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ABSTRACT. Effect of the essential oil of Tagetes patula L. (Asteraceae) on Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera,
Curculionidae). Countless problems due to the use of chemical insecticides for the control of pests in stored grains have
been observed. In order to minimize these problems, alternative measures have been developed, including the use of
botanical insecticides. This work was carried out with the objective of evaluating the effect of the essential oil of Tagetes
patula L. on, Sitophilus zeamais (Mots., 1855) in corn kernels in laboratory conditions. The T. patula essential oil was
obtained through hidrodestilation with the Clevenger device. The chemical characterization of the compounds found in
the essential oil of T. patula was carried by gas chromatography connected to the mass spectrometer. The compounds
found were: limonene (37.05%), terpinolene (32.61%), piperitone (14.40%), neophitadiene (5.91%), sabinene (2.88%),
trans-ocimene (2.02%), beta-cariphilene (1.98%), farnesol (1.84%), and alpha-pinene (1.30%). The insects used in the
bio-test were kept under controled temperature and relative humidity environment. Two bioassays were carried out to
evaluate the effect of the essential oil of T. patula on the behavior (activity/repellence) and insecticide activity on adults
of S. zeamais. The results showed that this essential oil was efficient (concentration of 10 pL) to control adults of S.
zeamais adults.
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RESUMO. Efeito do 6leo essencial de Tagetes patula L. (Asteraceae) sobre Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera,
Curculionidae). Resisténcia de pragas a inseticidas, danos ao ambiente em funcéo da poluigéo do solo e de recursos hidricos
vem sendo observados pelo uso de inseticidas quimicos no controle de pragas em gréos armazenados. Com o intuito de
minimizar estes problemas, estédo sendo estudadas alternativas como o uso de inseticidas botanicos. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar o efeito do 6leo essencial de Tagetes patula L. sobre, Stophilus zeamais Motschul sky,
1855 em milho sob condicdes de laboratério. O 6leo essencial de T. patula foi obtido através de arraste a vapor com
aparelho clevenger. A caracterizagdo quimica dos compostos encontrados no 6éleo essencial de T. patula foi realizada
através de cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas, sendo observados: limoneno (37,05%), terpinoleno
(32,61%), piperitone (14,40%), eofitadieno (5,91%), sabineno (2,88%), trans-ocimeno (2,02%), beta-cariofileno
(1,98%), farnesol (1,84%) e afa-pineno (1,30%). Os insetos utilizados nos bioensaios foram mantidos em temperatura
e umidade relativa controlada. Foram avaliados os efeitos do 6leo essencial de T. patula sobre o comportamento
(atratividade e/ou repeléncia) e atividade inseticida sobre adultos de S. zeamais através de dois bioensaios. Pelos resultados
pode-se observar o efeito repelente e inseticida do 6leo essencial de T. patula sobre S. zeamais, na concentragdo de 10
pL (p<0,0001 e p=0,02) sendo portanto, eficaz no controle de adultos de S. zeamais.

PALAVRAS-CHAVE. Controle; repeléncia; compostos bioativos; gorgulho-do-milho.

A producéo brasileira de graos na safra de 2006/2007 foi
estimada em 130,5 milhes de tonel adas, destacando-se entre
outras, as culturas de soja, milho, arroz etrigo, sendo estas de
grandeimportanciano cenario agricolado Brasil (Companhia
Nacional deAbastecimento —Conab 2008). Mundialmente, a
producdo de milho chegaa 615,92 milhes detoneladas, atras
apenasdo trigo (Cocamar 2004).

Os insetos causam freqlientemente danos extensivos aos
gréos armazenados e aos produtos destes gréos. As perdas
guantitativas podem atingir 5-10% nas regides temperadas e
20-30% nas regifes tropicais (Haque et al. 2000). De acordo
com Silvaet al. (2007) no Brasil, as perdas devido ao ataque
de pragas chegam a 20% da producdo total do gréo,
demandando a necessidade de novas pesqui sas e tecnologias.

