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RESUMO

A espécie Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae) possui constituintes
quimicos em seu 6leo essencial com acdo inseticida. Objetivou-se avaliar o
efeito inseticida por ingestdo e por fumigacao do 6leo essencial de O. selloie do
estragol sobre Spodoptera frugiperda(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)eo
efeito por fumigacdo do dleo essencial sobreZabrotes subfasciatus(Bohemann,
1833) (Coleoptera, Bruchidae). No primeiro experimento, larvas de 48 horas de
idade de S. frugiperda foram alimentadas com dieta artificial acrescida com
diferentes doses do 6leo essencial de O. selloi. O tratamento de 0,6 mg do dleo
essencial. mL™ de dieta artificial, equivalente & concentracdo letal 50 (CLs),
causou a mortalidade acumulada de 73,2% das larvas de S. frugiperda até o
periodo 264 horas apds o inicio do experimento, com um Tempo Letal 50 (TLs)
de 94,7 horas. Os periodos, larval e pupal de S. frugiperda, foram maiores que a
média normal, com as doses correspondentes a CLsy e CLyo do 6leo essencial e o
peso das pupas, oriundas das larvas alimentadas com a dieta artificial, acrescida
com o O6leo essencial, foi menor para a dose correspondente a ClLy. A
reproducdo das fémeas adultasde S. frugiperda ndo foi afetada negativamente
pelas doses testadas do déleo essencial. O conteudo de proteinas nas fezes das
larvas desse inseto foi maior quando alimentadas com a dieta artificial acrescida
da dose CLy. O constituinte quimico puro do 6leo essencial, estragol, foi letal
no periodo de 24 horas para as larvas de S. frugiperdana concentracdo de 0,92
mg do 6leo essencial. mL™ de dieta.No segundo experimento, a caracterizacio
quimica do 6leo essencial de O. selloi, extraido no ano de 2011 e no ano de
2014, foram semelhantes, e o estragol foi 0 composto majoritario para ambos 0s
6leos essenciais. O 6leo essencial, diluido a 1mg.mL™de dieta artificial, foi letal
para as larvas de S. frugiperda até 48horas. A fracdo volatil de 5 puL do 6leo
essencial de O. selloi puro, aplicado em disco de papel-filtro em tubo de vidro,
causou 100% de mortalidade das larvas de S. frugiperda até o periodo de 48
horas de exposic¢do ao vapor. O 6leo essencial de O. selloi ndo inibiu a enzima
tripsina, presente no trato digestivo de S. frugiperda. A fragdo volatil de 5 pL do
6leo essencial puro extraido no ano de 2014, causou a paralisia de 100% dos
adultos deZ. subfasciatus expostos até 24 horas ao vapor. No periodo até 48
horas de exposicdo ao vapor, causou a mortalidade superior a 80% dos insetos.
Ocimum selloi apresentou potencial como fonte de moléculas inseticidas para o
controle de S. frugiperda e Z. subfasciatus, porém, estudos sdo necessarios para
se esclarecer a agdo desse 0leo essencial sobre esses insetos pragas.

Palavras-chave:Inseticidas botanicos.Pragas agricolas.Fracdo volatil. Efeito letal.



ABSTRACT

Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae) presents chemical constituents in its
essential oil with insecticidal action. This study was aimed evaluate the
insecticidal effect by ingesting and spraying O. selloi essential oil and estragole
over Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) as well as
the effect of the essential oil by fumigation over Zabrotes subfasciatus
(Bohemann, 1833) (Coleoptera, Bruchidae). In the first experiment, 48-hour-old
S. frugiperda larvae were fed artificial diet supplemented with different doses of
0. selloi essential oil. The treatment of 0.6 mg of essencial oil. mL™ of artificial
diet, equivalent to the lethal concentration 50 (LCs), caused accumulated
mortality of 73.2% of the S. frugiperda larvae until the period of 264 hours after
the beginning of the experiment, with a Lethal Time 50 (LTso) of 94.7 hours.
The periods, larval and pupal, of S. frugiperda were higher than the normal
average at doses corresponding to CLsy and CLy, of the essential oil, with the
weight of the pupas, originated from larvae fed with the artificial diet
supplemented with essential oil, was lower for the dose corresponding to CL .
The reproduction of S. frugiperda adult females was not negatively affected by
the doses of essential oil tested. The protein content in the faeces of the larvae
was higher when fed the artificial diet supplemented with CLy. The pure
chemical constituent of essential oil, estragole, was lethal within 24 hours for S.
frugiperda larvae in the concentration of 0.92 mg of the essencialoil.mL™ of the
diet. In the second experiment, the chemical characterization of O. selloi
essential oil, extracted in 2011 and in 2014, were similar, and the estragole was
the major compound for both essential oils. The essential oil diluted at 1 mg.mL"
! of artificial diet was lethal for S. frugiperda larvae within 48 hours. The
volatile fraction of 5 uL of the pure O. selloi essential oil, applied on filter paper
disk in a glass tube, caused 100% mortality of S. frugiperda larvae in the period
of 48 hours of vapor exposure. The O. selloi essential oil did not inhibit the
enzyme trypsin present in the digestive tract of S. frugiperda. The volatile
fraction of 5 pL of pure essential oil extracted in 2014, caused the paralysis of
100% of Z. subfasciatus adults exposed to vapor in 24 hours. In the period up to
48 hours, vapor exposure caused mortality in higher than 80% of the insects.
Ocimum selloi presented potential as a source of insecticide molecules for the
control of S. frugiperda and Z. subfasciatus, however, studies are needed to
clarify the action of this essential oil over these insect pests.

Keywords: Botanical insecticides. Agricultural pests. Volatile fraction. Lethal
effect



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figural Ciclo de vida da lagarta do cartucho do milho: Spodoptera

frugiperda (J. E Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) ..............

Figura2  Fémea (esquerda) e macho (direita) de Zabrotes subfasciatus
(Bohemann, 1833) (Coleoptera, Bruchidae) (A) e gréo de

feijdo com posturas e danos causados pela broca (B)....................

Figura3  Estruturas quimicas de constituintes presentes no 0leo

essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae). Estragol (metil

chavicol) (1), transanetol (2), linalol (3) e germacreno-D (4)......

CAPITULO 2

Figural  Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas com dieta artificial acrescida ou ndo, de Oleo
essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae). Grupo 1: CLs, = 0,60

mg.mL™; Grupo 2: CLy = 0,52 mg.mL™; Grupo 3: Controles

1e2=5em 6le0 SSENCIAl .......c.eeovirriieiiieie s

CAPITULO 3

Figural  Tubo utilizado para o ensaio com a fracdo volatil do Oleo

€SSENCIAl B O. SEHOI....veiieeeeee e

CAPITULO 4

Figural Paralisia de Zabrotes subfasciatus expostos no periodo de 24h

ao 6leo essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae) .........cccceveveeeene,

Figura2  Mortalidade de Z. subfasciatus expostos no periodo de 24h a

48h ao 6leo essencial de O. SEHOI ...ooovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,



CAPITULO5

Figura 1

Aethalion  reticulatum  Linnaeus, 1767  (Hemiptera:
Aethalionidae) ovipositando em um galho de Vernonia
condensata Baker (Asteraceae) (A). Ninfas de A. reticulatum
em galhos e ramos de V. condensata e insetos se alimentado
do honedew excretado pelas cigarrinhas (B e C). Ramo de V.
condensata parasitado por A. reticulatum (seta) (D)



