
nutritivo, influenciando diretamente na capacidade de germinacdo (REDA et al., 2020).

O controle desses insetos € de extrema necessidade, para uma maior durabilidade e
qualidade dos graos no periodo de armazenamento, sendo 0s principais métodos utilizados a
fumigacdo e a protecdo de grdos por meio de inseticidas de contato. Porém, sabe-se que alguns
desses inseticidas quimicos podem ser prejudiciais aos seres humanos e ao meio ambiente, e
com isso, ha uma tendéncia global de reduzir seu uso, encontrando alternativas ecologicamente
corretas (GOLDEN et al., 2018).

2.3.  Controle de pragas de graos armazenados
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Com a finalidade de manter a qualidade e o valor comercial dos gréos armazenados, faz-
se necessario o controle de insetos pragas que sdo responsaveis por perdas significativas neste
periodo, utilizando-se alguns métodos de controle como: o método fisico que consiste na
manipulacdo de temperatura, umidade relativa do ar, atmosfera controlada, pos inertes,
remocdo fisica, radiacdo, luz e som; j& no método quimico utiliza-se inseticidas, aplicados
via nebulizacdo, pulverizacdo, atomizacao, por fumigacdo ou expurgo; e no método bioldgico
ocorre a liberacdo de predadores, parasitoides ou patdgenos para controle da populacéo de
pragas (VASCONCELLOS et al., 2020).

Além disso, deve-se considerar o custo do controle destas pragas, 0 menor rendimento
das colheitas, o valor depreciado dos produtos pelo efeito do dano causado pelas pragas, aliado
ao custo das medidas de controle que significam para o agricultor um custo maior de producgéo
e uma reducédo importante em seus lucros (OLIVEIRA et al., 2020)

Um dos métodos mais aplicados em pragas de graos armazenados é o quimico, por meio
do controle utilizando a técnica denominada de fumigacéo que consiste no tratamento de graos
através de um gas inseticida, todavia no decorrer do tempo alguns produtos tiveram seu uso
proibido em consequéncia da sua persisténcia no meio ambiente, tal como o seu acumulo do
tecido gorduroso dos animais (ZHANG et al., 2021). Ao decorrer, foram introduzidos outros
produtos no setor de armazenamento, tais como os organofosforados fenitrotiona e
pirimifésmetilico e os piretroides deltametrina, bifentrina e permetrina (SANTOS et al., 2009).

Saeed et al. (2020), destacam a facilidade de aplicacéo, rapidez de acdo e economia dos
produtos quimicos utilizados em pragas de gréos armazenados, todavia este método de controle
é responsavel por permanéncia de residuos quimicos nos gréos e derivados, alta periculosidade
para aplicadores e trabalhadores, além de um alto risco de contaminacdo do meio ambiente, e
devido ao seu uso continuo, algumas vezes de forma errada seleciona populacGes resistentes
dos insetos pragas.

Devido as continuas aplicacbes de altas doses de inseticidas, favoreceu o
desenvolvimento de insetos resistentes a alguns produtos quimicos.Diante deste cenario e a
preocupacao dos efeitos prejudiciais destes produtos a saude do consumidor, aos animais, aos
danos causados no meio ambiente, pela busca por alimentos sem residuos e de uma melhor
qualidade tem levado pesquisadores a desenvolver alternativas atoxicas e ecologicamente

corretas para o controle de insetos-pragas (JAMPILEK et al., 2020).

2.4. Oleos essenciais no manejo de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) e

Callosobruchus macualtus (Coleoptera : Chrysomelidae: Bruchinae)
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Hussein et al. (2017), destacam o efeito inseticida de derivados de plantas que possuem
uma gama de compostos ativos, ndo sendo toxicos para mamiferos e humanos, dentre estes,
destaca-se 0s 6leos essenciais de plantas, podendo ser atraentes ou repelentes aos insetos,
servindo assim como alternativa no controle das populagdes de insetos-praga.

Os 06leos essenciais consistem em misturas de substancias volateis principalmente por
terpenoides que sdo produtos de metabolismo secundéario e podem ser encontrados em folhas,
caules, cascas, flores, raizes, frutas onde sua composicao € variavel entre as espécies de plantas.
Algumas exibem toxicidade para insetos causando efeitos letais e subletais, como repeléncia,
irritabilidade, fagoinibicéo e atividade biocida (PLATA-RUEDA et al., 2018).

Silva e Farias (2020), observaram um maior efeito inseticida por contato sobre
Sitophilus spp. quando aplicado diretamente no grdo utilizando os 6leos essenciais de
Cymbopogon citratus (Capim-limdo), Cymbopogon nardus (citronela) e Caryophyllus
racemosus (Pimenta racemosa), quando aplicado de forma indireta provocou mortalidade de
50%dos individuos. Albiero et al. (2019) comprovaram a mortalidade de Sitophilus spp.
submetidos aos 0Oleos essenciais de Anethum graveolens (endro) e Azadirachta indica (nim) a
eficdcia de A. graveolens pode ser explicada pelo seu componente majoritario, o dilapiol,
em acdo conjunta com outros monoterpenos, decorrente da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase nos insetos, afetando sua atividade muscular e levando-os a morte.

Rodrigues et al. (2019) afirmam o efeito inseticida e repelente do 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo) em S. zeamais. Araljo et al. (2019)
comprovaram que 0s 0leos essenciais de Foeniculum vulgare (erva-doce), e Ocimum basilicum
(manjericéo) sdo toxicos em concentracGes mais baixas e, portanto, promissor, ndo apenas via
fumigacdo, mas contato e ingestdo, para o controle de S. zeamais, 0S mesmos autores
demonstraram que o 6leo de Piper hispidinervum (Pimenta Longa) reduziu o nimero de adultos
que emergiram de graos de milho previamente infestados com S. zeamais, indicando um efeito
curativo deste dleo.

Moura Guerra et al., (2019) observaram que 0s 6leos essenciais de C. citratus (Capim-
limdo); L. Alba (erva cidreira) e Plectranthus amboinicus (horteld-grande) apresentaram
toxidade aguda topica para o gorgulho C. maculatus, além de apresentar efeito repelente de 60
a 100%. Todas as concentracOes testadas do Oleo essencial de Lippia sidoides (Alecrim-
pimenta) apresentaram acdo inseticida, foram repelentes e eficientes no controle de C.
maculatus (SANTOS et al., 2018). Destacam a acdo fumigante dos dleos essenciais de S.
aromaticum (cravo da india) e Cinnamomum zeylanicum (Caneleira-verdadeira )em C.

maculatus em feijdo-caupi armazenado (OLIVEIRAet al., 2017).
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2.5.  Potencial inseticida do 6leo essencial de Syzygium aromaticum (Myrtaceae )e eugenol,
0 seu composto majoritario
O craveiro da india € uma arvore que pertence a familia Myrtaceae e tem origem nas

Ilhas Molucas com copa alongada de ciclo perene, que cresce a uma altura que varia de 10 a 12
metros, possui folhas ovais grandes e flores de cor vermelha que se apresentam em numerosos
grupos de cachos terminais, essa planta vive por cerca de 100 anos, a familia possui 140 géneros
e cerca de 3000 espécies, tendo como caracteristica particular sua riqueza em 6leos essenciais
(GOMES et al., 2018)

O cravo da india é o botéo floral do craveiro, de onde é extraido o 6leo , sua espécie tem
sido explorada principalmente para extracdo industrial do 6leo essencial obtido a partir dos
botbes florais, folhas e outras partes é pouco produzido, porém a sua procura é alta (COSTA et
al., 2011). S. aromaticum é uma espécie com potencial inseticida comprovada e bastante
utilizada em pesquisas cientificas, que se destaca por sua alta capacidade de producéo de dleo,
além de sua elevada concentracao de eugenol presente na composi¢do quimica (FROHLICH et
al., 2018).

Autores comprovam a potencialidade do dleo essencial de cravo da india no controle e
seus diferentes modos de acdo em pragas de grdos armazenados. El-Gizawy et al. (2018),
destacam maior eficiéncia por fumigacdo em Sitophilus oryzae, Rhyzopertha dominica,
Tribolium castaneum. J& Ramsha et al. (2019) e Mansour et al. (2020), observaram
comportamento de repeléncia para T. castaneum e S. oryzae. Soe et al. (2020) destacam o efeito
residual sobre a mortalidade de C. maculatus.

O efeito inseticida do 6leo essencial de cravo, esta relacionado com a alta quantidade de
eugenol, sendo este um terpeno com acdo ja comprovada sobre insetos (PACHECO et al.,
2016). A presenca majoritaria do eugenol no 6leo de cravo da india é evidenciado por diversos
autores, tais como, Oliveira et at. (2009) 70 a 90%, 52,53% (ASCENCAO et al., 2013), 83,6%
(COSTA et al., 2011) e 62,72% (JAIROCE et al., 2016).

Além de mortalidade, repeléncia e fumigacdo, derivados de plantas tem acdo na
fisiologia nutricional dos insetos, causando desequilibrio nos processos de digestdo, afetando
assim seu desenvolvimento até sua reproducdo, reduzindo sua capacidade de causar danos
(OLIVEIRA et al.,2020).

O estudo dos processos digestivos em insetos, com énfase na biologia celular das células
intestinais e na caracterizagdo de enzimas digestivas, emerge como uma linha de pesquisa

promissora no combate de pragas. Espera-se que um maior conhecimento nessa area leve a
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obtencdo de inibidores especificos de enzimas digestivas que poderdo ser utilizados como uma

nova geracdo de praguicidas (TERRA et al., 1996).

2.6.  Requerimentos nutricionais

O estado nutricional do inseto é de extrema importancia para sua sobrevivéncia. A partir
de sua alimentacdo, adquire nutrientes essenciais para suprir as demandas energéticas para seu
desenvolvimento desde a fase larval até a adulta, estando diretamente ligada a sua reproducéo.
Uma das caracteristicas dos insetos e obter seus nutrientes de uma ampla gama de alimentos
(BEHMER, 2008).

Como todos os outros animais, 0s insetos precisam ingerir alimentos para a aquisicdo
de energia e nutrientes, para apoiar o seu metabolismo. De acordo com as necessidades
fisiologicas e de desenvolvimento do inseto, os nutrientes adquiridos podem ser alocados
diferencialmente em diferentes 6rgéaos, processos e / ou vias metabdlicas, permitindo ao inseto
ajustar sua fisiologia de acordo com seu estado nutricional interno (BADISCO et al., 2013).

Em insetos existe a presenca do corpo gorduroso que é um 6rgao multifuncional com
um papel importante em uma variedade de processos metabolicos, incluindo: armazenamento
de proteinas, lipidios e carboidratos, que sdo precursores do metabolismo em outros 6rgaos,
regulacdo de compostos quimicos liberados na hemolinfa, sintese de vitelogenina e sintese de
peptideos antimicrobianos que atuam na resposta imune inata (SOUSA et al., 2013).

Os constituintes nutricionais sdo imprescindiveis ao desenvolvimento do inseto, as
proteinas participam da estrutura do tegumento, e da sintese de horménio e enzimas, que
fornecem aminoécidos envolvidos em muitos processos como morfogénese, crescimento,
producdo de ovos e esclerotizacdo cuticular, além de atuarem como neurotransmissores.
Acucares totais, um tipo de carboidrato, sdo as principais fontes energéticas da maioria dos
insetos, podendo ser convertidos em gorduras e contribuir para a producdo de aminoacidos,
além de participar do desenvolvimento cuticular, das estruturas reprodutivas e do processo pré
vitelogénico. O glicogénio é outro carboidrato armazenado no corpo gorduroso, podendo
também ser encontrado nos musculos, intestino e outros tecidos (OLIVEIRA; CRUZ-LANDIM
2003, KLOWDEN. 2007, ARRESE et al., 2010).

Os lipidios tém papéis mais essenciais na vida dos insetos, pois ndo sdo usados apenas
para o crescimento e desenvolvimento, mas também para voo, migracdo, diapausa, fome,
nutricdo do embrido, sintese de feromonios sexuais, cera cuticular e véarias secre¢des defensivas,

os lipidios também sdo as moléculas primarias dentro das membranas biologicas e
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desempenham funcdes importantes, tais como compartimentacdo e segregacdo celular,
transducdo de sinal e fissdo e fusdo de membrana, portanto, o metabolismo lipidico € critico
para a vida dos insetos (TOPRAK et al., 2020).