O inseto com maior importanciaem gréos armazenados é 0
gorgulho-do-milho Sitophilus zeamais M otschulsky, 1855. Este
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inseto apresenta el evado potencial biético, grande nimero de
hospedeiros, infestacéo cruzada e facilidade na penetracdo na
massade gréos (Gallo et al. 2002).

O uso indiscriminado de agentes quimi cos para combater
insetos encontrados em gréos armazenados causa diversos
danos. Desta forma, torna-se relevante a busca de novos
COmMpOStos para uso no manejo e controle de pragas, sem
problemas como: a contaminacdo ambiental, residuos nos
alimentos, efeitos prejudiciai s sobre os organi smos benéficos
e surgimento deinsetos resistentes, entre outros. Este aspecto
tem despertado o interesse de véarios pesquisadores com
relacdo ao uso de extratos vegetais para este fim.

Um grande nimero de substancias derivadas de plantas
possui atividadesfisiol 6gicas e comportamentais sobreinsetos
de produtosarmazenados (Ho et al. 1996; Rejedran & Sriranjini
2008). Essas substancias naturai s sdo freqiientemente oriundas
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do metabolismo secundério das plantas e podem ser utilizadas
dediferentesformas. Segundo Prates & Santos (2000) dentre
0s metabdlitos secundarios encontram-se 0s terpenaos,
especia mente 0s monoterpenos e seus anal ogos, sendo estes
componentes abundantes em 6leos essenciais de plantas
superiores. Estes podem reduzir a produtividade de insetos
de produtos armazenados, afetando o crescimento,
desenvolvimento e reproducdo de alguns insetos herbivoros.
Os pesticidas naturai s baseados em 6l eos essenciais de plantas
podem representar uma alternativa de protecéo aos produtos
armazenados (Isman 2000).

O uso de substéncias de origem vegetal no controle de
pragas de graos armazenados € muito promissor. Procopio et
al. (2003) avaliando o fator de repeléncia de pés de seis
espécies vegetais sobre adultos de Sitophilus zeamais,
verificou que a planta que provocou maior repeléncia aos
mesmosfoi Eucalyptuscitriodora (Hook) (Myrtaceae). Jaem
relacéo a atividade inseticida, a planta que apresentou
eficiéncia foi Chenopodium ambrosioides L.
(Chenopodiaceae), que provocou a mortalidade dos insetos.

Umadas plantas utilizadas tanto para controle de insetos,
como para atividade antimicrobiana bem como para controle
de fungos e nematicidas tem sido o Tagetes patula (Boueri &
Lunardi (2006). Estaplantacaracteriza-se por ser defécil cultivo,
bastante decorativae de ciclo relativamente longo. A utilizac&o
de produtos naturais tem apresentado resultados sati sfatérios,
poisalém dafécil aquisicéo, preparo, utilizacdo, possuem baixo
custo de producdo, favorecendo principalmente o pequeno
agricultor (Silva et al. 2007). Considerando estas boas
perspectivas, este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito do 6leo essencial de Tagetes patula L.
(Asteraceae), conhecida como cravo-de-defunto, sobre
Sitophilus zeamais em milho armazenado sob condigdes de
laboratorio.

MATERIAL EMETODOS

Extracdo do 6leo essencial de Tagetes patula. O 6leo
essencia utilizado nos experimentos foi obtido das folhas e
caules de Tagetes patula, cultivadas na unidade experimental
daUniversidade Regional IntegradadoAlto Uruguai e Missdes
—URI - Campusde Erechim.

Apobs a floracdo de Tagetes patula, as plantas foram
coletadas e secas em estufaatemperaturade 30° C naauséncia
deluz e com aeracdo. O processo utilizado paraaextracdo do
0Oleo essencial foi ahidrodestilagao. Para cadaextragéo foram
utilizados 100 g defolhas e caul es secosimersos em um bal &o
de 5L com 3 L de &gua destilada acoplado em um extrator
clevenger.