LISTA DE TABELAS

CAPITULO?2

Tabelal Composi¢do quimica do Oleo essencial de Ocimum selloi
(LAIMIACEAE) .....vieeeeteieiisiiete ettt

Tabela2  Duracgdo dos periodos larval e pupal (média + erro padrdo) de
Spodoptera frugiperda, provenientes de larvas do segundo
instar alimentadas com dieta artificial acrescida do Oleo
essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae).........cocvvvererirriniceeieneninnns

Tabela3  Quantidade de proteinas em fezes de Spodoptera
frugiperdaprovenientes de larvas segundo instar alimentadas
com dieta artificial acrescida do dleo essencial de Ocimum
SEHOI (LAmMIACEAE) .....vcvvveeieciee et

Tabela4  Sobrevivéncia de larvas com 48 horas de idade de Spodoptera
frugiperda, ap0s exposicdo a dieta artificial, acrescida com o
Oleo essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae) e seu

constituinte Majoritario PUO ........cccevveerieeresee e

CAPITULO 3

Tabelal  Caracterizagdo quimica do Oleo essencial de Ocimum selloi
extraido no ano de 2011 e 2014 e armazenado em baixa
temperatura (20 °C) ...

Tabela2  Sobrevivéncia acumulada (% + desvio padrdo) de larvas de
Spodoptera frugiperda com 24 h e 48 h,apds serem
alimentadas com dieta artificial acrescida ou ndo com o0leo

essencial de Ocimum selloi extraido no ano de 2011 e 2014 ..........



Tabela3  Mortalidade das larvas de Spodoptera frugiperda(%), ap6s 24
horas de exposi¢cdo ao vapor do Oleo essencial de Ocimum
1<) [ RS RS

Tabela4  Porcentagem de inibicdo + erro padrdo da enzima tripsina
presente no intestino de Spodoptera frugiperda pelo 6leo
essencial de Ocimum SEllOi ......ccvoevveiicee e

CAPITULO 4
Tabelal Composicdo quimica do Oleo essencial de Ocimum selloi

(LAIMIACEAE) ....vevieieeeieteii sttt



(B

2.2
2.3
24
25

2.6

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

2.6
2.7

3.1
3.2

41
4.2

SUMARIO

(07N =1 1 6 5 OO 15
1\ (0] 51U 07:Y I 15
REFERENCIAL TEORICO ...t 17
Importancia da investigagdo da atividade inseticidas de metabélitos

secundarios para o controle de pragas agricolas ..........cccoevrrerirnrnninenn, 17
Caracteristicas dos 6leos essenciais e sua a¢ao sobre insetos alvos............. 18
A cultura do milho e sua principal praga agricola ............cccccevevrrrnninene. 20
A cultura do feijdo e sua principal praga agricola..........cccceoerervvnnininnnn. 22
Efeito Inseticida de Produtos Botanicos sobre Spodoptera frugiperda e

Zabrotes SUDFASCIALUS..........ccoviueiiieiicii e 24
Ocimum sp. (Lamiaceae) e O. selloi Benth como plantas inseticidas.......... 25
REFERENCIAS ........oiiiieieciecsiessss s 27

CAPITULO 2 Toxicidade do dleo essencial de Ocimum selloi
(Lamiaceae) e de estragol para Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:

N[0T (U] To ) RSP 32
1 ER(0] 51U 07:X 0 I 34
MATERIAL E METODOS.......coooveieeieieeieseesesiessesssssies s 35
Obtencdo do 01e0 €SSENCIAL..........ccceviveiriceesceec e 35
Analise cromatografica do 0leo essencial..........cccoeevvveerviciiieiesceece e 36
Criacao de S. frUgiPerda......cccccovieirieiiiei et 37
Preparo do Gleo essencial para a mistura em dieta.......c..cccoeeverveeinseiniennns 37
Bioensaio 1: Efeito do 0leo essencial sobre o desenvolvimento de S.

LU0 0L=] o = RS 38
Bioensaio 2: Teor proteinas nas fezes de S. frugiperda.........c..ccoevevervrrennnnne. 39
Bioensaio 3: Toxicidade do estragol para S. frugiperda ...........cccccevvvvennnee. 40
RESULTADOS ...ttt 41
Analise cromatografiCa.......cccccovvviiiiciiicics e 41
Efeito do dleo essencial de O. selloi no desenvolvimento de S.

FrUGIPEIAA ..o et 42
DISCUSSAD ......ooriiiriiissisesiss s ssssssssssssssssss s ssssesssssns 47
Caracterizagao quimica do 0leo essencial de O. sellOi ........cccoevveiiiirinnnnne 47
Efeito do dleo essencial de O. selloi no desenvolvimento de S.

FrUGIPEITA .. oo e 48
CONCLUSOES ...t 50
REFERENCIAS ......oooeieceeveeeeseeesesss s sssssssssssss s sessssssss s ssnssnnes 51

CAPITULO 3 Anélise quimica de constituintes volateis de Ocimum
selloi (Lamiaceae) e sua atividade inseticida para  Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: NOCtUIAAE) .......ccccevvveeiiciricciceese e 55
INTRODUGAOD........oovmrierieeioesiesesesessssissiessasssssssssssssssssssssssssssssssansenseans 57



2.1
2.2
2.3
24

25
2.6
2.7
3.1
3.2
3.3
34
41

4.2
4.3

2.1
2.2
2.3
24

3.1
3.2

MATERIAL E METODOS........coiieeeeieeiesseessessessessesssessssssssssss s 58

ODbtengao do 10 €SSENCIAL.........ccuiviiriiieirireirer s 58
Anélises quimicas do 01e0 eSSENCIal ... 59
Criagdo de S. fruUQIPerda......cccovvrrieieiiiririeeee e 60
Preparagdo dos 6leos essenciais para a mistura em dieta artificial para

S TTUGIPEITA ... 61
Bioensaio 1: Efeito do Oleo essencial na sobrevivéncia de S.

FPUGIPEIAA ...t 61
Bioensaio 2: Efeito da fracdo volatil do 6leo essencial de O. selloi

sobre larvas de S. frUgIPErda.......ooceeiiiririeieeseee s 62
Bioensaio 3: Inibicdo da enzima tripsina pelo 6leo essencial de O.