2.7.  Efeito inseticida sobre a nutricdo do inseto

Inseticidas sintéticos ou naturais ocasionam alteracGes no metabolismo dos insetos e
alteram o0s niveis de varios componentes bioquimicos pela interferéncia na aquisi¢cdo e/ou
metabolizacdo de nutrientes como proteinas, carboidratos e lipidios , alterando assim, o0s
componentes vitais no corpo do inseto, causando reducdo na sua atividade ou mortalidade (AL,
IBRAHIM. 2018).

Os compostos presentes em 6leos essenciais, além de toxicidade e repeléncia afetam
parametros reprodutivos e nutricionais desde a fase larval onde as aquisicdes de recursos
nutricionais poderdo ser destinados para sustentar o crescimento e/ou a reproducdo, durante a
fase imatura, a aquisicdo de recursos nutricionais se faz necessario para que ocorra a maturagdo
do aparelho reprodutor e amadurecimento dos 6vulos (MILANO et al., 2010).

De acordo com Cruz et al. (2016) a redugdo no quantitativo e qualitativo nutricional
afetam parametros biolégicos que variam desde reducéo no peso, alteracdes nos tempos dos
instares, até um decréscimo da capacidade reprodutiva, além de alteracGes fisiologicas no
sistema reprodutivo dos insetos, devido a presenca de substancias capazes de bloquear os
fagoestimulantes dessa forma inibindo a alimentacdo, onde transtornos alimentares e
deficiéncia nutricional séo responsaveis pela diminui¢do das taxas de reproducao.

Pesquisadores relatam o efeito antinutricional em insetos por derivados de plantas
devido a elavada quantidade de metabolitos com efeitos variados sobre a sobrevivéncia e
desenvolvimentos dos insetos, além de esterilidade, esta atividade varia de estratégias que
envolvem contato, ingestdo ou por acdo fumigante (CESPEDES et al., 2013). Como destaca
Limaetal. (2020) o efeito antinutricionais em insetos adultos de T. castaneum utilizando extrato
da casca do tronco de Genipa americana L. Alguns inseticidas botanicos ou quimicos
apresenta em sua composi¢do compostos que agem rompendo a matriz peritrofica, que € uma
membrana encontrada no intestino médio de insetos, membrana intestinal relacionada a
protecdo do inseto contra agentes externos e absor¢do de nutrientes (BANDYOPADHYAY et
al., 2001).

2.8. Parametros olfativos dos insetos
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Os insetos possuem um olfato altamente desenvolvido, captado pelas antenas, para
deteccdo e discriminacdo de compostos volateis presentes no ambiente, provavelmente, os que
mais dependem do olfato para desempenhar suas atividades comportamentais, sendo os odores
importantes para a localizacdo de presas, de hospedeiros e também na defesa, na selecdo de
plantas, na escolha de locais de oviposicao, na busca de parceiro sexual, em processos de corte
e acasalamento, na organizacdo das atividades sociais e em diversos outros tipos de
comportamento (BIRCH et al.,1982; NAIME et al., 2006)

Para avaliar a resposta a estimulos olfativos nos insetos, existem diferentes métodos
cuja aplicacao depende do tipo de inseto a ser estudado, como olfatbmetros tuneis de vento,
camaras de escolha e medidores de locomogé&o, entre outros (GIBLIN-DAVIS et al., 2002). O
olfatbmetro em “Y” ¢é o equipamento mais indicado para testar a tanatose, como € o caso dos
curculionideos. Varios autores avaliaram a resposta olfativa de curculionideos por meio do
equipamento acoplado a fonte de ar, que permite observar o comportamento e a resposta
olfativa dos insetos e determinar a preferéncia alimentar dos mesmos a diversos substratos
(GIRON-PEREZ et al., 2009).

Tinzaara et al. (2002) por meio do olfatdmetro em “Y” observaram o comportamento
olfativo do Cosmopolites sordidus (Dryophthoridae) e determinaram a atratividade alimentar
desse inseto. Jahromi et al. (2012) constataram repeléncia utilizando concetracdo de 10% de
sirinol com o olfatometro em “Y” em Lasioderma serricorne (anobiideos) e T. castaneum. Pela
mesma técnica, Ebrahimifar et al. (2021) constatou repeléncia do éleo essencial de Ferulago
angulata (Apiaceae) contra T. castaneum e Rhyzopertha dominica (Coleoptera Bostrichidae)
com os maiores valores de repeléncia quando utilizado a concentracéo de de 300 ppm do 0leo.
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3. BIOATIVIDADE, MECANISMOS BIOQUIMICOS E OLFATIVOS DO OLEO
ESSENCIAL DE CRAVO E SEU COMPOSTO MAJORITARIO EUGENOL EM
Sitophilus zeamais L. (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

RESUMO

As pragas de gréos armazenados sdo uma das principais causas de perdas de quantidade e
qualidade dos grdos armazenados, com a busca por alternativa com menor impacto ambiental
estudos sobre o uso de dleos essenciais para o controle de pragas vém aumentando ao longo
dos anos. Desta forma, objetivou-se avaliar a toxicidade do 6leo essencial de S.aromaticum e
seu composto majoritario sobre adultos de S. zeamais, além da influéncia das concentracdes
letais e subletais sobre parametros nutricionais da praga. De acordo com os dados obtidos na
analise de Probit, o d6leo essencial de S. aromaticum apresentaram as concentracoes letais de
CLos com 35,21ul./ L e a CLso 13,7 uL/L e o eugenol CLg5 12,74 uL/L, e CLso 7,33 uL/L no
teste de toxicidade por efeito de contato. Todas as concentracdes testadas do 6leo e eugenol
apresentaram efeito repelente,fumigante, provocam alteracGes na biologia do inseto, além de
alterar as quantidades de proteina, lipidios, glicogénio e acucar total para os periodos de 24 e
48 horas depois de montado o experimento. Os resultados desmonstraram que 0 6leo e 0
eugenol em diferentes concentracGes letais interferiram na biologia de S. zeamais. Conclui-se
que o Oleo essencial de S.aromaticum e seu constuinte eugenol causam efeitos adversos na
nutricdo e reproducdo em S. Zeamais, alterando parametros essenciais para sua sobrevivéncia e
estabelecimento em gréos armazenados, apresentam-se promissores para o0 controle de S.
zeamais em gréos armazenados

Palavras-chave: Controle alternativo; Gorgulho do milho; Cravo da india.
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3.1. INTRODUCAO

O ataque de insetos pragas durante o periodo de armazenamento de grdos, sao
responsaveis por grande perda econémica, uma vez que ocasionam danos fisicos e
sanitarios(QUEIROZ et al., 2020). Uma das pragas mais danosas aos grdos de milho é o
Sitophilus zeamais (Linnaeus, 1763) (Coleoptera: Curculionidae) conhecido popularmente
como gorgulho do milho, considerado praga de infestacdo cruzada que além de atacar a cultura
no campo ataca em armazéns, possui caracteristica de se alimentar do interior do gréo, realizar
oviposicdo e o desenvolvimento da fase larval, diminuindo peso e qualidade, além de
possibilitar a instalacdo de outros patdgenos (SILVA; DE FARIAS, 2020).

Para o controle de insetos-pragas na fase de armazenamento sdo utilizados
principalmente inseticidas quimicos, mesmo sendo eficientes no controle das mesmas o seu uso
continuo acarreta acimulo de residuos téxicos nos alimentos, contaminacdo do ambiente e
selecdo de populagOes resistentes, dessa forma se faz necessario o desenvolvimento de
inseticidas que sejam seguros para os seres humanos e meio ambiente (ARAUJO RIBEIRO et
al., 2020).

Pesquisas recentes tém destacado a acdo inseticida de derivados de plantas com efeitos
letais e subletais de 6leos essenciais, por sua composi¢cdo quimica que contribui para o
fornecimento de metabdlitos secundarios, sua divisdo é feita em trés grupos distintos
qguimicamente: terpenos, compostos fendlicos e componentes contendo nitrogénio,
constituintes esses que geralmente estdo envolvidos em mecanismos de defesa da planta contra
0 ataque de insetos herbivoros, microrganismos e patdgenos através da sintetizacdo de
compostos como terpenos, terpenoides, fenilpropanoides, flavonoides e tiofenos (SILVA et al.,
2019; ERO et al., 2020).

Autores comprovam a potencialidade do 6leo essencial de cravo-da-india no controle e
seus diferentes modos de acdo em diferentes pragas de grédos armazenadas, El-Gizawy et al.
(2018) destacam maior eficiéncia por fumigacao em Sitophilus Oryzae, Rhyzopertha Dominica
e Tribolium Castaneum, j& Ramsha et al. (2019) e Mansour et al. (2020), observaram
comportamento de repeléncia para Tribolium castaneum e Sitophilus oryzae. Soe et al. (2020)
destacam o efeito residual sobre a mortalidade de Callosobruchus maculatus utilizando o dleo
de cravo.

Além desses efeitos, Oleos essenciais podem apresentar interferéncias fisioldgicas,
promovendo alteragfes morfoldgicas em o6rgdos alvo, bem como uma baixa assimilagdo de
nutrientes essenciais para 0 sucesso no crescimento e seus diversos parametros biol6gicos, uma

vez que a O sucesso biologico e reprodutivo dos adultos, principalmente em insetos
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holometabolos, estd na aquisicdo de nutrientes em estagios imaturos (DUTRA et al., 2020).
Cruz et al. (2017) constataram esses efeitos adversos na nutricdo de S. frugiperda com os
compostos limoneno e trans anetol, reduzindo as quantidades de lipidios, proteinas,
carboidratos e agucares totais, além de efeito na reproducdo do inseto. Ja Ribeiro et al. (2020)
observaram que 6leo essencial de folhas de C. rudolphianus causou alteragdes nos parametros
nutricionais (taxa relativa de consumo, ganho relativo de biomassa e eficiéncia de converséo
alimentar) para S. zeamais quando ingerido (CL 50 102,66 uL/g).

Os componentes nutricionais sdo importantes para o desenvolvimento, crescimento e
reproducdo dos insetos. As proteinas sdo fontes de aminoacidos, participam na sintese de
hormonios e enzimas, e estdo relacionadas com a secre¢do do hormdnio juvenil, os lipidios sdo
armazenados no tecido adiposo servindo como reserva energética, além de serem precursores
na sintese de hormonio. Os carboidratos contribuem para a estrutura e funcbes de todos os
tecidos dos insetos, sdo importantes na regulacdo do comportamento alimentar e na sintese de
secrecdes defensivas, além de serem fontes energéticas. O glicogénio é utilizado como reserva
metabolica e uma fonte de “Building blocks” para sintese de macromoléculas (NATION, 2022;
ROCKSTEIN, 2012; STEELE,1982).

Diante do exposto e da necessidade de buscar alternativas aos agrotoxicos para o
controle de pragas de grdos armazenados e produtos de menor toxicidade aos organismos
benéficos e a0 homem, objetivou-se avaliar a toxicidade do 6leo essencial de S.aromaticum e
seu composto majoritario sobre adultos de S. zeamais, além da influéncia das concentracdes

letais e subletais sobre parametros nutricionais da praga.

3.2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Entomologia: Controle Alternativo de
Pragas, localizado no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL) em Rio Largo - AL, sob condig¢des controladas de temperatura de
25+ 2 °C, 60 = 10% de UR e fotofase de 12 horas, e no Laboratério de Fisiologia de Insetos
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

3.2.1. Criacao do Sitophilus zeamais Motschulsky 1855 (Coleoptera: Curculionidae)
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Gréos de milho da variedade Catingueiro foram armazenados em freezer a uma
temperatura de 10°C, por um periodo minimo de 10 dias, para eliminacdo de qualquer agente
bioldgico, sendo em seguida, acondicionados em potes de vidro hermeticamente fechados e em
temperatura ambiente, por mais 10 dias, até obter o equilibrio higroscépico e serem utilizados
para 0s experimentos e criacgao.