Caracterizacgo quimica. Paraaidentificacdo dos compostos
do éleo essencial, utilizou-se cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa, pois este € um dos métodos mais
indicados paraidentificacgo de compostos de 6leos esséncias
(Castroet al. 2004; SimBes & Spitzer 2001). O aparelho utilizado
foi CG-EM (Shimadzu, Modelo QP 5050A), com colunacapilar
DB-5(30m X 0,25mm X 0,25 um deespessurado filme), vazéo
do gasdearraste (hélio) de 1,0 mL.min-1 ,detector de 1.2 Kv.
Temperaturado injetor 280°C e interface a 300°C e tempo de

corte do solvente em 4 min. Asamostras foram preparadas na
concentragéo de 1000 ppm de 6leo com 300 ppm de padrao
interno (bifenila) em 1 mL utilizando-se diclorometano (Merck)
como solvente, sendo injetado um volume padréo de 1 uL em
triplicata. Os picos foram integrados no modo manual e a
identificacdo dos compostos foi feita por comparacdes do
espectro de massas com 0s espectros existentes nos banco
de dados do equipamento (Wiley). Os compostos majoritérios
foram listados e semi quantificados.

Bioensaios com Sitophilus zeamais e dleo essencia de
Tagetes patula. Os insetos utilizados nos bioensaios foram
mantidos no Laboratdrio de Biotecnologiada URI — Campus
de Erechim, sob condi¢Bes adequadas de temperatura (25+2°C)
e umidade relativa (65£10%), em vidros de boca larga com
capacidade para 1 L vedados com um tecido fino, contendo
gréos de milho previamente tratados, como substrato de
alimentacdo, utilizados em todos os bioensai os.

Os insetos foram separados ao acaso e mantidos sem
alimento por trés horas antes do preparo dos bioensaios,
conforme sugerido por Prates & Santos (2000). Para os
bioensaios foi utilizado o 6leo essencial puro obtido
anteriormente.

Avaliacdo darepeléncia. Para avaliacédo darepeléncia de
Tagetes patula sobre Stophilus zeamais, foi utilizada uma
arenaformada por cinco caixas plasticascirculares (6,0 cm de
didmetro e 2,0 cm dealtura), sendo acaixacentral interligada
simetricamente as demais por tubos plasticos, dispostos
diagonalmente (M azzonetto & Vendramim 2003; Procopio et
al. 2003; Tavares& Vendramim 2005).

Amostrasde milho (30 g), impregnadas umahoraantesda
montagem do experimento, com 6leo essencial (10 pL) de
Tagetes patula foram colocadas em duas caixas pl ésticas. Nas
duas caixas simetricamente opostas foram colocadas apenas
amostrasde milho (30 g) sem 6leo essencial (testemunha). No
recipiente central foram liberados 50 adultos, ndo sexados, e
apos 24h contou-se 0 nimero de insetos por recipiente.

A partir dos dados observados no teste, foi aplicado o
indice de Preferéncia(1.P), citado por Procdpio et al. (2003)
onde;

_ (%IPT - %lpt)
(%IPT + %I pt)

|.P=Indice de Preferéncia

%I PT= % de insetos na planta-teste

%I pt= % de insetos na testemunha

ondeque: 1.P:-1,00a- 0,10, plantatesterepelente; -0,10 a
+0,10, plantateste neutrae+0,10 a+1,00, plantateste atraente.

Avaliacéo da atividade inseticida. Para este bioensaio
foram utilizadas placas de Petri com o fundo forrado por papel
filtro impregnado com a concentracéo de 6leo a ser testada.
Sobre esta, foi colocada uma camada de pérolas de vidro e
acimamaisumacamadade papel filtro, evitando assm o contato
direto dosinsetos com o 6leo essencial. Foram realizadas cinco
repeticbes para cada concentracdo de 6leo testada (5 L, 10
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pL, 20 uL, 30 L, 50 yL) eatestemunha (0 yL), sendo liberados
20 insetos adultos em cadaplaca. As placasforam observadas
apos 24 horas de inoculagdo do 6leo, contando-se 0 niimero
de insetos mortos por placa.