=] | o] [T 63
RESULTADOS ...ttt st s st 65
Analises quimicas do 6leo essencial de O. SellOi .........ccccovvvveeeiiiiiirccennn, 65
Efeito do 6leo essencial de O. selloi sobre larvas de S. frugiperda.............. 66
Exposicdo das larvas de S. frugiperda a fracdo volatil do 6leo

essencial de O. SEHOI ... 67
Inibi¢do da tripsina de S. frugiperda pelo 6leo de O. selloi ............cc.......... 68
DISCUSSAD ......oooriiieieieeissesissssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssesssssns 68
Analise quimica do dleo essencial de O. SellOi .......ccoevvveeviieciiciieie, 68
Efeito do 6leo essencial de O. selloi sobre larvas de S. frugiperda............. 69
Efeito da fracdo volatil do 6leo essencial sobre larvas de 48 h de idade

de S. FrUGIPEITa......cvciieecee s 70
Inibicdo da enzima tripsina em S. frugiperda........cc.ccoovevvviiinneinscciseen, 70
CONCLUSOES ... sssssssees 71
REFERENCIAS ... ssssssssssssssss s sssssssssssnns 72

CAPITULO 4 Atividade inseticida do 6leo essencial de Ocimum
selloi (Lamiaceae) e estragol sobre Zabrotes subfasciatus (Coleoptera:

BIUCKIAAE) ... it 75
[N EERT0] 51U 07:X o N 77
MATERIAL E METODOS.......comveieeeiereeeieeseesesiessesssssses s sssssssssssssssnnens 78
Obtencao do 0180 ESSENCIAL..........ccviiirireiee e 78
Analises quimicas do 0leo eSSENCIal ..........ccevveviciienice e 79
Criagao de Z. SUDFASCIATUS .....covvvreeieiiirieie e 80
Efeito da fracdo volatil do oleo essencial de O. selloi sobre Z.

SUDTASCIALUS ...ttt 80
RESULTADOS E DISCUSSAQ ......oovinreereieeeissiensiesseesssssessssssssnssnsaens 81
Analises quimicas do 6leo essencial de O. SellOi........ccceeveivviecnicieiceinne, 81
Exposicdo dos adultos de Z. subfasciatus a fracdo volatil do 6leo

essencial de O. SEHON.........ceeeirircee e 82
CONCLUSAOQ. .....oveeirreesieesesssessssesesssssse st sssssssessssssssssssessssssessssssees 85

REFERENCIAS .......ovotiieiceee st 85



[Sa RSNSOI \C I

CAPITULO 5 Primeiro registro de Aethalion reticulatum (Hemiptera:
Aethalionidae) em Vernonia condensata (Asteraceae), uma planta

MEediCIiNAl AO BraSil ......c.oocviiiiiiii et 88
INTRODUGAD.......oooeiereeeeeesstesesstissessesssessssssessssssssssssssssessssssssssssssassnees 90
MATERIAL E METODOS ... oieeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeseeseeesseseesseessesseessseens 90
RESULTADOS ...ttt ettt ettt s et e s st e s star e e s ssnseeesaseeessnsneeesans 90
DISCUSSAD ...ttt eeeeeee et et e et et ee et es s e s eee s eeen s e e eeneneen 91
CONCLUSAOD . ...ttt ettt s et es et e st e e s s eeeneenens 92

REFERENCIAS ..o ee e e ee e e ev s e e esesseesane s eaeses s e sesasesseeasen s 93



15

CAPITULO1

1 INTRODUCAO

Extratos vegetais sdo empregados para o controle de pragas desde a
antiguidade, entretanto, na segunda metade do século XX, o uso de inseticidas
sintéticos se tornou comum em relacdo aos extratos naturais de origem vegetal,
em razao de sua eficiéncia, praticidade, baixo custo, dentre outros. Décadas mais
tarde, constatou-se que muitos dos produtos quimicos sintéticos causavam
impactos negativos ao meio ambiente tais como, capacidade de contaminagdo a
diferentes ecossistemas, selecdo de insetos pragas resistentes aos inseticidas ou
agindo de forma toxica a organismos ndo-alvos.Com base nesses problemas, tem
aumentado a cada ano o nimero de pesquisas focadona busca por novas
moléculas inseticidas, provenientes do metabolismo secundario de plantas, com
0 objetivo de serem utilizadasemprodutos para controle a pragas, mas que
causem menor impacto negativo ao meio ambiente.

Atualmente, alguns grupos de derivados de plantas sdo comercialmente
utilizados na agricultura tais como, piretro, rotenona, neen e os 6leos essenciais,
tanto para controle de pragas agricolas quanto veterindrias. Algumas familias
botanicas como Meliaceae, Asteraceae, Fabaceae, Anonaceae, Rutaceae,
Mirtaceae e Lamiaceae sdo potenciais fontes de novas moléculas inseticidas,
onde espécies botanicas da familia Lamiaceae, apresentam interesse por
produzirem Gleos essenciais com acdo inseticida(ISMAN, 2000;TAVARES et
al., 2013).

A familia Lamiaceae tem sido estudada por apresentar atividade biocida
a organismos vivos, dentre esses 0s insetos pragas (KHANI; ASGHARI, 2012).
O género Ocimum sp. (Lamiaceae) apresentou atividade biocida a diversos

organismos vivos, inclusive, insetos nocivos aos seres humanos, e o interesse
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por estudos desse género tem aumentado (LULEKAL et al., 2014). A espécie
Ocimum selloi Benth (Lamiaceae) ¢ uma planta herbéacea e perene das regides
sul e sudeste do Brasil (FRANCA et al., 2008). O 6leo essencial de O. selloié
composto por dezenas de constituintes quimicos da classe do terpenos e
fenilpropeno, sendo estudado por apresentar efeito inseticida repelente ou por
contato a diferentes espécies de artropodes, muitos dos quais de interesse
agricola(LOPEZ; CONTRERAS; PASCUAL-VILLALOBOS, 2008; PAULA;
GOMES-CARNEIRO; PAUMGARTTEN, 2003).

No Brasil, o consércio na mesma area entre as culturas agricolas do
milho e feijdo é comum, principalmente, em pequenas e médias propriedades
rurais. No entanto, essas culturas agricolas sofrem perdas com o ataque de
pragas, sendo a lagarta do cartucho do milho e broca do feijdo consideradas
pragas chaves dessas culturas agricolas.

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)é
uma importante praga da cultura do milho no Brasil. Lagartas recém-eclodidas
desse noctuideo alimentam-se primeiramente dos restosdo corion de seus ovos e,
apos um curto periodo de tempo, raspam a superficie dos tecidos verdes de
folhas da cultura do milho. Ao se alimentar no interior do cartucho do milho, as
larvas liberam excrementos frescos que indicam seu ataque a cultura (CRUZ et
al., 2012).Zabrotes subfasciatus(Bohemann, 1833) (Coleoptera,
Bruchidae)ocorréncia em todo o pais, e suas larvas penetram nos graos
armazenados de feijdo causando danos como a perda de massa, reducdo do valor
nutritivo e da higiene do produto, perda do poder de germinacgdo. Dessa forma,
deprecia a qualidade comercial dos graos causando prejuizos.

Tendo em vista o potencial ainda subexplorado do 6leo essencial de
lamiaceas, para o controle de insetos pragas de culturas agricolas no Brasil, este

trabalho foi realizadocomo objetivoda caracterizacdo quimica e da avaliagdo da
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toxicidade do Oleo essencial de O. selloi sobre as pragas agricolas, S.
frugiperdae Z. subfasciatus.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da investigacdo da atividade inseticidas de metabdlitos

secundarios para o controle de pragas agricolas

Entre os animais, a classe Insecta representa 0 maior niamero de seres
vivos, sendo grande parte herbivoros. A coevolugdo insetos-plantas tendeu para
a aquisicdo de mecanismos de defesa, fisicos e quimicos, contra o ataque de
insetos. A defesa quimica representa papel importante para as plantas,em
decorréncia da ativacdo e producdo de compostos toxicos e repelentes a insetos.
O ataque de insetos a plantas pode desencadear a producdo de fitorménios,
como, por exemplo, inibidores de endopeptidases que agem no sistema digestivo
dos insetos, prejudicando-os, ou a producdo de Oleos essenciais que sao
utilizados na defesa de doencas e pragas (LOPES et al., 2004). O homem pode
explorar o mecanismo quimico natural de defesa das plantas para 0 combate a
insetos pragas e, nos ultimos anos, a busca por novas moléculas inseticidas tem
sido realizada.