Posteriormente, os graos foram acondicionados em recipientes de vidro com capacidade
de 2,5L com tampa contendo uma abertura revestida com tecido voil para ventilacdo. Eram
realizadas infestacdes quinzenais, utilizando recipientes de vidro, esses eram preenchidos até a
metade do seu volume total com milho, em seguida inseridos os insetos provenientes da criagcao
em seu interior, permanecendo nesse ambiente por 10 dias, logo em seguida esses eram
eliminados do recipiente e aguardada a geragdo Fi, objetivando manter a criagdo e

desenvolvimento dos experimentos.

3.2.1. Obtencao do 6leo essencial e do eugenol, anélise cromatogréfica, espectrometria de
massas e identificacdo quimica do 6leo essencial de Syzygium aromaticum

O oleo essencial de S. aromaticum foi adquirido na empresa especializada Quinari Casa
das Esséncias — Ponta Grossa/PR. De acordo com o laudo técnico da empresa, o produto é 100%
puro, isento de solvente e diluente, pais de origem Indonésia, proveniente de destilagdo a vapor
das folhas e botdes florais.

Para a confirmacdo da analise quimica das substancias presentes no 6leo essencial de
cravo, foi realizada a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) no
Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN) da UFAL. As amostras foram
injetadas no CG/EM modelo 2010 PLUS, Shimadzu, em uma coluna Nist-01 (100%
Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25 mm). As condi¢cGes do método usado foram as
seguintes: injetor com a temperatura 250 °C no modo Split (com diviséo de fluxo), a coluna
iniciando com 60 °C/3 min, seguido por gradiente de 6 °C/min até atingir 210 °C, em seguida
aumentou 15 °C/min até atingir 300 °C mantido.

A fonte de ionizacdo utilizada foi impacto eletrénico (IE) com 70 eV (elétrons-volts),
com a temperatura do detector “ion source” de 290 °C. A temperatura da interface foi de 220
°C, os valores de fragmentacao registrados foram Scan de 35 m/z até 500 m/z e o tempo total
da corrida foi 34 min. Uma mistura de hidrocarbonetos lineares (C7H16-C30H32) foi injetado
sob as mesmas condicOes experimentais que as amostras, e a identificagdo dos componentes foi
efetuada por comparacao dos espectros fragmentacao obtidos da base de dados do equipamento
(Wiley 7 lib e NIST 08 lib) e através da utilizacio do Indice de Retencdo de Kovats, cada
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componente foi calculado como previamente descrito (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963; EL-
SAYED, 2011). Os dados foram obtidos e processados com um PC com o software Shimadzu
GC/MS Solution.

3.2.2. Teste de toxicidade por contato com 6leo de cravo e eugenol

O dleo essencial foi adicionado as sementes de milho com pipetador automatico, no
interior de recipientes de vidro, os quais foram agitados manualmente durante dois minutos.
Cada parcela de 40 g de milho foi infestada com 16 adultos ndo sexados de S. zeamais com até
15 dias de idade. Apds 48 h de confinamento, foram determinadas as porcentagens de
mortalidade, o mesmo procedimento foi utilizado para 0 composto majoritéario eugenol. Foram
realizados testes preliminares em diferentes concentraces para determinar valores proximos
do Limite Superior (LS) e Limite Inferior (LI). A partir da férmula de Bliss, foram definidas as
concentragdes para o bioensaio definitivo, estimando a CLso e CLgo. Os dados foram analisados
por Probit usando o Programa SAS para estimar as concentracgdes letais CLso e CLgs de cada

tratamento.

3.2.3. Teste de fumigagdo com 6leo de cravo e eugenol sobre Sitophilus zeamais

As camaras de fumigacdo foram confeccionadas com recipientes de vidro com volume
de 1,8 L, adicionados 40 g de gréos de milho em seu interior e confinados 20 insetos adultos de
S. zeamais ndo sexados, com até 15 dias de idade, por repeticéo.

Os tratamentos foram fixados no inferior da tampa dos recipientes e para evitar o contato
direto do tratamento com os insetos, foi utilizado tecido poroso, entre a tampa e o recipiente
propriamente dito. Decorridas 48 h da montagem foi avaliado a porcentagem de mortalidade.

Foram realizados testes preliminares em diferentes concentracbes para determinar
valores préximos do Limite Superior (LS) e Limite Inferior (LI). A partir da formula de Bliss,
foram definidas as concentracbes para o0 bioensaio definitivo. Os experimentos foram
arranjados no delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes por tratamentos. Os
dados de concentracdo resposta foram submetidos a analise de Probit, utilizando-se o programa

computacional SAS (2002) para estimar as concentracdes letais para 50 e 90% (CLso e CLoo).

3.2.4. Teste de repeléncia sobre Sitophilus zeamais

Os testes foram realizados em arenas compostas por dois recipientes de vidro
interligados a um recipiente central por meio de dois tubos de vidro. Em um dos recipientes
foram adicionados 20 g de gréos de milho sem o tratamento (controle) e no outro, a mesma
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quantidade de grdos contendo as diferentes concentra¢fes do 6leo essencial de S. Aromaticum
e de Eugenol, sobre os papéis filtro em sachés.

No recipiente central foram liberados 16 adultos de S. zeamais, ndo sexados, com até 15
dias de idade. As concentracGes foram baseadas nas concentracdes estimadas no teste de
contato. Apo6s 48 h, os insetos contidos em cada recipiente foram quantificados, para avaliacdo
da repeléncia.

O indice de Repeléncia (IR) foi calculado pela formula: IR = 2G/(G + P), onde G = %
de insetos atraidos no tratamento e P = % de insetos atraidos na testemunha. Os valores de IR
variam entre zero e dois, sendo que IR =1 indica repeléncia semelhante entre o tratamento e a
testemunha (tratamento neutro), IR > 1 indica menor repeléncia do tratamento em relacéo a
testemunha (tratamento atraente) e IR < 1 corresponde a maior repeléncia do tratamento em
relacdo a testemunha (tratamento repelente).

O intervalo de seguranga utilizado para considerar se o0 6leo essencial é ou ndo repelente
foi obtido, a partir da média dos IR (indice de repeléncia) e do respectivo desvio padrdo (DP),
ou seja, se amédia dos IR for menor que 1 - DP, 6leo essencial é repelente; se a média for maior
que 1 + DP o bleo essencial é atraente e se a média estiver entre 1 - DP e 1 + DP, o 6leo essencial
é considerado neutro. Este indice é uma adaptacéo da formula citada por Lin et al. (1990) para
indice de consumo.
3.2.5.Bioensaio em olfatometro Y

A resposta comportamental de adultos de Sitophilus zeamais para 6leo de cravo e para o
eugenol foram verificada usando o olfatdmetro em Y, operado com um fluxo de ar continuo de
1,4 L/min, previamente umidificado e filtrado com carvéo ativado.

A fonte de odor utilizada foi um pedaco de papel de filtro (2 x 2 cm) impregnado com 10
uL do tratamento ou hexano (controle), que foi colocado na base de cada brago do olfatdmetro.
Os insetos foram introduzidas na base do tubo principal do olfatbmetro e seu comportamento
foi observado durante 10 min. A resposta foi registrada quando o besouro caminhava ate a
porcdo correspondente a 75% do brago escolhido. E como ndo resposta, quando o inseto ndo
caminhava contra o fluxo de ar e/ou ndo atingia a por¢do considerada durante os 10 minutos
observados.

Foram testadas 20 insetos adultos sendo considerado cada espécime como uma repeticao.
A fonte de odor foi trocada a cada individuo testado. Os experimentos foram realizados no

periodo entre 11:00 e 14:00 horas. Cada inseto foi testado apenas uma vez.

3.2.6. Ensaios Bioquimicos.
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Para extracdo e quantificacdo das Proteinas Sollveis Totais, Lipidios, A¢lucar Total e
Glicogénio, foram montados previamente os bioensaios de toxicidade por contato tdpico
utilizando as concentracdes letais estimadas no experimento com eugenol e Oleo
respectivamente (CL2s (6,24 pL), CLso (7,33 pL) e CLvs (8,6 pL); CLas ( 9.3 pL), CLso (13.7
pL) e CL7s(20.17 pL).

A extracdo ocorreu apés dois periodos sendo eles com 24 e 48 horas da instalacdo dos
bioensios de toxicidade, e cada amostra constou de quatro insetos adultos de S. zeamais, sendo
para cada tratamento foram obtidas 10 amostras, totalizando 40 insetos/tratamento. O preparo
das amostras (controle e tratamento) foi realizado macerando os insetos em tampéo fosfato de
sodio (pH 7,4 e 0,1 M), na proporc¢ao de quatro insetos/5 mL de tampéo.

Para cada grupo de macerado, retirou-se com um pipetador automatico, 1,0 mL da
mistura (inseto + tampdo) e manteve armazenado em um microtdbulo devidamente etiquetado.
Todo procedimento foi efetuado em baixa temperatura para evitar a oxidagédo das amostras,
obtendo-se assim as amostras de cada tratamento. Apds esta etapa ocorreu 0 preparo das
amostras, para isso cada grupo foram centrifugadas por 3 minutos a 3000 rpm. Apos a
centrifugacdo foram separados 100 uL de cada amostra para analise das proteinas solUveis totais

e 200 L para as analises de lipideos, acucar total e glicogénio.

3.2.7. Extracdo e Quantificagdo das Proteinas Soluveis Totais

As proteinas solUveis totais foram determinadas a partir do método de Bradford (1976).
Os 100 pL de cada amostra de macerado foram transferidos para tubos de vidro de
centrifugacdo, adicionando o corante Bradford (0,01% de Comissie Blue G-250; 8,5% de acido
fosforico e 4,7% de etanol) até alcangar o volume de 5 mL. As misturas foram entdo
homogeneizados em agitador tipo vortex e em seguida permaneceram em repouso por 2
minutos. Posteriormente, verificou-se a absorvancia em espectrofotdometro UV visivel/190-
1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 595 32 nm. A unidade de leitura
utilizada foi pg/mL. Os resultados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo
teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o ProcGLM do SAS (SAS 2001).

3.2.8. Extracdo e Quantificacdo de Lipidio, Acucar Total e Glicogénio
O conteudo de lipideo, acucar total e glicogénio foram avaliados utilizando o método
de Van Handel (1985a, b), onde 200 pL do macerado homogeneizado foram acrescidos de 200

pL de sulfato de sodio e 800 pL de cloroformio e metanol (1:1), e centrifugado a 3000 rpm
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durante 3 min. O precipitado foi utilizado para a anélise de glicogénio, e o sobrenadante foi
transferido para um microtubulo onde foi acrescentado 600 pL de dgua destilada e centrifugado
a 3000 rpm durante 3 min.

O lipidio foi tratado com reagente acido fosforico/vanilina enquanto o aglcar total e o
glicogénio, tratados com reagente acido sulfdrico/antrona. Posteriormente, verificou-se a
absorvancia em espectrofotbmetro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em
comprimento de onda de 625 nm. A unidade de leitura utilizada foi pg/mL. Os resultados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o ProcGLM do SAS (SAS 2001).
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RESULTADOS
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Analise cromatogréfica, espectrometria de massas e identificagdo quimica do dleo
essencial de Syzygium aromaticum

Na andlise cromatografica do 0leo essencial de cravo da india, foi possivel identificar 5

picos entre 11 e 17 minutos de corrida cromatogréafica, representados na Figura 1.

Figura 1. Cromatograma do 0leo essencial de cravo-da-india, a partir de analise em CG-MS.
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Na Tabela 1, estdo relacionados os componentes encontrados no éleo essencial de S.
aromaticum com seus respectivos tempos de retengéo e percentual. Como pode ser observado,
0 composto majoritario representando 85,96% da composicao do 6leo foi identificado como o
eugenol pertencente a classe dos fenilpropandides. Os demais compostos, foram identificados
como sendo o B-cariofileno, a-humuleno, D-cadineno e éxido de cariofileno, sesquiterpenos

gue podem contribuir para o aumento da acdo inseticida do dleo.

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial Syzygium aromaticum, identificagdo a partir
de analise por GC-MS e confirmacdo com compostos padrdes.