Paraanalisar a€ficaciadas concentraces do 6leo essencial
de T. patula sobre S. zeamais utilizou-se a férmula de Abbot
(1925) modificada.

Eficacia(%6) = mortdidadetratamento—mortalidadetestemunha
100 — mortalidade testemunha

Andlise estatisticadosdados. Paraavaliar adiferencaentre
arepelénciado 6leo esséncial frente atestemunha, utilizou-se
aandlisedevariancia(ANOVA oneway) com o Teste Tukey a
posteriori. O efeito da atividade inseticida do 6leo essencial
foi avaliado a partir do célculo da regressdo linear simples
considerando aconcentracdo do 6leo como variavel preditora
e aporcentagem de eficacia como variavel resposta.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Caracterizagdo Quimica. Nacaracterizagdo quimicado éleo
essencial de Tagetes patula destacam-se 0s picos de nimero
3 (limoneno) e o de nimero 6 (terpinoleno) que apresentam,
em média, as maiores éreas nas amostras, 37,05% e 32,61%,
respectivamente. O terceiro composto com maior area foi
piperitone com 14,40%. Os demais compostos sel ecionados
neste estudo apresentam areas com valores inferiores a 6%:
neofitadieno (5,91%), sabineno (2,88%), trans-ocimeno
(2,02%), beta-carifileno (1,98%), farnesol (1,84%) ealfa-pineno
(1,30) (Tabelal, Fig. 1).

Cestari et al. (2004) citaram que plantas de T. minuta sdo
ricas em compostos secundérios incluindo monoterpenos,
sesquiterpenos, flavonoides e tiofenes. Sagar et al. (2005)
estudando acomposi¢ao quimicado 6leo essencia de Tagetes
patula no norte dalndia, comentam quelimoneno, terpinoleno
e piperitone foram os compostos majoritarios, vindo a
corroborar com os dados aqui apresentados.

Bioensaios com Stophilus zeamais e 6leo essencial de
Tagetes patula

Avaliacéo darepeléncia. Conforme observado naTabelall
foi constatada atividade repelente em todos os bioensaios
realizados, 4% dosinsetos utilizados nos mesmos preferiram a
caixa com milho tratado (10 pL de 6leo essencial de Tagetes
patula).

Osresultados obtidos para o indice de Preferéncia (Tabela
I) demonstram que Tagetes patula é repelente para adultos
de Stophilus zeamais na concentracéo de 10 pL de d6leo
essencial. Pela andlise de variancia foi verificado diferenca
significativa entre a testemunha e este tratamento (F 1,8 =
7689,9; p<0,0001).

Rajendran & Sriranjini (2008) estudando o efeito fumegante
de Oleos essenciais de varias plantas, comentam do efeito
toxico sobre ovos e pupas de Tribolium castaneum,
Rhyzoperta dominica, Sitophilus oryzae e Stophilus zeamais
corroborando com os dados aqui apresentados.
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Fig. 1. Cromatograma do 6leo essencial de Tagetes patula obtido através
de cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas. 1, alfa
pineno; 2, sabineno; 3, limoneno; 4, trans ocimeno; 5, farnesol; 6,
terpinoleno; 7, piperitone; 8, beta-cariofileno; 9, neofitadieno.

Avaliacdo da atividade inseticida. Nos bioensaios
realizados neste estudo, observou-se a atividade inseticida
(fumigacao) do 6leo essencial de Tagetes patula sobre adultos
de Stophilus zeamais, em condic¢des de |aboratério. Pode-se
perceber que com maiores concentrages do 6leo essencial 30
€50 L amortalidade dos insetos foi de 100%. Com 20 L a
eficaciafoi de 97%, seguidade94% (10 uL) e81% (5 uL). Nas
placas sem tratamento (testemunha) ndo houve mortalidade
de insetos. No entanto, verificou-se que o 6leo essencia de
Tagetes patul atem efeito significativo em todos ostratamentos,
mas ficamais evidente nas concentracdesinferioresa 10l (F
1,4 =12,7; p=0,02). De acordo com Prates & Santos (2000)
observou-se o efeito knock down, isto &, efeito de choque
caracterizado pelaincapacidade de caminhar e com evolucéo
paraamorte.