Os 0Oleos essenciais tém sido largamente estudados como forma para o
controle de insetos pragas,em virtude da facilidade de obtencéo e andlise de seus
constituintes, forma de extracdo consolidada em grandes industrias e,
geralmente, baixa toxicidade aos animais, como os mamiferos (REGNAULT-
ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012). A proibicdo do uso de muitos
produtos sintéticos, para o controle de pragas, como, por exemplo, o brometo de
metila, ou a resisténcia de insetos pragas a esses produtos quimicos, tem

reduzido os produtos disponiveis para 0 combate de insetos nocivos a
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agricultura.Os 6leos essenciais tém mostrado potencialidade como fonte de
novas moléculas inseticidas, cujos modos de a¢do podem variar de acordo com
0S seus constituintes quimicos. Entretanto, tém se constatado efeitos por
fumigacao, contato e repeléncia(WANG et al., 2014).

2.2 Caracteristicas dos 6leos essenciais e sua acdo sobre insetos alvos

Oleos essenciais sdo produtos obtidos de partes de plantas
principalmente pelo método de arraste a vapor d’agua. Nas plantas, os 6leos
essenciais sdo de natureza terpénica, de baixo peso molecular e volateis, com
acdo atraente ou repelente a organismos vivos. As familias botanicas que
produzem esses compostos organicos, denominados também de aromaticos, sao
limitadas e representadas principalmente por Mirtaceae, Lauraceae,
Lamiaceae,Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceaee
Piperaceas. Os 6leos essenciais sintetizados nas plantas estdo relacionados com
sua volatilidade para a atracdo de polinizadores, diminuicdoda perda d’agua,
protecdoda planta contra predadores e patdgenos, além de inibidores da
germinagdo. A composicdo quimica dos 6leos essenciais depende de fatores
como o clima, época do ano, condi¢6es geogréaficas, periodo de colheita, além da
técnica de destilacdo e obtencdo desses compostos e do seu armazenamento. Os
monoterpenos, sesquiterpenos e compostos aromaticos de baixo peso molecular
sdo os principais constituintes dos O6leos essenciais(REGNAULT-ROGER;
VINCENT; ARNASON, 2012).

A funcdo especifica dos Oleos essenciais nas plantas ndo é bem
conhecida, mas pode estar relacionada com o seu crescimento, ao sintetizar
terpenoides especificos, como o0s reguladores de crescimento, pigmentos e
esteroides. Muitos dos compostos, produzidos pelo metabolismo secundario das

plantas, apresentam baixa persisténcia no meio ambiente e baixa toxicidade a
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mamiferos, salvo algumas moléculas comprovadamente toxicas, como a
nicotina, cianeto, escopolamina, dentre outras.A quantidade de componentes
quimicos individuais presentes em um Oleo essencial pode superar a 60e
algumas das moléculas podem constituir em mais de 80% do teor total do dleo
essencial, sendo os demais compostos considerados elementos tracos. Séo
constituintes dos Oleos essenciais 0s hidrocarbonetos terepenicos, alcoois
simples e terpenicos, aldeidos, cetonas, fendis, esteres, entre outros. Compostos
tais como linalol, tujona, limonenosdo monoterpenos, comumente encontrados
em o6leos essenciais e, entre os sesquiterpenos, sdo comuns o bisaboleno,
farnesol, etc. A biossintese dos 6leos essenciais pode ocorrer por via do acido
mevalonico-acetato, no qual se encontram os derivados dos terpenoides, ou pela
via do acido chiquimico, onde se encontram os derivados dos fenilpropanoides.
As plantas que produzem os dleos essenciais apresentam caracteristicas
quimicas como fonte de moléculas biocidas, sendo de interesse para a
agricultura, em vista das atividades bactericidas, fungicidas, herbicidas e
inseticidas. O efeito inseticida dos dleos essenciais pode ser variado, afetando o
metabolismo desses organismos em uma ou Varias vias de intoxicacao
(REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012). Esses compostos
botanicos podem atuar em rotas especificas no organismo de insetos pragas,
inibindo enzimas responsaveis pela quebra e aproveitamento energético do
alimento consumido pelo artrépode (MITTAL et al., 2014), ou causar efeitos
neurotéxicos ao sistema nervoso. O 6leo essencial de Lavandula angustifolia
(Lamiaceae) afetou negativamente a atividade deenzimas digestivas de
Glyphodes  pyloalis  (Lepidoptera:  Crambidae), prejudicando  seu
desenvolvimento (YAZDANI et al., 2013). No entanto, a agdo de Oleos
essenciais sobre enzimas presentes no trato digestivo de insetos ainda é pouco
estudada. Uma das caracteristicas positivas do uso de O6leos essenciais no

combate a insetos pragas é a sua baixa toxicidade a mamiferos, além da baixa
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persisténcia no meio ambiente, 0 que torna interessante a investigagdo de novas

moléculas inseticidas oriundas desses compostos naturais.

2.3 A cultura do milho e sua principal praga agricola

O milho é uma graminea cultivada em vérias partes do mundo e serve de
alimento para humanos e animais (MENEZES et al., 2012). A demanda por
areas cultivadas com o milho tende a crescer até a década de 2050,
especialmente em paises em desenvolvimento (MCINTYRE et al., 2009). No
entanto, fatores abidticos e bidticos, como, por exemplo: o ataque de insetos
pragas pode afetar negativamente a qualidade e quantidade produzida dessa
espécie agricola. No Brasil, a cultura do milho representa um importante
commoditie agricola, com novas areas produtivas a cada ano, e producdo
préxima a 80 milhGes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2014). Essa cultura agricola é cultivada por
pequenos, meédios e grandes produtores rurais e abastece tanto o mercado
nacional, quanto o internacional. No entanto, essa cultura pode sofrer perdas em
sua producgdo,em decorréncia do ataque de insetos pragas, que pode ocorrer em
diferentes épocas e fases de cultivo. Estima-se que a perda de producdo no
milho, por causa de insetos pragas, pode chegar a mais de 30%.Em infestac6es
elevadas, ocasiona o uso intensivo de inseticidas, elevando assim o custo de
produgdo,além de riscos de acimulo de residuos toxicos nos graos e ocorréncia
de intoxica¢do ao homem e organismos nao alvos (PICANCO et al., 2003).