N° Nome dos compostos T. Retencéo IRt IRC %

1  Eugenol 11,68 1325 1321 85,96
2 Trans B-cariolfileno 13,39 1405 1399 11,44
3 oa-Humuleno 14,07 1431 1431 2,07
4 D- Cadineno 15,52 1501 1502 0,16
5  Oxido de cariofileno 16,40 1547 1547 0,37

TR = tempo de retengdo (minutos), IRt = indice de retencao tabelado (Adams, 2007), IRc = indice de retencéo
calculado, % = porcentagem do componente
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O resultado encontrado para o eugenol nessa analise cromatogréafica do 6leo essencial
de cravo, esta de acordo com os resultados encontrados na literatura (Narayanan et al. 2013;
Sebaaly et al.2015; Costa Lima et al. 2021; Kume et al. 2021). Esta quantificacdo dos
compostos majoritarios contidos nos 6leos essenciais, € de grande importancia, para associar a
eficiéncia bioativa, como no estudo De Souza et al. (2020), que justificam a eficiéncia e amplo
espectro de acdo de dleos essenciais por estarem associados aos seus componentes quimicos
majoritarios atuando diretamente sobre as estruturas do patdgeno.

Porém, Lee et al. (2020), destacam que a composi¢cdo dos 6leos essenciais pode variar
de acordo com a sua localizag&o de cultivo, com a época de coleta, estagio de desenvolvimento
da planta, condicGes climaticas e do solo, e que essa quantificacdo garante a qualidade e a
indicacdo do 6leo essencial.

Os 6leos essenciais geralmente possuem em sua composicdo dois grupos biossintéticos
os terpenos e os fenilpropandides, comumente utilizados no desenvolvimento de inseticidas
alternativos por apresentarem baixo custo e uma alta eficacia no controle de insetos devido ao
alto potencial de toxicidade, interferindo nos processos bioquimicos tanto na fase larval quanto
na fase adulta. (SADGROVE, 2022; KANDA, 2017, SANTOS, 2009).

3.3.2. Teste de toxicidade por contato

De acordo com os dados obtidos na analise de Probit, o 6leo essencial de S. aromaticum
no teste de toxicidade por efeito de contato, sobre S. zeamais apresentou a concentracao letal
de 95% (CLos) com 35,21ul/ L e a CLso correspondendo 13,7 pulL/L, ja para o efeito de contato
utilizando o composto majoritario Eugenol a CLgs e CLso, foram de 12,74 e 7,33 uL/L,
respectivamente. O baixo valor de Quiquadrado nos bioensaios indica uma homogeneidade da

populacdo teste (Tabela 2).

Tabela 2. Toxicidade por efeito de contato do 6éleo essencial cravo da india e 0 composto
sintético eugenol sobre o Sitophilus zeamais

Produto N Inclinacdox(EP) CLso Clgg y 2
(95% 1C) (95%IC)
Oleo essencial de 400  4,013+0,283 13,703 pL 35,212 L 2,165
cravo da india (12,263-15,252) (30,476-2,024)
Eugenol 400 9,691+0,810 7,33 pL 12,74 yL 6,29
(7,10-7,60) (11,66-14,43)

N = Ndmero de insetos, EP = erro padrdo da média, IC = intervalo de confianca, CL = Concentracéo Letal,
x 2 = Qui-quadrado (significativo ao nivel de 5% de probabilidade).
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A atividade inseticida do Oleo essencial de cravo da india vem sendo testada em
diferentes concentracfes e com diferentes pragas de grédos armazenados, e sua bioatividade
demonstrada neste estudo corrobora com os de Jairoce et al. (2016), que também na
concentracdo de 35 pL/L causou mortalidade de até 100% ap0s 48 horas de tratamento para S.
zeamais e Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Chrysomelidae).

Diversos 0leos essenciais e seus componentes quimicos tém sido efetivos, como
alternativa aos inseticidas sintéticos, no controle de diversas pragas de grdos armazenados,
Haddi et al. 2015 justifica o efeito inseticida do 6éleo essencial de S. aromaticum devido a
presenca elevada do composto majoritério eugenol.

Na comparacdo das estimativas das concentracdes letais, notou-se que a ClLoo do
eugenol, de 12,74 uL/L, foi quase trés vezes menor do que a do 6leo essencial de cravo bruto,
mostrando assim, que realmente o composto majoritario eugenol identificado na analise
quimica, é o responsavel pela atividade inseticida por contato para o S. zeamais. Fato também
evidenciado por Saad et al. (2018) e Islam et al. (2010).

A toxicidade do Oleo e do composto majoritario podem estar associada aos
fenilpropanoides e os sesquiterpenos, presente em suas composicoes, que apresentam atividade
inseticida e insetistatica, como supressores de apetite e retardadores de crescimento, além de
afetarem diretamente o sistema nervoso central do inseto (SANTOS et al., 2021).

3.3.3. Teste de repeléncia sobre Sitophilus zeamais

Na Figura 2 é possivel observar ocomportamento repelente do 6leo essencial de S.
aromaticum e do eugenol, que em todas as concentracOes testadas apresentaram efeito
repelente, sendo necessario concentracdes menores do eugenol quando comparada as doses do
6leo essencial, por estar mais concentrado.

Figura 2. Efeito repelente 6leo essencial cravo da india (A) e Eugenol (B) sobre Sitophilus
zeamais

(A) ™ Repelente ® Neutro ® Atraente (B) ® Repelente = Neutro m Atraente
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O efeito repelente em pragas de grdos armazenados utilizando-se dleos essenciais, ja é
bastante conhecido na literatura: C. winterianus, M. frondosus e P. anisum sobre Zabrotes
subfasciatus (Brito et al., 2019); Baccharis dracunculifolia sobre S. zeamais (Rodrigues et al.,
2019

E de grande interesse a caracteristica de repeléncia em um inseticida, pois ao repelir o
inseto, diminui o grau de infestacdo do gréo durante o periodo de armazenamento, sendo esse
efeito obtido pelos aloménios, ou seja, substancias quimicas que favorecem o emissor
protegendo-o de ataque de possiveis predadores particularmente de espécies vegetais contra
insetos herbivoros (Pedotti-Striquer et al., 2006).

Uma possivel explicagdo para o eugenol apresentar uma repeléncia em concentragdes
menores, € que esteja acontecendo um efeito antagdnico entre 0s compostos presente no 6leo
essencial, diminuindo ou inibindo a atividade de outros compostos. A resposta ao
comportamento de repeléncia indicou que os terpendides tém efeito sobre o comportamento
de S. granarius , alteracdes no padrdo comportamental podem ocorrer devido a acdo de alguns
compostos tdxicos no sistema nervoso, estimulando ou reduzindo a mobilidade dos insetos,
afetando os padrdes de caminhada, alguns insetos quando expostos a inseticidas apresentam
respostas comportamentais, deixando o ambiente toxico assim que a presenca do composto
toxico é detectada ( Plata-Rueda et al., 2018)

3.3.4. Teste de Emergéncia de Sitophilus zeamais submetido ao tratamento com Eugenol

e Oleo essencial de cravo da india

Observa-se redugéo em relacdo a taxa de emergéncia de adultos de S. zeamais para
todos os tratamentos quando comparado a testemunha, tanto para o eugenol quando para o 6leo

de cravo da india.

Figura 3. Emergéncia de Sitophilus zeamais sob tratamento com Eugenol (A) e 6leo

essencial cravo da india (B).

(A) s, (B) 1
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Jodo et al. (2020) justificam a emergéncia diminuir significativamente devido a
capacidade dos metabolitos presentes de interromper a alimentacdo, seu desenvolvimento e
reproducdo do inseto. Além do efeito na emergéncia esses dados mostram a persisténcia da
atividade inseticida do 6leo essencial, pois essas informacdes contribuem para a determinacéo
do intervalo minimo necesséario para a aplicacéo, destacando que os 6leos essenciais afetam a
emergéncia e, consequentemente, o crescimento populacional de insetos de produtos
armazenados (SANTOS et al., 2019).

Resultados semelhantes foram encontrados por Tapondjou et al. (2005) onde avaliaram
a bioatividade dos 6leos essenciais de Cupressus sempervirens L. e Eucalyptus saligna

L'Héritier sobre S. zeamais e constataram que eles reduziram a emergéncia de insetos adultos.

3.3.5. Teste olfativo utilizando olfatdmetro do dleo essencial de cravo da India e do

eugenol

A elucidacdo do modo de acédo exercido pelos metabdlitos secundarios, como os 6leos
essenciais, é uma area bastante carente, mas de extrema importancia, para realmente confirmar
se 0 composto majoritario sozinho apresenta o efeito comportamental, ou se precisa estar em
sinergismo com os demais compostos. Desta forma, atraves de um estudo de resposta olfativa
utilizando olfatdmetro tipo Y, confirmou no presente estudo a repeléncia do eugenol, composto
majoritario do 6leo essencial de cravo da india, em adultos de S. zeamais.

Na Figura 4 é possivel verificar a maior preferéncia dos adultos de S. zeamais em se
dirigir ao brago contendo o solvente hexano em relagdo a porcentagem de escolha tanto para

0s extratos de 6leo de cravo como para 0 Eugenol, caracterizando assim, um efeito repelente.

Figura 4. Resposta comportamental de Sitophilus zeamais para extrato de 6leo de cravo a 100
ppm (n=40) e 1000 ppm (n=40) em olfatbmetro de dupla escolha. (*) indica diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste Qui-quadrado 100 ppm (GL: 1, X?: 5,7166; P=
0,0168); 1000ppm (GL: 1, X?: 4,3074; P= 0,0379). E Resposta comportamental para composto
eugenol diluido a 1000 ppm em olfatdmetro de dupla escolha. (*) indica diferenca significativa
entre os tratamentos pelo teste Qui-quadrado (GL=1; X?= 4,4234; P= 0,0354).
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Essa analise de resposta olfativa para efeito repelente de compostos majoritarios de
6leos essenciais, também ja foram evidenciados por Yang et al. (2014) com compostos
majoritarios Linalol e Limoneno em pragas de graos armazenados; Jahromi et al. (2012) que
confirmaram o efeito repelente de Sirinol por olfatometria e mais dois métodos em Lasioderma
serricorne e Tribolium castaneum, E Ebrahimifar et al. (2020) que comprovam o efeito
repelente por meio da técnica de olfatometria em T. castaneum e R. dominica utilizando 0leo
essencial de Ferulago angulata. além de garantir nenhum efeito negativo no vigor da semente.
3.3.6. Ensaios Bioquimicos

Para o periodo de 24 horas a quantificacdo de proteinas totais utilizando o Eugenol em
S. zeamais, em todas as concentragdes testadas CL2s= 70,93 + 3,36, CLso= 53,63 + 3,96 € CL75=
58,14 * 3,73 promoveram reducéo, destacando as CLso e CL7s que deferiram estatisticamente
do controle 74,92 + 4,93 com a CLso ocasionando maior reducdo. Para a extragdo e
quantificacdo de lipidios as concentracfes letais CLso= 30,14 +1,79 e CL7s= 29,68 +3,89
aumentaram a quantidade de lipidios quando comparadas ao controle= 26,54 1,4, sendo que,
apenas a concentragdo letal CL2s=15,642 +0,94 reduziu a quantidade de lipidios e diferiu
significativamente do controle. Nos ensaios de glicogénio todas as concentracdes letais CL2s=
16,21 £ 1,36, CLso= 16,40 £ 0,8 e CL75=19,84 + 0,73 reduziram a quantidade de glicogénio e
diferiram estatisticamente quando comparadas com o controle= 25,58 + 1,16 7). Os ensaios de
extracdo e quantificacdo de aclcar total mostraram efeito significativo para todas as
concentragOes letais com uma redugdo na quantidade de agucar na CL2s = 22,53 + 1,06 quando
comparadas ao controle= 28,93 + 0,96 e no aumento na quantidade de aglcar nas demais
concentragcfes CLs0=39,48 + 0,58; CL7s= 71,22 £+ 1,10 (Figura 5).
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Figura 5. Quantidade de proteinas (A), lipidios (B), glicogénio (C) e a¢ucar total (D) (médias
+ erro padréo) de Sitophilus zeamais submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico nas
concentragdes Letais (25-50-75), do composto eugenol por 24 horas. Barras seguidas de letras
diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
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A reducdo de nutrientes em insetos pode se dar pela caracteristica antialimentar que
estdo presentes em inseticidas botanicos, portanto a reducdo da proteina pode ser explicada pela
quebra de proteinas em aminoacidos para desintoxicar 0s constituintes dos 6leos e ajudar ao
inseto a se recuperar do estresse inseticida causado pelos compostos ativos presentes
(MEDHINI et al., 2009). Ali et al. (2018), também concluiram que o efeito inseticida e
antialimentar de 6leos essenciais de mamona e ricino em Spodoptera littoralis, destacando a
reducdo da proteina total, efeito semelhante observado no presente trabalho para o periodo de
24 horas. A reducdo de proteinas totais também foi observada por Sayed et al. (2011) utilizando
extratos brutos em larvas de S. littoralis; EI-Bermawy e Abdel-Fattah, (2000) para Tribolium
confusum com 6leo essencial de Chrysopogon zizanioides (Vetiver).