Resultado semel hante encontrou Nascimento et al. (2008),
onde 96 a 100% de adultos de Sitophilus zeamais morreram
guando o extrato de Tagetes patula foi aplicado naformade
vapor sobre os adultos.

Segundo Prates & Santos (2000) os inseticidas mais
eficientes apresentam agéo por contato e/ou ingestdo e agdo
fumigante, e, nesse caso a pressdo de vapor (taxa de
evaporacao) é um fator importante. Os monoterpenos cineol e
limoneno possuem grande acdo inseticida em relacéo a
importantes pragas de gréos armazenados. Essas substancias

Tabela I. Lista de compostos selecionados dos cromatogramas apés
andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
de flores de Tagetes patula.

Picos  Tempo de retencéo Area (%) Composto
1 4,175 1,30 Alfapineno
2 5,200 2,88 Sabineno
3 6,650 37,05 Limoneno
4 7,300 2,02 Transocimeno
5 7,767 1,84 Farnesol
6 8,733 32,61 Terpinoleno
7 17,108 14,40 Piperitone
8 22,475 1,98 Beta-cariofileno
9 39,100 591 Neofitadieno

*Apos o pico de nimero oito ha um pico significativo que néo foi
citado aqui, por ndo ser um composto do 6leo essencial da planta. Este
pico € o padréo interno utilizado na amostra (bifenila).
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Tabela I1. Atratividade de adultos de Sitophilus zeamais pelo 6leo
essencial de Tagetes patula e indice de Preferéncia (1.P.) calculado.

Testede Testemunha %  Tratamento % I.P.
repeléncia  (sem 6leo) (101iL)
1 48 96% 2 4% -0,92
2 49 98% 1 2% -0,96
3 48 96% 2 4% -0,92
4 47 94% 3 6% -0,87
5 49 98% 1 2% -0,96

*Na caixa central do bioensaio foram liberados 50 insetos, sem o
substrato de alimentacdo dos mesmos (milho).

sdo toéxicas através da penetragdo no corpo do inseto via
sistema respiratorio (efeito fumigante), através da cuticula
(efeito de contato) e pelo aparelho digestivo (efeito de
ingest&o).

Segundo Keita et al. (2000), espécies do género Tagetes
tém apresentado atividade inseticida contra pragas de
produtos armazenados. Perich et al. (1995) apud Cestari et al.
(2004) citaram que terpenos do 6leo essencial de Tagetes
minuta L. sdo responsaveis pel o efeito toxico apresentado em
mosquito.

Estudos com outras plantas, como o caso do trabalho de
Liu & Ho (1999), com 6leo essencia de Evodia rutaecarpa
Juss. (Rutaceae) observaram que este 6leo mostrou forte efeito
repel ente sobre Tribolium castaneum Her bst. (Tenebrionidae)
e efeito repelente moderado sobre Sitophilus zeamais. Pés de
frutos e da planta inteira (com frutos) de Chenopodium
ambr osioi des apresentam efeito altamente toxico ao gorgul ho-
do-milho, além dereduzirem aemergénciados adultos (Tavares
& Vendramim 2005). Em estudosrealizadoscom 6leo de Allium
sativum(L.) (Liliaceag), Ho et al. (1996) relataram amortalidade
e reducdo na emergéncia de adultos de Tribolium castaneum
e Stophilus zeamais.

Diante do exposto, o 6leo essencial de Tagetes patulatem
efeito repelente e inseticida sobre Stophilus zeamais, porém
existem ainda muitas questdes a serem analisadas para
esclarecer vantagens, desvantagens e/ou limitacdes no uso
de substancias de origem boténica no controle de insetos-
praga, inclusive para outras plantas nativas da regido Alto
Uruguai do Rio Grandedo Sul, sob as caracteristicas climéticas
encontradas.
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