Dentre as varias pragas da cultura do milho, S. frugiperda popularmente
conhecida como lagarta do cartucho,destaca-se como praga chave.A lagarta do
cartucho é uma praga que ataca diferentes fases de desenvolvimento da cultura
do milho e, se ndo controlada, pode causar prejuizos. O ciclo de vida da lagarta

do cartucho estd esquematizado na Figura 1. O periodo de incubagdo dos ovos
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desse lepidoptero dura em torno de 2,8 a 3,3 dias. As larvas recém-eclodidas
alimentam-se dos restos de seus ovos e do limbo foliare, nos estadios mais
avancado de desenvolvimento, migram-se para o cartucho do milho onde se
alimentam até a fase de pupacgdo. A duracdo da fase larval varia de 10,7 a 21,7
dias em média, de acordo com a sua qualidade nutricional entre outros fatores. O
estagio de pré-pupa é de 1,1 a 2,4 dias e de pupa de 9 a 17 dias, com emergéncia
antecipada das fémeas em relagdo aos machos. A duracdo da fase adulta é em
média de 14,7 dias. O periodo de pré- oviposicao varia, de acordo com a fonte
de alimentacdo das lagartas e dos adultos de S. frugiperda, mas com duracdo
maxima de 3,8 dias. O periodo de oviposi¢cdo e nimero de ovos variam, de
acordo com as condicdes em que o inseto se encontra, porém, o nimero de ovos
total no periodo de oviposi¢cdo pode chegar a 2000 (CRUZ et al., 2012).

10a 21 Dias
Periodo larval

2 a 3 Dias

9217 Duas
Ovos Fase Pupal
Fase adulta

Em média 15 Dias

Figural Ciclo de vida da lagarta do cartucho do milho: Spodoptera
frugiperda(J.E Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae).
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O uso de variedades de milho transgénicos, com proteinas Bt, ou
inseticidas sintéticos, € o mais comum para o controle de S. frugiperda, no
entanto, os inseticidas podem ser toxicos e prejudiciais ao meio ambiente, além
de causar a selecdo de espécies de S. frugiperda resistentes aos produtos
(TAVARES et al., 2013).Além disso, o uso indiscriminadodesses produtos
sintéticos pode ocasionar resisténcia dessa praga a inseticidas (DIEZ-
RODRIGUEZ; OMOTO, 2001) e causar impacto negativo ao homem e
organismos ndo alvos (TAVARES et al, 2013). Métodos de controle
populacional de S. frugiperda, em culturas agricolas, que contemplem o menor
uso de inseticidas, de uma mesma classe ou grupo quimico, visando a
alternancia ou substituicdo destes, sdo necessarios. Inseticidas botanicos tém
sido estudadosem razdo de sua menor toxicidade a organismos ndo alvos, rapida
degradacdo no meio ambiente, baixa toxicidade ao homem e seletividade a
inimigos naturais, sendo, por isso, considerados como fonte de novas moléculas
inseticidas (BASKARet al., 2012; TAVARES et al., 2013).

2.4 A cultura do feijdo e sua principal praga agricola

O cultivo do feijdo no Brasil é fonte de renda para pequenos e médios
produtores agricolas, além de ser uma espécie vegetal tipica na culinaria
brasileira. Seus grdos sdo fontes ricas em proteinas e minerais e seu consumo
atinge todas as faixas de renda no pais (SMANIOTTO et al., 2010). Estima-se
que a producéo total de feijao no Brasil no periodo de 2013/2014, chegue a
aproximadamente 3,5 milhdes de toneladas (CONAB 2014). O ataque de insetos
pragas a cultura do feijdo acarreta em perdas na produgdo, sobretudo no ataque
aos graos, reduzindo a qualidade e quantidade desse produto. Os danos ocorridos
em grdos por insetos pragas ocasionam a perda quantitativaem fungdo da

alimentagdo direta dos insetos, ou perdas qualitativas como a diminui¢do do
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valor nutricional ou redu¢do na qualidade fisiologica da semente, o que acarreta
perdas no valor de mercado do grdo danificado ou até, em casos mais severos,
perdas de um lote inteiro de sementes (CANEPELLE et al., 2003). Segundo a
Food and Agriculture Organization of the United Nations- FAO (2008), estima-
se que as perdas de grdos armazenados no Brasil sdo de aproximadamente 10%
anualmente. Essa perda pode ocorrerem consequéncia da presenca de insetos no
armazenamento, que favorece a deterioracdo da massa de grédos, contaminacao
fungica, presenca de micotoxinas, etc.

Na cultura do feijao, a broca de grdos armazenados, Z. subfasciatus é a
principal praga dessa espécie agricola. Esse coledptero se desenvolve no interior
do grdo de feijdo, e suas larvas se alimentam do endosperma, causando perdas
na qualidade da semente, danos nutricionais, perda de peso, diminuic¢ao do vigor
e da germinacdo e, por fim, depreciacdo do produto (SILVA et al., 2013). Os
insetos sdo pequenos, de coloracdo castanho-escuro e medem de 1,8 a 2,5 mm.
As fémeas sdo maiores que 0s machos e apresentam manchas brancas no
pronoto (Figura 2A). A larva passa diretamente do ovo para o interior do gréo,
onde constroi galerias até a o periodo de pupacdo (Figura 2B). A pupa mede 3
mm de comprimentoe tem colora¢do branca e bem maior que os adultos. O
estagio pupal dura de 5 a 6 dias. A longevidade das fémeas é em média de 11
dias e oviposita, em média, 22 ovos, sendo o ciclo médio, ovo-adulto de 26 dias
(GALLO etal., 2002).

Figura2 Fémea  (esquerda) e macho  (direita) de  Zabrotes
subfasciatus(Bohemann, 1833) (Coleoptera, Bruchidae) (A) e grao de
feijdo com posturas e danos causados pela broca (B)



24

O armazenamento do feijdo, sem nenhum tipo de tratamento, pode
favorecer o aparecimento de fungos e de insetos pragas e, assim, ocorrer perdas
do produto. A incidéncia do caruncho do feij@do pode ocorrer mesmo em
condicOes de baixa umidade, sendo o mais comum, o tratamento quimico dos
gréos, por meio da fumigagdo, ou utilizando inseticidas sintéticos residuais da
classe dos organofosforados ou piretroides (LORINI; MORAS; BECKEL,
2002).No entanto, a restricdo do uso de produtos quimicos como o brometo de
metila, e a deteccdo de resisténcia de insetos pragas para produtos quimicos
sintéticos como a fosfina (AGUIAR et al., 2010), ou residuos toxicos nos graos,
diminuiu a disponibilidade de principios ativos contra pragas de grdos

armazenados.

2.5 Efeito Inseticida de Produtos Botanicos sobre Spodoptera frugiperda e

Zabrotes subfasciatus

A suscetibilidade do género Spodoptera spp. (Lepdoptera: Noctuidae) a
Oleos essenciais e extratos de variadas espécies de plantas tém demonstrado
potencial inseticida (TAVARES et al., 2013). Lagartas de terceiro estadio de S.
frugiperda apresentaram declinio no consumo, crescimento relativo e eficiéncia
de consumo quando alimentadas com folhas de milho tratadas com O6leo
essencial de Jatropha curcas Linnaeus (Euphorbiaceae), rico em ésteres de
forbol, um diterpenoide bioativo (DEVAPPA et al., 2012).

O 6leo de Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) adicionado em dieta
artificial causou mortalidade dos primeiros estadios de S. frugiperda, prolongou
0s estagios larval e de pupa e reduziu o peso das pupas desse inseto. Além disso,
causou alteragdes histologicas no trato digestivo dessa praga. Oleos essenciais
ou extratos de plantas nativas ou ndo do Brasil, tiveram efeito deletério em

diferentes variaveis de desenvolvimento e biologia de S. frugiperda,
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comprovando o potencial inseticida de compostos boténicos sobre esse inseto
(GALLO et al., 2006; RAMOS-LOPEZ et al., 2010).