Uma alternativa de avaliar a toxicidade de produtos com acéo inseticida, é por meio de
seus efeitos sobre os pard@metros bioquimicos dos insetos, cujo carboidratos, proteinas e lipidios
atuam em um papel importante no processo bioguimico relacionado ao crescimento e
desenvolvimento de insetos. Os insetos utilizam lipidios de forma eficiente para o
desenvolvimento, reproducéo e voo, sendo que a sua quantidade varia consideravelmente entre
estagios de desenvolvimento e tecidos, e sdo influenciados por varios fatores, incluindo
nutricdo, sexo e hormdnios (KUMAR; MICHAEL, 2012).
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Essas alteragdes de inseticidas de origem vegetal nos niveis de varios componentes
bioquimicos como, proteinas, carboidratos e lipidios dentro do corpo do inseto, compromete
componentes vitais no corpo do inseto, causando sua reducdo na atividade ou mortalidade
(Medbhini et al., 2012).

Dutra et al. (2020) estudando o efeito de trés dleos essenciais de Piper sobre parametros
nutricionais de S. frugiperda, observaram que todas as doses letais testadas dos Oleos das
especies de P. corcovadensis e P. arboreum promoveram a reducdo da quantidade de
glicogénio, resultado semelhante ao presente estudo que houve reducdo na quantidade de
glicogénio em todas as concentragdes letais testadas, sendo justificado este fato, pela presenca
dos sesquiterpenos na composicdo desses 6leos essenciais, uma vez que em lagartas de
Lepidoptera esses terpenos bloqueiam os estimuladores de glicose e sacarose.

A reducdo de acucar total apresentada na Clzs para os dois tempos de avaliagdo
Corrobora com Silva et al. (2016) para S. frugiperda tratadas com dleo de citronela,
demonstrando a capacidade que os 6leos essenciais tém em interferir a bioquimica e fisiologia
de insetos. O efeito de compostos majoritarios na reducdo da quantidade de acucar total,
também foi enfatizada por Guedes et al. (2018) com citronelol e geraniol em S. frugiperda.

J& com o periodo de 48 horas para extracdo e quantificacdo de proteinas as CL50=92,63
+ 1,38, CL7s=93,06 + 1,31 também apresentaram diferenca estatistica quando comparada ao
controle 79,80 + 1,99 , porém ao contrario de 24 horas houve aumento da quantidade de proteina
total em todas as concentragcdes comparadas ao controle. Para lipidios com periodo de 48 horas,
0 mesmo padrdo do periodo de 24 horas foi observado, com aumento da quantidade de lipidios
e diferenca significativa quando comparada ao controle=35,371+2,70 para todas as
concentracg0es letais. Enquanto no ensaio de glicogénio com 48 horas apenas as concentracdes
CL25=20,15 + 1,81 e CL7s=26 + 1,72 diferiram estatisticamente, porém todas reduziram a
quantidade de glicogénio quando comparadas com o controle= 39,33 + 2,96. Para extracdo com
48 horas apresentou reducao de agucar total com a CL2s= 29,58 + 0,88 e aumento para a CL7s=

60,03 £ 1,25 quando comparadas ao controle= 43 + 4,3 (Figura 6).
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Figura 6. Quantidade de proteinas (A), lipidios (B), glicogénio (C) e a¢ucar total (D) (médias
+ erro padréo) de Sitophilus zeamais submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico nas
concentragOes Letais (25-50-75), do composto eugenol por 48 horas. Barras seguidas de letras
diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Ja com o aumento do periodo de exposicdo do inseto a0 composto majoritario
proporcionou um maior estresse, requerendo uma maior quantidade de nutrientes para sua
defesa, ocasionando um acumulo de proteina, lipidios e agucar total como consequéncia da
eficiéncia do alimento ingerido.

Essa variagdo de lipideos também pode ser influenciada pelo tratamento com o6leos
essenciais, resultando no aumento dos seus niveis, como o 0leo de cravo em Sitophilus (Askar
etal., 2016)

A reducéo de glicogénio também foi observada por Cruz et al. (2017) ao testarem
limoneno, trans-anetol e efeitos combinados de trans-anetol e limoneno em larvas de S.
frugiperda.

As demais concentrac@es letais aumentaram a quantidade de agucar total, fato explicado
por He et al. (2019), que justificam este comportamento como uma estratégia do inseto para
aumentar a capacidade de adaptacao ao estresse inseticida, ao mesmo tempo destacam o papel

importante dos acUcares na regulacao do crescimento e desenvolvimento dos insetos.
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Nos ensaios de extracdo e quantificaco de proteinas totais com o 6leo de cravo da india
no periodo de 24 horas observa-se aumento na quantidade de proteinas nas CL50= 84,25 +8,54
e CL75=96,06 £6,26 e reducdo na CL25=68,61 £3,28, e foi a Gnica que diferiu estatisticamente
guando comparado ao controle=74,92 + 4,93. A quantificacdo de lipidios mostrou que em todas
as concentragdes testadas promoveram aumento na quantidade de lipidios, porém a CL 50=
27,14 £ 2,58 ndo diferiu do controle= 26,54 + 1,40. Nos ensaios de extracdo e quantificacdo de
glicogénio todas as concentracdes diferiram estatisticamente do controle = 25,58 £ 1,16, porém
as CL 25= 10,33 + 0,88 E CL 50= 8,55+ 1,72 promoveram reducdo na quantidade de
glicogénio e a CL 75= 36,45+ 4,82 aumentou a quantidade. Os ensaios de extracdo e
quantificacdo de aclcar total, mostraram aumento na quantidade de acglUcar e diferenca
estatistica em todas as concentracOes testadas CL 25= 89,91+ 6,39 CL50= 92,07+ 10,9 CL
75=44,78+ 1,70 quando comparada ao controle= 28,93+ 0,96 (Figura 7).

Figura 7. Quantidade de proteinas (A), lipidios (B), glicogénio (C) e acucar total (D) (médias
+ erro padrdo) de Sitophilus zeamais submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico nas
concentragOes Letais (25-50-75), do 6leo de cravo da india por 24 horas. Barras seguidas de
letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
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A reducdo de glicogénio nas CL 25 e CL50 sdo semelhantes ao trabalho de Upadhyay
et al .(2011) que observaram reducdo de glicogénio testando o potencial inseticida de Capparis

decidua em Tribolium castaneum onde reduziu o contetdo corporal de glicogénio utilizando
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extrato, reducao esta que pode ser devido ao esgotamento de glicogénio, indicando a utilizacdo
das reservas alimentares para lidar com o estresse induzido por inseticida.

Wu et al. (2020) também obtiveram aumento na quantidade de agucar total, justificando
por que a acucar armazenado foi convertido em glicose, resultando em um aumento
significativo no teor total de agucar sollvel para manter as atividades vitais sob o0 ambiente
adverso e para apoiar a sintese proteica ativa.

Para o periodo de 48 horas a quantificacdo de proteinas totais utilizando 6leo de cravo
da india em S. zeamais, promoveu reducdo na quantidade de proteinas e diferenca estatistica
em todas as concentracOes testadas CL 25= 55,55+ 5,5, CL 50= 53,32+ 4,13 e CL75=60,87%
2,47 quando comparada ao controle=79,80+1,99. Nos ensaios de extracdo e quantificacdo de
lipidios todas as concentracdes CL 25= 6,63+ 0,18, CL 50=5,60+ 0,15 e CL75= 4,84+ 0,12
promoveram reducdo na quantidade de lipidios e diferiram estatisticamente quando comparado
ao controle= 35,36+ 2,7. Nos ensaios de glicogénio observa-se redugdo na quantidade de
glicogénio nas CL 25=10,33+ 0,88 E CL 50= 8,55+ 1,72 e aumento na CL 75= 36,45+ 4,82
quando comparado ao controle= 25,58+ 1,16, todas concentracfes apresentaram diferenca
estatistica quando comparados ao controle. Os ensaios de extracdo e quantificacdo de agucar
total mostraram reducdo na quantidade de acucar e diferenca estatistica em todas as
concentragfes CL 25=35,01+0,3 , CL 50=29,6+ 0,32 e CL 75=43,08+ 0,33 em relacdo ao
controle= 48,08+4,31 (Figura 8).
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Figura 8. Quantidade de proteinas (A), lipidios (B), glicogénio (C) e agucar total (D)
(médias + erro padrdo) de Sitophilus zeamais submetidas ao ensaio de toxicidade por contato
topico nas concentracdes Letais (25-50-75), do Oleo de cravo da india por 48 horas. Barras

seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Os inseticidas de origem vegetal alteram os niveis de varios componentes bioquimicos,
como proteinas, carboidratos e lipidios dentro do corpo do inseto, alterando assim os
componentes vitais no seu corpo, causando reducdo na sua atividade ou mortalidade.
Corroborando com o presente estudo Ali; Ibrahim (2018) observaram que o dleo de canfora
(Cinnamomum camphora )que € um terpeno, reduziu a quantidade de proteinas totais em
Spodoptera littoralis , 0s mesmo relataram que a quantidade de contetdo proteico no corpo do
inseto esta relacionada a taxa de biossintese e a taxa de quebra de proteinas em aminoacidos
portanto, a reducdo nos teores de proteina no presente estudo pelo éleo de canfora pode ser
devido ao aumento na quebra de proteinas em aminoacidos para desintoxicar 0s constituintes
do 6leo e ajudar o inseto a se recuperar do estresse inseticida causado pelos compostos ativos
do oleo.

A reducdo de lipidios também foi observada por BOUZIDI et al., 2019 utilizando dleo
essencial de Laurus nobilis (Louro) em Culiseta longiareolata , justificando a reducdo dos

niveis lipidicos devido ao seu efeito sobre o metabolismo lipidico, e devido a utilizacdo das
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reservas lipidicas para geracdo de energia para suprir as suas necessidades energéticas, como
resultado do estresse induzido pelo 6leo essencial.

Cossolin et al.( 2019) utilizando o 6leo essencial de Piper aduncum (pimenta-de-
macaco) sobre Euschistus heros observaram reducédo de glicogénio, semelhante aos resultados
do presente trabalho, os autores sugerem o uso dessas moléculas de energia para alguma
desintoxicacdo uma vez que o glicogénio serve como reserva nutricional e é primeiramente
consumido pela célula como recurso energético.

Testando os O6leos essenciais de Thymus vulgaris; Eugenia caryophyllus; Ocimum
basilicum Chere et al. (2018) verificaram reducdo na quantidade de agucar total em todos 0s
6leos testados em Musca domestica, a mesma reducdo foi observado no presente estudo, uma
explicacdo para a reducdo méaxima de teor de acucar ap6s o tratamento pode ser devido a seu
envolvimento para combater o estresse quimico em que o0s insetos foram expostos.

3.3.7. Efeito Fagoinibidor

De forma concordante com a biomassa ingerida, observou-se um efeito fagoinibidor do
Eugenol e do 6leo essencial de cravo da india sobre S. zeamais, nota-se que o efeito inibidor é
dependente da concentracdo testada. O maior indice de fagoinibicdo é atingido com a CL 75
para os dois tratamentos quando comparado com a testemunha e as demais concentracfes
(Figura 9).

Figura 9. Efeito fagoinibidor do eugenol e do 6leo de cravo da india sobre Sitophilus zeamais.
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Ferreira et al.(2018) destacam que o0s bioensaios de indices nutricionais e de
fagoinibicao se complementam demonstrando que o 6leo essencial de E. torelliodora apresenta
potencial como agente fagoinibidor para S. zeamais, os autores justificam essa acdo, que

também foi encontrado no presente trabalho, pela presenca de terpenos que séo os principais
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agentes fagoinibidores de insetos e os Oleos essenciais de plantas arométicas sdo ricos em
monoterpenos.