Em se tratando de grdos armazenados, inseticidas botanicos tém sido
estudados a fim de controlar insetos pragas desses produtos (PAUL et al., 2009).
O 6leo essencial de Eucalyptus citriodora (Mirtaceae) e Cymbopogon citratus
(Poaceae) foram repelentes a adultos de Z. subfasciatus, em contato com feijdo
tratado, e o Oleo essencial de Cymbopogon nardus (Poaceae) reduziu a
viabilidade dos ovos e a emergéncia de Z. subfasciatus (FRANCA et al., 2012).
Hyptis marrubioides (Lamiaceae) foi repelente a Z. subfasciatus, quando em
contato com graos de feijao tratados com éleo essencial dessa planta (MELLO et
al., 2014). Plantas do género Piper sp. (Piperaceae) foram toxicas a Z.
subfasciatus causando a mortalidade dos insetos (GIRAO FILHO et al., 2014).

A atividade inseticida dos 0leos essenciais sobre Z. subfasciatus é uma
alternativa ao uso de inseticidas quimicos de efeito residual ou por fumigacao.
Além disso, os Gleos essenciais podem ser fonte de novas moléculas inseticidas
para essa praga de grdos armazenados, contribuindo para a reducdo da
resisténcia de insetos a produtos quimicos sintéticos. E necessario mais estudo
sobre o efeito dos 6leos essenciais sobre Z. subfasciatus e maiores informacdes
sobre 0 mecanismo de acdo nesse coledptero, dos compostos quimicos

produzidos pelo metabolismo secundario de plantas.

2.6 Ocimum sp. (Lamiaceae) e O. selloi Benth como plantas inseticidas

Plantas da familia Lamiaceae tém sido estudadas por apresentar
atividade deletéria ou repelente a insetos (NGAMO et al., 2007). O género
Ocimum possui cerca de 150 espécies de plantas e estdo distribuidas em diversas
partes do mundo, sendo comuns em locais de clima tropical. Sdo conhecidas por

sua diversidade e sabor delicado, sendo o O6leo essencial utilizado como
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aromatizante de alimentos, produtos orais e dentais, fragrancias e na medicina
popular (JANBAZ et al., 2014). Além disso, o 6leo essencial de Ocimum sp.
contém constituintes com atividade bioldgica, sobretudo inseticida (VIEIRA;
SIMON, 2006).

Oleos essenciais do género Ocimum sp. podem ser compostos por
fenilpropanoides como o estragol, ou outros terpenos como eugenol, linalol,
canfora e cinamato de metila. A acdo inseticida de dleos essenciais de Ocimum
sp. e seus constituintes quimicos tem sido estudada nos Gltimos anos e tem
mostrado potencial para o controle de diferentes ordens de pragas agricolas e
vetores de doencas. Esses compostos volateis foram expostos aos insetos e
apresentaram efeito fumigante, deterrente, toxica por contato, entre outros
efeitos deletérios a insetos (KIM; LEE, 2014).

Ocimum selloi Benth (Lamiaceae) possui porte arbustivo e perene e se
distribui nas regides sul e sudeste do Brasil. E conhecida como elixir paregorico,
alfavaca ou atroveran,em virtude de suas propriedades medicinais no tratamento
de diarreias, dores e inflamagbes (COSTA et al., 2010). O bleo essencial dessa
planta é de interesse para a inddstria farmacéutica, de alimentos e cosmética e,
também, biocida por ter atividade a diferentes organismos e sobre insetos pragas
(FRANCA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2011; PAULA; GOMES-
CARNEIRO; PAUMGARTTEN, 2003).

Anadlises fitoquimicas do 6leo essencial de O. selloi identificaram uma
série de compostos secundarios, da classe dos terpenos e fenilpropeno (COSTA
et al., 2010). O fenilpropanoide estragol, geralmente, é identificado como o
majoritario da espécie, sendo utilizado na indastria alimenticia como
aromatizante e aditivo alimentar em produtos de panificagdo, bebidas néo
alcodlicas e doces. Pesquisas tém divergido sobre a seguranca dessa molécula na
salde humana,em razdo do fato do estragol estar presente em alimentos

industrializados, no entanto, o efeito toxicol6gico desse constituinte em ratos foi
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baixo, com uma DL50 de 1250 mg/Kg (PAULA; GOMES-CARNEIRO;
PAUMGARTTEN, 2003).A The Scientific Commitee on Food of the European
Union (SCF) determinou que o estragol é genotdxico e carcinogénico e que esta
presente em doses acima da recomendada (0,07 mg/kg/dia) (JEURISSEN et al.,
2007). No entanto, especialistas do Flavour and Extract Manufactures’
Association of the United States (FEMA) salientam que a presenca do estragol,

na dose de 0,6 mg/kg/dia, ndo causa risco de cancer a mamiferos.
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Figura 3 Estruturas quimicas de constituintes presentes no 6leo essencial de
Ocimum selloi (Lamiaceae). Estragol (metil chavicol) (1), trans-
anetol (2), linalol (3) e germacreno-D (4).
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CAPITULO 2 Toxicidade do 6leo essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae) e
de estragol para Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae)

RESUMO

Constituintes quimicos do 6leo essencial de plantas do género Ocimum
sp.apresentam potencial como moléculas inseticidas. A toxicidade do dleo
essencial de Ocimum selloi Benth e do seu constituinte majoritario, estragol,
para Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) foi
avaliada. Larvas de S. frugiperda com 48h de idadeforam alimentadas com dieta
artificial contendo o 6leo essencial e o estragol. A CLs, foi de 0,6 mg.mL*ap6s
94,7 h do inicio do bioensaio, com mortalidade acumulada de 73,2% das larvas
até 264 horas. Os periodos larval e pupal de S. frugiperda foram prolongados
pelos tratamentos com CLs, e CLyy do 6leo e o peso das pupas foi menor para a
CLy. A reproducdo de S. frugiperda ndo foi afetada negativamente pelo éleo
essencial. O conteldo de proteinas nas fezes desse inseto foi maior no
tratamento com a CLy. O estragol foi letal para todas as larvasha concentracdo
de 0,92 mg.mL™ de dieta. Os resultados demonstraram que O. selloi apresenta
potencial para ser utilizado no controle de S. frugiperdain vitro; entretanto,
novas investigacbes em condicBes de campo devem ser realizadas para
confirmacao de sua toxicidade a este noctuideo.

Palavras-chave:CG-EM.Controle. Inseto-praga.Planta  aromaética.Produtos
naturais.
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ABSTRACT

Chemical constituents of essential oils originated from the Ocimum sp.
plant genus, have potential as insecticide molecules. We evaluated the toxicity
of the essential oil extracted from Ocimum selloi Benth and of its major
constituent, estragole, over Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae). S. frugiperda 48-hours-old larvae were fed with
artificial diet containing the essential oil and estragole. The LC50 was of 0.6
mg.mL™" after 94.7 hours from the beginning of the bioassay, with accumulated
mortality of 73.2% of the larvae within 264 hours. The larval and pupal periods
of S. frugiperda were extended by the treatments with CL50 and CL20 of the oil,
presenting pupa weight lower for the CL20. The reproduction of S. frugiperda
was not negatively affected by the essential oil. Protein content in the feces was
higher in the treatment with CL20. The results show that O. selloi has potential
foruse in the control of S. frugiperda in vitro; however, further research under
field conditions should be conducted to confirm its toxicity to this noctuidae.