Omar et al. (2007),testando terpenos isolados quanto a atividade antialimentar de
Sitophilus oryzae, constatou efeito de fagoinibicdo para os compostos isolados de Lansium
domesticum e Ruptiliocarpon caracolito. Inibicdo da atividade alimentar foi observada por
Guimaraes et al. (2014) no gorgulho do milho quando exposto aos extratos aquoso e alcodlico
de frutos de pimenta dedo-de-moca, nas concentracdes de 10 e 20%, respectivamente atribui-
se a diminuicdo de peso dos insetos ao efeito fagoinibidor desencadeado pelo extrato,
acreditando-se que essa atividade seja consequéncia dos constituintes da C. baccatum, como a
capsaicina, presente em abundancia nas plantas do género Capsicum , que pode ter inibido a

capacidade sensorial de S. zeamais, reduzindo sua alimentacéo e peso.
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3.4. CONCLUSOES

O dleo essencial de Syzygium aromaticum e seu composto majoritario apresentam
potencial de toxicidade e repeléncia sob S. zeamais .

Tanto o 6leo essencial quanto seu composto majoritario apresentam efeitos adversos na
nutricdo de S. zeamais, provocando alteracdes nas quantidades de lipidios, proteinas, glicogénio
e acgUcares totais.

Além de os tratamentos afetarem a reproducdo do inseto e parametros essenciais para

sua sobrevivéncia.
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4. COMPORTAMENTO REPELENTE E RESPOSTA OLFATIVA DE
Callosobruchus Maculatus. (Fabricus) (COLEOPTERA: BRUCHIDAE) PARA O
OLEO ESSENCIAL DE CRAVO E SEU COMPOSTO MAJORITARIO
EUGENOL

RESUMO

Inseticidas sintéticos sdo eficazes no controle de pragas de grdos armazenados, no entanto,
podem ser toxicos para humanos e animais, além de ocasionar resisténcia de insetos a
inseticidas. Compostos com potencial inseticida de plantas surgem como alternativas para o
controle dessas pragas. Os Oleos essenciais consistem em uma variedade de substancias
bioldgicas ativas e organicas, que podem atuar no controle pragas de grdos armazenados por
toxicidade, fumigacao e repeléncia, além de provocar efeitos comportamentais que reduzem ou
inibem o ataque aos graos, reduzindo danos de poés-colheita. Diante o exposto, objetivou-se
avaliar comportamento repelente e resposta olfativa de Callosobruchus Maculatus para o 6leo
essencial de cravo da india e seu composto majoritario eugenol. O trabalho foi desenvolvido no
Laboratoério de Controle Alternativo de Pragas (LECAP) no Campus de Engenharias e Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA-UFAL), e no Laboratdrio de Pesquisa em
Ecologia Quimica -UFAL, Campus Maceié/AL. Os tratamentos utilizados no estudo foram: o
6leo essencial de cravo da india e seu composto majoritario eugenol, em todas as concentraces
testadas apresentaram efeito por contato, fumigacdo e repeléncia, destacando os resultados
encontrado com eugenol em menores concentracbes quando comparado ao 6leo essencial.
Todos os tratamentos reduziram o nimero de ovos e emergéncia de adulto quando comparados
ao controle. A eletroantenografia constatou percepg¢éo do inseto C. maculatus ao eugenol, tanto
ele presente no 6leo essencial quanto ele testado puro, com ajuda do olfatdmetro comprovou
que o eugenol tanto puro quanto presente no 6leo de cravo exerceu uma repeléncia significativa.
Conclui-se que o 6leo essencial de cravo da india e o eugenol, principalmente o eugenol puro,
tem efeito de toxicidade e causam efeitos adversos na reproducdo e no comportamento de C.
maculatus, alterando parametros essenciais para sua sobrevivéncia e estabelecimento em graos
armazenados.

Palavras-chave: Graos armazenados; Inseticida natural; Manejo Integrado; repelente boténico.
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4.1.INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma cultura importantissima para
agricultores das regides Norte e Nordeste do Brasil, constituindo-se em uma das principais
fontes de proteinas e energia para grande parte da populacdo rural, apresentando amplo
significado social. No entanto, um armazenamento adequado do feijdo-caupi se faz necessario
a fim de preservar seus valores quantitativos e qualitativos, evitar a escassez na entressafra e a
oscilacdo de precos no mercado. Durante o periodo de armazenamento 0s grdos ndo se
encontram livres da infestacdo de insetos-praga, aos quais sdo responsaveis por ocasionar danos
de deterioracdo, diminuindo peso de grdo sua qualidade nutricional e possibilitando a
introducdo de contaminantes secundarios, como fungos, e micotoxinas (MONICO et al.,2018;
FRANGCA et al., 2018)

Callosobruchus maculatus (Fabr.,1775) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae),
comumente conhecida como caruncho-do-feijao, é a espécie considerada como a sua mais
importante praga, por provocar danos diretos e indiretos (VENTURY et al., 2022). Possui a
capacidade de infestacdo cruzada, ou seja, 0 ataque desse inseto pode ocorrer no campo quando
as fémeas podem ovipositar em média 70 ovos, sendo capaz de infestar os graos inteiros e
sadios. Ja as larvas se alimentam internamente dos graos até completarem todo o ciclo, tornando
0s impréprios para consumo, inviaveis para replantio e comercializacdo (SILVA et al., 2020;
SANTOS et al., 2018).

O controle dessas pragas sdo feitos com inseticidas quimicos sintéticos, aplicados nas
modalidades de pulverizacdo e fumigacéo. Para o controle de C. maculatus em feijao-caupi no
Brasil ha apenas um produto registrado no Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
- 0 Degesch-Fumicel® que é um inseticida de classe toxicoldgica | (altamente tdxico), de uso
restrito apenas para a Fumigacgdo (expurgo) de produtos agricolas armazenados, sua acao é
essencialmente citotoxica, é altamente perigoso ao meio ambiente, podendo provocar
resisténcia de insetos ao principio ativo, contaminacdo dos grdos por acimulo de residuos
toxicos, extremamente tdxico para mamiferos (MOURA et al., 2019; AGROFIT, 2017).

Os 0leos essenciais dentre os extratos botanicos, surgem como alternativa de controle
economicamente viavel e ecologicamente correto, e promissora devido a sua disponibilidade
mundial e relativa relacdo custo-beneficio, pois, sdo substancias complexas e volateis, cujos
principios ativos, e seus constituintes monos e sesquiterpenoides sdo neurotoxinas de acdo
rapida em insetos, possivelmente interagindo com varios tipos de receptores. Esses compostos

também exibem efeitos comportamentais subletais potencialmente importantes em insetos-
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praga, podendo agir sobre o sistema nervoso dos insetos, causando assim, efeitos toxicologicos
e repelente, alterando o desenvolvimento do inseto e reduzindo a sua alimentagdo (ISMAN et
al., 2020).

A percepcdo desses compostos pelos insetos depende em seus neurdnios receptores
olfativos, principalmente nas sensilas antenais, em relacdo a eficacia, nota-se que os dleos
essenciais apresentam um efeito em termos de mudanca de comportamento em insetos adultos,
pois repelem as fémeas que, assim, se abstém de ovipositar nas areas tratadas, diminuindo assim
seu potencial de causar danos (CEBALLOS et al., 2015; SPINOZZI et al.,2021).

Dentre as plantas com potencial inseticida para pragas de grédos armazenados, destaca-se 0
cravo da india (Syzygium Aromaticum) amplamente relatado, com a capacidade de controlar
varios tipos de pragas, além da baixa persisténcia no meio ambiente, e baixa toxicidade aos
inimigos naturais(IKAWATI et al.,2021). Pesquisadores relatam o efeito toxico do 6leo
essencial de cravo da india sobre diversas pragas de grdos armazenado, no entanto, deve-se
notar que a atividade bioldgica pode ndo estar associada a sua mortalidade, efeitos subletais
também podem ser significativos como efeitos letais. Para o sucesso do manejo dessas pragas,
com o conhecimento sobre a capacidade dos insetos em interpretar estimulos em seus arredores,
é possivel tracar estratégias para manipular atividades comportamentais. O impacto de produtos
naturais sobre insetos € variavel e pode ser toxica, repelente, atratividade, causar esterilidade,
modificar o comportamento, desenvolvimento, ou reduzir a alimentacao. (RUEDA et al., 2018;
ABOELHADID et al.,2021)

Decorrente ao exposto e a importancia de alternativas eficientes para a substituicdo do
controle quimico de pragas de grdos armazenados objetivou-se avaliar a toxicidade do 6leo
essencial de S.aromaticum e seu composto majoritario sobre adultos de C. maculatus, além do

efeito sobre o comportamento repelente e resposta olfativa do inseto.

4.2. MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Entomologia: Controle Alternativo de
Pragas e no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN) localizado no Campus de
Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), no
municipio de Maceid, Alagoas.

4.2.1. Criacdo de Callosobruchus maculatus Fabr. 1775 (Coleoptera: Bruchidae)
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Os insetos foram mantidos no Laboratorio de Entomologia Controle Alternativo de
Pragas- LECAP da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) — Campus de Engenharias e
Ciéncias Agrarias. Os grdos utilizados na criacdo e para montagem dos experimentos foram
mantidos no freezer durante dez dias a uma temperatura de 10°C para eliminar eventuais
infestacBes provenientes do campo e/ou das casas comerciais. Apds o tempo de freezer, foram
transferidos para recipientes de vidros totalmente vedados, durante dez dias com a finalidade
de atingirem o equilibrio higroscépico. Os insetos foram criados em recipientes de vidro com
capacidade de 2,5L com tampa contendo uma abertura revestida com tecido voil para
ventilagdo, o feijdo-caupi foi acondicionados no interior dos recipientes até a metade do
volume. Objetivando manter a criacdo e desenvolvimento dos experimentos, eram realizadas
infestacOes quinzenais, utilizando recipientes de vidro, permanecendo nesse ambiente por 10
dias, logo em seguida, esses eram eliminados do recipiente e aguardados a geracéao F1.

4.2.2. Obtencdo, andlise cromatografica, espectrometria de massas e identificacdo

quimica do 6leo essencial de Syzygium aromaticum

O oleo essencial de S. aromaticum foi adquirido na empresa especializada Quinari Casa das
Esséncias — Ponta Grossa/PR. De acordo com o laudo técnico da empresa, o produto é 100%
puro, isento de solvente e diluente, pais de origem Indonésia, proveniente de destilagdo a vapor
das folhas e botdes florais.

Para a confirmacdo da analise quimica das substancias presentes no 6leo essencial de
cravo, foi realizada a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) no
Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN) da UFAL. As amostras foram
injetadas no CG/EM modelo 2010 PLUS, Shimadzu, em uma coluna Nist-01 (100%
Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25 mm). As condi¢cGes do método usado foram as
seguintes: injetor com a temperatura 250 °C no modo Split (com diviséo de fluxo), a coluna
iniciando com 60 °C/3 min, seguido por gradiente de 6 °C/min até atingir 210 °C, em seguida
aumentou 15 °C/min até atingir 300 °C mantido.

4.2.3. Teste de toxicidade por contato

Para o teste de contato foram utilizados recipientes de 150 mL, fechados com tecido
fino transparente tipo voil para permitir as trocas gasosas com o exterior e impedir a fuga dos
insetos. Foram adicionados o 0leo e o Eugenol nas sementes de feijdo-caupi com pipetador
automatico, no interior de recipientes de vidro, os quais foram agitados manualmente durante
dois minutos. Cada repeticdo de 40 g de feijao foi infestada com 16 adultos ndo sexados de C.

maculatus com 0 - 24 h de idade. Apés 48 h de confinamento, foram determinadas as
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porcentagens de mortalidade. Foram realizados testes preliminares em diferentes concentragdes
para determinar valores proximos do Limite Superior (LS) e Limite Inferior (LI). A partir da
formula de Bliss, foram definidas as concentracGes para o bioensaio definitivo, estimando a
CL50 e CL99. Os dados foram analisados por Probit usando o Programa SAS para estimar as
concentragdes letais CL50 e CL95 de cada tratamento.