Keywords: GC-MS. Control. Insect pests. Aromatic plant. Natural products.
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1 INTRODUCAO

O uso de pesticidas sintéticos tem sido muito discutido atualmente, em
funcdo da sua toxicidade a organismos ndo alvos e riscos de contaminacao
ambiental MENEZES et al., 2012; TAVARES et al., 2013). Populagdes de
insetos resistentes aos produtos quimicos sintéticos, com consequéncias a
dificuldade de manejo, também, tém sido registrados(AL-SARAR; HALL;
DOWNER, 2006). Nesse contexto, novas moléculas para o controle de pragas
vém sendo estudadas, e substdncias com atividade inseticida oriundas do
metabolismo secundario das plantas sdo promissoras(ISMAN, 2008; MENEZES
et al., 2014). Oleos essenciais botanicos toxicos a insetos herbivoros sio comuns
em plantas das familias Asteraceae, Mirtaceae, Apiaceaee, também, a Lamiaceae
que é representada por muitas espécies aromaticas (REGNAULT-ROGER,;
VINCENT; ARNASON, 2012).

Oleos essenciais de espécimes da familia Lamiaceae tém apresentado
acdo biocida, destacando-se as plantas do género Ocimum sp. (MOUMITA;
DATTA, 2007). Ocimum selloi Benth (Lamiaceae) é uma planta herbacea
perene das regides sul e sudeste do Brasil (FRANCA et al., 2008). Estudos
indicaram que o Oleo essencial de O. selloi e seu constituinte quimico
majoritario estragol apresentaram acdo inseticida de repeléncia, fumigacédo e
neurotoxica a diferentes espécies de artropodes (LOPEZ; PASCUAL-
VILLALOBOS, 2010; MOREIRA et al., 2007; PAULA; GOMES-CARNEIRO;
PAUMGARTTEN, 2003). Portanto, diante desses resultados, o éleo essencial de
O. selloi pode ser considerado como potencial fonte de moléculas inseticidas,
para o controle de pragas agricolas, como, por exemplo, para a lagarta-do-
cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:

Noctuidae).
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A espécie S. frugiperda é uma importante praga da cultura do milho no
Brasil, visto que pode atacar essa cultura em diferentes fases de
desenvolvimento e causar prejuizos econdmicos (AL-SARAR; HALL;
DOWNER, 2006; DEQUECH et al, 2007). As larvas recém-eclodidas
alimentam-se dos restos de seus ovos e de folhas e, nos estadios mais avangados
de desenvolvimento, alimentam-se do cartucho do milho (BARROS; TORRES;
BUENO, 2010; BUSATO et al., 2004). Aplicacdes de inseticidas sintéticosde
classes quimicas diferentessdo comuns para o controle dessa praga. Embora
eficazes, o uso desses produtos por longo periodo de tempo tem causado
impactos negativos ao agroecossitema, proporcionado a resisténcia de S.
frugiperda a inseticidas, toxicos a organismos ndo alvos e nocivos ao meio
ambiente e a seguranca do homem (AL-SARAR; HALL; DOWNER, 2006).

Objetivou-se neste trabalhocaracterizar a composi¢do quimica do 6leo
essencial de O. selloi e avaliar o potencial inseticida do éleo essencial e do seu
constituinte majoritario, estragol, sobre o desenvolvimento e metabolismo de S.

frugiperda.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do bleo essencial

Plantas de O. selloi foram cultivadas em canteiros localizados no Horto
de Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras — UFLA, Lavras (21°14' 43S 44 °59' 59W, média anual de
precipitacdo de 1530 mm, temperatura meédia de 20,4 °C e 919 m altitude),
Minas Gerais, Brasil. Os canteiros foram adubados com esterco bovino na dose

de 3,0 kg.m? irrigados periodicamente 4 vezes por semana.
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Exsicatas da espécie foram depositadas no herbario da UFLA, com o
namero de referéncia ESAL 7474. Folhas de O. selloi foram coletadas no verdo
pela manha, de plantas com seis meses de idade. O 6leo essencial foi extraido
das folhas frescas por destilacdo por arraste a vapor de agua, em destilador
Marconi MA480, por 90 minutos (COSTA et al., 2010). O 6leo essencial foi
purificado por decantacdo e tratamento com sulfato de magnésio anidro. O sal
foi removido por filtracdo simples com papel filtro e o 6leo essencial foi
armazenado em freezer a -20 °C, até a realizacdo dos ensaios bioldgicos e

analises quimicas.

2.2 Analise cromatografica do 6leo essencial

Andlises do 0Oleo essencial foram realizadas, utilizando um sistema de
cromatografia de fase gasosa Agilent® 7890A, operado com sistema de
processamento de dados HP GC ChemStation Ver. A.01.14, equipado com
injetor/amostrador automéatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic
AG, Switzerland) e um Detector de lonizacdo em Chama (DIC). As amostras
foram preparadas diluindo-se o Gleo essencial em acetato de etila (1%, v/v). O
volume de injecdo foi de 1,0 pL, no modo split a uma razdo de injecao de 1:50.
Empregou-se coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento X
250 pm de didmetro interno x 0,25 pm de espessura do filme) (California,
EUA). Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 240°C. A temperatura
inicial do forno foi de 60 °C, mantida por 1 minuto, seguido por uma rampa de
temperatura de 3 °C/min até 240 °C, seguida de uma rampa de 10 °C/min até 250
°C, mantendo-se em condicdo isotérmica por 1 minuto. As andlises foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos pela média da porcentagem de

area normalizada relativa dos picos cromatograficos + o desvio padrao.
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As andlises por CG/EM foram realizadas em Cromatdgrafo Agilent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operado por ionizacdo de impacto
eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condigdes operacionais
foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes foram identificados por comparagao dos seus indices de
retencdo relativos a série de n-alcanos (Cg-Cy) (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
EUA) e por comparacdo dos espectros de massas do banco de dados da
biblioteca NIST/EPA/NHI e de literatura (ADAMS, 2007). Os indices de
retencdo foram calculados, usando a equacao proposta por Dool e Kratz (1963) e
para as atribuicbes foram consultados indices de retencdo de literaturas
(ADAMS, 2007).

2.3 Criacdo de S. frugiperda

Os insetos usados no experimento foram obtidos da criacdo do
Laboratério de Seletividade do Departamento de Entomologia da UFLA. As
lagartas de 2%postura foram alimentadas com dieta artificial (GREENE;
LEPPLA; DICKERSON, 1976), e os adultos de S. frugiperda com solu¢édo

aquosa de mel (10%, v/v).

2.4 Preparo do 6leo essencial para a mistura em dieta

O oleo essencial foi pesado em balanga de precisdo na quantidade
referente a CL20 (0,52 mg do 6leo essencial) e CL50(0,6 mg do 6leo essencial)
e, logo apds, foi solubilizado em solugdo aquosa de Tween® 80(Polissorbato 80,
Sigma-Aldrich®) a 1% m/v (0,01 g.mL™). Vinte mililitros de &gua destilada
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foram adicionados na mistura de 6leo essencial e Tween®80, para que fosse
possivel realizar a mistura com a dieta artificial. Dez gotas de corante alimenticio
foram adicionadas na solugdo aquosa, contendo o 6leo essencial e Tween®, a
fim de garantir a homogeneizag&o do 6leo essencial na dieta artificial. A solugéo
contendo o 6leo essencial foi adicionada apds a temperatura da dieta artificial se

estabilizar em 40°C, afim de se evitar a volatilizagdo do 6leo essencial.