4.2.4. Teste de fumigacao

As camaras de fumigacéo foram feitas em recipientes de vidro com 1,3 L de capacidade,
onde foram confinados 20 adultos de C. maculatus, ndo sexados, com 0 a 24 h de idade e 40g
de feijdo-caupi. Os tratamentos foram adicionados em papeis filtros e colocados dentro de
sachés de cha para evitar o contato direto do 6leo essencial e Eugenol com os insetos, 0s
recipientes foram vedados com tampa propria para o recipiente. Decorridas 48 h da montagem
foi avaliado a porcentagem de mortalidade. Foram realizados testes preliminares em diferentes
concentragOes para determinar valores proximos do Limite Superior (LS) e Limite Inferior (LI).
A partir da férmula de Bliss, foram definidas as concentracbes para o bioensaio definitivo,
estimando a CL50 e CL99. Os dados foram analisados por Probit usando o Programa SAS para
estimar as concentracdes letais CL50 e CL95 de cada tratamento.

4.2.5. Teste Repeléncia

Para o indice de comportamento foram realizados testes baseados nas concentragdes
subletais do experimento de contato, utilizando uma arena contendo trés potes de vidro, sendo
um central interligado aos demais por cilindros de vidro. Em um dos potes das extremidades
foram colocados 20 g de feijao misturados com a quantidade de dleo essencial ou eugenol de
cada concentracdo, e no outro apenas os 20g de feijao (testemunha). No pote central foram
liberados 16 adultos ndo sexados de C. maculatus, recém-emergidos, 0s insetos contidos em
cada recipiente foram quantificados ap6s 48 h, para avaliacdo da repeléncia.

O Indice de Repeléncia (IR) foi calculado pela formula: IR = 2G/(G + P), onde G = %
de insetos atraidos no tratamento e P = % de insetos atraidos na testemunha. Os valores de IR
variam entre zero e dois, sendo que IR = 1 indica repeléncia semelhante entre o tratamento e a
testemunha (tratamento neutro), IR > 1 indica menor repeléncia do tratamento em relagéo a
testemunha (tratamento atraente) e IR < 1 corresponde a maior repeléncia do tratamento em
relacdo a testemunha (tratamento repelente). O intervalo de seguranca utilizado para considerar
se 0 6leo essencial é ou ndo repelente foi obtido, a partir da méedia dos IR (indice de repeléncia)
e do respectivo desvio padrdo (DP), ou seja, se a média dos IR for menor que 1 - DP, éleo

essencial ou eugenol é repelente; se a média for maior que 1 + DP € atraente e se a média estiver
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entre 1 - DP e 1 + DP, é considerado neutro. Este indice é uma adaptacdo da férmula citada por
Lin et al. (1990) para indice de consumo.

4.2.6. Oviposicao e Emergéncia

Apds a avaliacdo da repeléncia, os insetos e 0s graos foram separados em potes de vidros

fechados com tecido voil de acordo com seus tratamentos. Ao se passarem 5 dias da montagem
do experimento de repeléncia, foram descartados os insetos e foram realizados a contagem de
ovos férteis e inférteis, e em seguida os grdos foram devolvidos aos seus respectivos potes. Os
recipientes contendo os grdos, foram mantidos nas condi¢des para avaliacdo do numero de
adultos emergidos diariamente até 5 dias seguidos sem emergir nenhum inseto, contabilizando
em machos e fémeas.

4.2.7. Cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia (CG- EAG)

Para verificar a atividade se o composto eugenol ¢ eletrofisiologicamente ativo para C.
maculatus foi realizado analise em Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-
EAG) com extratos de 6leo de cravo e do composto eugenol diluidos em hexano HPLC com
concentragdo de 100 ppm. Foi usado uma aliquota de 1 uLL dos extratos em cromatdgrafo a gas
acoplado ao detector por ioniza¢do de chamas (FID) modelo Shimadzu QP-2010, operado no
modo “split”, com coluna capilar RTX-5 (30 m, 0,25 mm d. i., 0,25 pum; Restek®), onde o
efluente da coluna foi dividido em duas linhas, uma levou ao detector DIC e a outra ao EAG.
As condicdes de operacdo para separacdo dos componentes das amostras foi inicialmente de
100 °C, aumentando 12 °C por minuto até atingir 250 °C. O gas de arraste utilizado foi o
nitrogénio, com fluxo de 1,70 ml/min.

As antenas dos insetos foram cortadas junto com a parte da cabeca, sem que fosse
necessario adormecé-los, e cada inseto foi considerada uma repeticdo, sendo que, foram
realizadas seis repeti¢Oes para cada extrato.

Os sinais foram registrados através do amplificador de alta impedancia (IDAC4, Syntech
2004), sendo que as respostas do EAG e a anélise do FID foram registrados simultaneamente
pelo software Autopike32, Syntech 2008. Na andlise das respostas do CG-EAG foram
observadas a relagdo entre o sinal do EAG absoluto e os ruidos da linha base e presenca do pico
correspondente do composto eugenol registrados pela CG-FID.

4.2.8. Bioensaio em olfatometro Y

Os extratos de 6leo de cravo e do composto eugenol foram preparadas em solvente hexano
grau HPLC diluidos até a concentracdo de 100 ppm.
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A resposta comportamental de adultos de C. maculatus para os extratos de 6leo de cravo
e composto eugenol foi verificada usando o olfatbmetro em Y, operado com um fluxo de ar
continuo de 0,8 L/min, previamente umidificado e filtrado com carvéo ativado.

A fonte de odor utilizada foi um pedago de papel de filtro (2 x 2 cm) com 10 pL dos
extratos ou hexano (controle), que foram incluidos na base de cada braco do olfatdmetro. Os
insetos foram introduzidos na base do tubo principal e seu comportamento foi observado
durante 5 min. A resposta foi registrada quando o besouro caminhava até a porgio
correspondente a 75% do braco escolhido. E como néo resposta, quando o inseto ndo caminhava
contra o fluxo de ar e/ou n&o atingia a porcdo considerada durante o tempo observado.

Em cada bioensaio, foram testados 40 insetos sendo considerado cada espécime uma
repeticdo. A fonte de odor foi trocada a cada individuo testado. Os experimentos foram
realizados no periodo entre 11:00 e 14:00 horas.

Para andlise dos dados das respostas de C. maculatus para os diferentes tratamentos em
olfatdbmetro, os dados foram transformados em porcentagem e foi usado o teste Qui-quadrado
através do Software SAS. Os insetos nao respondentes, que ndo escolheram nenhum dos bracos,

foram excluidos da analise estatistica.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Teste de toxicidade por contato

Observa-se o efeito de toxicidade do 6leo essencial de cravo da india e do seu composto
majoritario Eugenol pelo teste de contato em insetos adultos de C. maculatus, sendo a
concentracao letal de 95% (CL95) de 12,69 puL/L e a CL50 de 3,27 uL/L para o 6leo essencial,
j& o eugenol apresentou CL 95 com 6,49 uL/L e CI 50 de 1,68 puL/L de acordo com os dados
obtidos na anélise de Probit (tabela 1).

Tabela 1. Toxicidade por efeito de contato do 6leo essencial cravo da india e 0 composto
sintético eugenol sobre o Callosobruchus maculatus

2
Produto N Inclinagio+(EP) 8;’)2 ) C(:é‘;g/olc) X
Oleo essencial 400 2,795+0,214 3,277 12,699 4,619
de  cravo-da- (2,848-3,767) (10,220-
india 6,780)
Eugenol 400 3,971+0,365 1,685 6,49 9,31
(1,460-1,950) (4,854-
10,214)

N = Ndmero de insetos, EP = erro padrdo da média, IC = intervalo de confianga, CL =
Concentragio Letal, y > = Qui-quadrado (significativo ao nivel de 5% de probabilidade).
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Moura et al. (2019), justifica o efeito de mortalidade de adultos de C. maculatus com
6leos essenciais, que se deve aos seus compostos volateis como os terpendides. O contato
gasoso de 0Oleos essenciais é neurotdxico, atuando na inibi¢ao da acetilcolina (ACh), afetando
a membrana celular da bicamada lipidica, o sistema respiratorio e a producdo de energia,
aumentando assim, sua toxicidade para insetos. A eficacia desses 6leos depende de fatores
como superficie de aplicacdo, composi¢cdo, condi¢des ecoldgicas, dose ou concentracdo,
método de aplicacdo e extracdo, via de penetracédo, partes da planta, estacdo do ano e espécies
de insetos.

Pesquisa desenvolvidas mostram que Oleos essenciais podem ser usados como
alternativa aos inseticidas sintéticos para o0 manejo de C. maculatus no armazenamento de
sementes de feijdo. Nattudurai et al. (2017), demonstraram o efeito inseticida por contato do
6leo essencial Atalantia monophylla em C. maculatus, relacionando a mortalidade dos insetos
devido a reducdo do teor de proteina, genes de transportadores de glicose GST, esterase e
Atividade AC.

Eugenol apresenta efeito de mortalidade em menores concentragfes, € 0 composto
majoritario do 6leo essencial de cravo da india que pertence aos monoterpenos, um grande
grupo de compostos volateis e lipofilicos que s@o capazes de penetrar rapidamente no interior
dos insetos e interferir em suas fungdes fisiologicas, em aplicacdo por contato, o eugenol e
outros monoterpenos sdo inseticidas de acdo rapida que sdo eficazes em uma ampla variedade
de insetos, interrompendo a transmissao octopaminérgica no sistema nervoso do inseto (SAAD
et al ., 2018 ).Em trabalho semelhante Gonzalez et al. 2019, testando o eugenol sobre C.
maculatus exibiu boa atividade inseticida, revelaram que o eugenol pode fazer parte de um

programa integrado de manejo em instalagcdes de armazenamento.

4.3.2. Teste de Fumigagdo

De acordo com os dados obtidos na analise de Probit, o 6leo essencial de cravo da india
e o0 eugenol apresentou efeito fumigante sobre C. maculatus, sendo a concentracao letal de 6leo
para matar 95% da populagdo (CL95) de 13,212 ul/ L de ar e a CL50 correspondendo a 4,27
puL/L de AR, e para o composto majoritario a CL95 e CL50, foram de 6,39 e 2,05 uL/L de AR,
respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Estimativas das Concentracdes letais por efeito de fumigacédo do 6leo essencial cravo
da india e 0 composto sintético eugenol sobre o Callosobruchus maculatus

2
Produto N  Inclinacdox(EP) 8%22 1) C(:SIJ_&;?/oIC) X
Oleo essencial 400 4,743+0,503 4,27 13,212 10,76
de cravo-da- (3,675- 4,963) (10,045-
india 20,83)
Eugenol 400 3,343+0,341 2,059 6,391 11,26
(1,68-2,513) (4,78-10,077)

N = Numero de insetos, EP = erro padrdo da média, IC = intervalo de confianca, CL =
Concentracdo Letal, y 2 = Qui-quadrado (significativo ao nivel de 5% de probabilidade).

Corroborando com o presente estudo, Devi et al. (2021) constatou efeito fumigante do
6leo essencial de Tithonia diversifolia em pragas de graos armazenados, destacando que com o
aumento da dosagem e tempo de exposicao, a atividade fumigante também aumenta.

Satongrod et al. (2021), constatou efeito de toxicidade da fumigacdo do 6leo essencial
de W. trilobata como um alto potencial para eficicia no controle de C. maculatus, caracteristica
desejada para o desenvolvimento de novas alternativas de produtos para o controle seguro e
eficaz de pragas de produtos armazenados sob programas de manejo integrado de pragas
(MIP).Guettal et al. (2021), encontraram efeito fumigante do 6leo essencial de Citrus limonum
sobre o gorgulho do celeiro, justificando que o 6leo age penetrando através do trato respiratério
do alvo causando sua morte.

Utilizando o composto majoritario do 6leo essencial de Lavandula spica, Kheloul et al.
(2020), observaram alta toxicidade em certos estagios e ineficacia contra outros estagios de T.
confusum e constataram também malformacBes em adultos que eclodiram de pupas tratadas,
reduzindo ainda mais o sucesso reprodutivo em adultos néo viaveis, concluindo que os volateis
testados podem representar uma alternativa potencial aos inseticidas sintéticos para o controle
da praga do produto armazenado.

Zimmermann et al. (2021), justificam que a maior eficacia do método de fumigag&o esta
relacionada a alta volatilidade dos principais compostos presentes em 6leos essenciais, onde
durante a fumigacéo, os OEs podem ser inalados ou entrar na cuticula do inseto, causando uma
alta taxa de mortalidade. Esses compostos afetam o processo respiratorio quando entram nos
corpos dos insetos pela traqueia, podendo causar um bloqueio dessa via metabélica, causando
alteragdes bioquimicas e fisiologicas, além de disturbios metabdlicos, que levam a asfixia e &

morte.
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Para o indice de comportamento (Figura 1), nota-se efeito repelente para todas as
concentragcOes testadas tanto para o 6leo essencial quando para ser composto majoritario,
destacando as concentragfes menores de eugenol necessaria para o efeito repelente em relagédo
ao Oleo essencial de cravo da india sobre o C. maculatus.

4.3.3. Teste Repeléncia

Figura 1. Indice de comportamento de Callosobruchus maculatus (n=16) sob 6leo essencial
cravo da india (A) e composto eugenol (B). Repelente (IC < 1); Neutro (IC = 1); Atraente (IC
> 1).
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Matos et al. (2020), destacam o efeito repelente dos Gleos essenciais de suma
importancia para o manejo de pragas de grdos armazenados, € uma medida comportamental que
descreve a extensdo da acgdo aversiva do inseto a substancia no organismo testado, contribui
para a remocdo de insetos dos graos tratados, resultando na auséncia ou diminui¢do do nimero
de ovos e insetos e consequente reducdo das perdas causadas por insetos nas unidades de
armazenamento.

Pesquisadores relatam o efeito repelente de Oleos essenciais sobre adultos de C.
maculatus como Elhourri et al. (2021), que descreveram efeito repelente do Oleo de
Chenopodium ambrosioides. JA KAYA et al. (2018) obtiveram repeléncia no gorgulho do feijdo
utilizando 6leos de Salvia leriifolia e Tanacetum parthenium.

Oliveira et al. (2021), em relacdo aos Oleos essenciais, descrevem que é de grande
importancia entender o papel de cada constituinte quimico na atividade toxica sobre 0s insetos,
0s constituintes quimicos em maior quantidade podem apresentar potencial para desinfestacdo
pos-colheita de grdos armazenados, causando efeitos letais e subletais, eles demonstraram que
os compostos isolados geraniol ¢ a - pineno dos 6leos essenciais utilizados sdo repelentes em
C. maculatus.

Houve reducdo da taxa de oviposicdo de C. maculatus em feijao caupi tratado tanto com
0 6leo essencial de cravo da india quanto o eugenol. Para todas as concentracdes testadas, 0

namero de ovos foi superior na testemunha quando comparado com os demais tratamentos.
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Observando- se também que a quantidade de ovos viaveis sdo maiores na testemunha (Figura
2).

4.3.4. Teste de Oviposicdo

Figura 2. Oviposicdo de Callosobruchus maculatus em feijdo-caupi sob tratamento com 6leo
essencial cravo da india (A) e composto eugenol (B).
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Boodram; Khanfoi.(2019), concluiram que 6leos essenciais sdo altamente eficaz como
protetor de sementes de feijdo contra danos causados por C. maculatus e podem ser usados
como biopesticidas seguros para a manejo do feijdo-caupi armazenado, devido aos principais
constituintes do 6leo agirem individualmente ou sinergicamente com outros constituintes. Este
efeito barreira do 6leo essencial, juntamente com a falta de atividade respiratdria e acimulo de
metabolitos, poderia explicar a morte de ovos reduzindo a taxa de crescimento populacional e
desenvolvimento de C. maculatus em feijdo-caupi, além disso, a penetracdo do 6leo no ovo do
inseto causa efeito tdxico direto, retardando emergéncia de adultos e causando efeitos adversos
na progénie.

Por ndo se alimentarem na fase adulta o C. maculatus ,visitam os grdos a fim de
depositarem seus ovos, portanto, o uso de biopesticidas inibidores de oviposi¢do seriam
vantajosos para 0 manejo dessas pragas de insetos uma vez que sdo seguros, baratos, livres de
residuos e ecologicamente corretos (OKWOR et al., 2021).

Corroborando com o presente trabalho, EI-Sayed et al. (2022), constataram efeito sobre
a oviposicdo de C. maculatus ao utilizar 6leos essenciais de Thymus vulgaris e Anethum
graveolens apresentaram boas atividades inseticidas tornando-os altamente atraente para seu
uso como uma fonte potencial de agentes protetores naturais.

Lazarevi¢ et al. (2022), demonstraram que o composto majoritario timol é eficaz no
controle de C. maculatus por reduzir o crescimento populacional e a sobrevida do inseto tendo

influéncia direta na oviposigéo.
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Observa-se na figura 3 que a emergéncia de adultos de C. maculatus sofreu influéncia
quando os graos foram tratados com Gleo essencial de cravo da india, 0 nmero de insetos tanto
macho quanto fémea foi superior na testemunha em relacdo aos demais tratamentos.

4.3.5. Teste de Emergéncia

Figura 3. Emergéncia de Callosobruchus maculatus machos (A) e fémeas (B) em feijdo-caupi
sob tratamento com dleo essencial cravo da india e com Eugenol. Dados transformado em
\x+0,5. Modelo de regressdo quadratica polinomial.
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Salem, A. (2019), constatou influéncia na emergéncia de adultos de pragas de gréos
armazenados tanto com o 6leo quanto com o po de Eugenia aromatica. O mesmo associa esta
acdo a metabdlitos secundarios que estdo presentes, e que pode ser responsavel pela
incapacidade do adulto inseto a emergir, considerando dessa forma, como biopesticidas e ndo
apresentando riscos no manuseio.

O Oleo essencial do marmeleiro tem efeito sobre a fecundidade do gorgulho C.
maculatus, causando reducgéo na taxa de oviposi¢do, com consequente reducdo da emergéncia
de insetos adultos a medida que se aumenta as concentracdes (SILVA et al.,2019). Ferraz, M.
(2018), confirmou a acdo inseticida do género Piper sobre a reproducdo em adultos e o
desenvolvimento das fases jovens, e as taxas de emergéncia de C. maculatus diminuiram

significativamente com o incremento da concentracdo do Oleo essencial de Piper
hispidinervum.
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Santos et al. (2018), encontraram resultado semelhante utilizando dleo essencial de
Lippia sidoides, que inviabilizou a emergéncia de insetos adultos indicando possivelmente,
uma acao ovicida/larvicida do 6leo estudado, acdo essa que se deve a presenca do composto
majoritario carvacrol em sua constituicao.

Verificou-se resposta de percepcao do inseto C. maculatus ao eugenol, tanto ele presente
no 6leo essencial quanto ele testado puro (Figura 4).

4.3.6. Cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia (CG- EAG)

Figura 4. Resposta eletroantenografica de antena de Callosobruchus maculatus para composto
eugenol (A) presente no extrato de éleo de cravo diluido a 100 ppm em hexano e para composto
eugenol (B) em extrato diluido a 100 ppm em hexano.

A — CG-FID —EAG B — CG-FID —EAG
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Anélises com CG-EAG e olfatdmetro de dupla escolha foram realizadas para testar a
atividade biologica que o composto eugenol exerce sobre os individuos da espécie C.
maculatus. A eletroantenografia € um bioensaio comumente utilizado para a detec¢do de
volateis captados pelo aparelho olfativo antenal dos insetos, 0 método consiste em registrar 0s
potenciais elétricos das antenas fornecendo informacdes sobre a percepcéo olfativa dos insetos
em estudo (Syntech, 2015). Os testes de eletrofisiologia utilizando uma solugéo de 6leo de cravo
a 100 ppm e uma solucao do composto eugenol a 100 ppm com antenas de machos e fémeas do
C. maculatus indicaram que, o composto eugenol tanto puro quanto em mistura com outros
componentes presentes no 6leo de cravo, provocou perturbagdo da antena (Figura 4) sugerindo
a possibilidade do composto eugenol gerar acao de repeléncia para essa espécie.

Utilizando o olfatbmetro em Y para uma resposta comportamental nota-se maior
preferéncia do C.maculatus pelo hexano em relacdo a porcentagem de escolha em relacdo do
cravo da india e do eugenol (Figura 5).

4.3.7. Bioensaio em olfatometro Y
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Figura 5. Resposta comportamental de Callosobruchus maculatus (n=40) para extrato de 6leo
de cravo a 100 wppm e para composto eugenol diluido a 100 ppm em olfatbmetro de dupla
escolha. (*) indica diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste Qui-quadrado (GL: 1,
X2: 4,4234; P=0,0354).
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Para confirmar que o Gleo de cravo da india e o composto eugenol apresentava
repeléncia sobre os individuos da espécie C. maculatus foram realizados testes bioldgicos
comportamentais utilizando olfatbmetro em Y. Neste teste, 0s insetos tinham que escolher entre
a fonte de odor que continha o composto eugenol (puro ou presente no 6leo de cravo) e a fonte
de odor controle contendo hexano HPLC. No teste utilizando uma solugéo de dleo de cravo a
100 ppm (Figura 5), foram testados 40 insetos, dos quais 34 escolheram alguma fonte de odor.
Dentre estes, 22 seguiram em dire¢do ao hexano, o que representou 55% do total e apenas 12
seguiram em dire¢do a fonte de odor contendo o 6leo de cravo.

Tambem foram testados 40 insetos utilizando uma solucéo do composto eugenol a 100
ppm (Figura 5), sendo que 37 insetos escolheram alguma fonte de odor, 24 seguiram em direcao
ao hexano, o que representou 60% do total e apenas 13 seguiram em direc¢do a fonte de odor
contendo o composto eugenol. Desta forma, foi possivel observar que o composto eugenol tanto
puro quanto presente no 6leo de cravo exerceu uma repeléncia significativa para os individuos
da espécie C. maculatus. Ndomo-Moualeu et al (2016) avaliou a resposta comportamental em
olfatbmetro em Y do C. maculatus frente a sete combinagdes de cinco compostos ativos (1-
pentanol, 1-octen-3-ol, (E)-2-octenal, nonanal e 3-careno) extraidos de sementes de ervilha
verde. A maioria das combina¢fes mostraram atrativas, enquanto as combinacGes com 1-
entanol, nonanal, e (E)-2-octenal (50:25:25); 1-pentanol e 1-octen-3-ol (50:50) exerceram uma
repeléncia significativa tanto em machos quanto em fémeas. Paventi et al (2021) avaliou a

atividade bioldgica do 6leo essencial extraido por diferentes solventes do ldpulo selvagem
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Humulus lupulus (L.) contra a individuos da espécie Sitophilus granarius, os extratos obtidos
utilizando metanol como solvente apresentaram uma repeléncia significativa nos bioensaios
com o olfatbmetro em Y, sendo a presenca de compostos ativos confirmados através da analise
por CG-EAG.

O comportamento de repeléncia pode estar relacionado a atividade locomotora, que
pode ser afetada ndo apenas por estimulos externos como é analisado no caso de ensaio de
repeléncia, mas também pela fisiologia dos insetos. Krzyzowski et al. (2020), observaram a
inibicdo significativa da locomocdo dos insetos, logo apo6s a exposicdo, em todos 0s grupos
tratados, a redugdo nos grupos tratados pode indicar varios efeitos subjacentes, desde a sedacéo
geral, passando pela perturbacdo da marcha, para a quebra de sinapses de conectividade (seja
neuro neuronal, neuromuscular ou ambos). No entanto, a atividade locomotora diminuida deve
resultar em diminuicdo do consumo de oxigénio, tais resultados sugerem que, embora 0s insetos
néo estivessem envolvidos na caminhada, eles podem estar exibindo contragdes musculares ou

outros processos metabolicamente intensivos relacionados a acéo do dleo essencial.
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4.4.CONCLUSAO
O oleo essencial de cravo da india e seu composto majoritario eugenol, principalmente
0 eugenol puro, apresentam efeito de toxicidade sobre C. maculatus e causam efeitos adversos
na sua reproducdo e comportamento, alterando pardmetros essenciais para sua sobrevivéncia e

estabelecimento em gréos armazenados.
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