2.5 Bioensaio 1: Efeito do 6leo essencial sobre o desenvolvimento de S.

frugiperda

Lagartas de 48 horas de idade, oriundas da segunda postura, previamente
mantidas em dieta artificial pura (sem 6leo essencial), foram utilizadas para o
bioensaio. Ensaios preliminares com diferentes concentracfes do 6leo essencial
de O. selloi foram realizados para se obter as Concentracfes Letais (CLy €
CLso). Com base nesses resultados, as concentracdes do Oleo essencial de O.
selloi utilizadas nas dietas foram de 0,52 mg de 6leo essencial.mL™ de dieta
artificial(CLy) e 0,60 mg de dleo essencial. mL™ dieta artificial (CLso), as quais
foram adicionadas em aliquotas de dieta artificial equivalentes a 9 + 0,35 g
(suficiente para a fase larval completar o seu ciclo). As dietas foram oferecidas
as lagartas em tubos de vidro (8 cm x 2,5 cm), 0s quais continham uma lagarta
de S. frugiperda por tubo. Estes foram mantidos sob condi¢fes temperatura de
25 + 2 °C, umidade relativa de 70 £ 10%12 horas de fotofase.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto
por guatro tratamentos: (T1) controle 1: 4gua + corante, (T2) controle 2: 4gua +
corante + Tween® 80, (T3) CLy e (T4) CLs, contendo 120 repeti¢des (1 lagarta
por tubo, como parcela experimental). A sobrevivéncia das lagartas, periodo pré-
pupal, peso das pupas, longevidade e sobrevivéncia das pupas foram avaliados.

O desenvolvimento das lagartas foi avaliado diariamente até a fase adulta.
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Os adultos sobreviventes de lagartas que se alimentaram de dietas
contaminadas foram separados em casais (minimo de seis e maximo de vinte e
cinco por tratamento) que foram distribuidos em gaiolas de PVC de 10 cm altura
x 10 cm didmetro e alimentados com solucdo aquosa de mel (10%, v/v). As
caracteristicas bioldgicas avaliadas foram periodo de pré-oviposicao, oviposi¢cao
e nimero de ovos por fémea, além da longevidade de machos e fémeas de S.
frugiperda.

Os dados de desenvolvimento e reproducdo foram submetidos a
ANOVA, por meio do software R (pacote laercio) e as analises das médias
foram realizadas pelo teste de Scott Knott (p <0,05). Aqueles relativos a
mortalidade das larvas de S. frugiperdaforam submetidos a analise de logit,
considerando o periodo maximo da avaliacdo de 264h de exposicao das lagartas
a dieta tratada, usando-se o pacote drc (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2013).

2.6 Bioensaio 2:Teor proteinas nas fezes de S. frugiperda

Para cada grupo de seis lagartas vivas por tratamento, coletou-se uma
quantidade de fezes, durante a fase de pré-pupa dos insetos, suficiente para
realizacdo das andlises. Foi utilizado um minimo de 5 aliquotas por tratamento,
com 135 mg de fezes, de onde foram retiradas 3 amostras (repeti¢des) de 45 mg
de fezes para proceder as analises de cada tratamento. As amostras foram secas a
40 °C em camara de fluxo de ar continuo até peso constante. O contelido de
proteinas nas amostras foi quantificado utilizando-se 0 método de Bradford
(BRADFORD, 1976). As amostras de 45 mg de fezes foram adicionados 200 pL
de 4cido perclérico 1M e 200 pL de agua deionizada. A mistura foi
homogeneizada e centrifugada a 10.000 x g por 5 min a 4°C, sendo o

sobrenadante descartado. Ao precipitado adicionaram-se 200 pL de NaOH 0,1
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M, o qual foi novamente homogeneizado e centrifugado. Uma aliquota de 100
ML do sobrenadante foi retirada, transferida para um microtubo de 2 mL,
adicionado 1 mL do reagente de Bradford e analisado em espectrofotdmetro a
595 nm. A curva de calibracdo foi construida com uma solucdo tamponada de
albumina sérica bovina (BSA) na faixa de 0 a 20 ug/mg.

O teor (%)de proteinas foisubmetido a ANOVA, por meio do software R
(pacote laercio), e a analise das médias foirealizada pelo teste de Scott Knott (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

2.7 Bioensaio 3: Toxicidade do estragol paraS. frugiperda

Conforme resultados preliminares, verificou-se que 1 mgdo O6leo
essencial.mL™ de dieta artificialfoi letal as larvas de 48h de idade de S.
frugiperda. Dessa forma, realizou-se novo bioensaio, para verificar a toxicidade
do constituinte quimico majoritario, estragol, para larvas desse noctuideo. O
bioensaio consistiu na adi¢do de estragol a dieta de lagartas de S. frugiperda.

Estragol (Sigma-Aldrich®, pureza declarada >99,1%) foi incorporado a
dieta artificial de S. frugiperda na concentracdo de 0,92 mg.mL™. Essa
concentracdo foi escolhida de acordo com a quantidade desse composto ha
analise cromatografica do Oleo essencial. Os tratamentos avaliados foram:
controle 1 (T1) — agua + corante; controle 2 (T2) — &4gua + corante + Tween®
80; estragol - 0,92 mg.mL™ (T3) e dleo essencial de O. selloi - 1 mg.mL™ (T4).

A metodologia para diluicdo do estragol e do dleo essencial na dieta
artificial foi a mesma utilizada no bioensaio 1. Foram utilizadas 60 repeticoes,
sendo cadarepresentada por uma larva mantida em tubo de vidro com uma
aliquota de 9 = 0,35 g de dieta tratada. O delineamento utilizado foi o

inteiramente casualizado.
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Foi avaliada a mortalidade das larvas expostas a dieta contaminada e 0s
dados obtidos foram analisados de forma descritiva.

3 RESULTADOS

3.1 Analise cromatografica

O Oleo essencial de O. selloi caracterizou-se pela presenca de 14
constituintes quimicos que representaram 99,86% da composicao quimica total.
O constituinte majoritario identificado foi o fenilpropanoide estragol com
92,32% do teor total. Dos 7,54% dos componentes quimicos restantes, 5,64%
corresponderam a soma dos sesquiterpenos, B-cariofileno (1,55%), germacreno
D (1,78%) e y-elemeno (2,31%) (Tabela 1).

Tabelal Composicdo quimica do Oleo essencial de Ocimum selloi
(Lamiaceae).

PICO CONSTITUINTE TR IR® AREA % + DP
1 ni 7,65 977 0,23+0,02
2 estragol 16,43 1206 92,32 +0,49
3 ni 22,01 1338 0,11+0,01
4 o-copaeno 23,58 1376 0,20 £0,01
5 B-bourboneno 24,22 1392 0,16 £ 0,08
6 metil-eugenol 24,78 1405 0,27 £ 0,02
7 B-cariofileno 25,35 1420 1,55+ 0,02
8 trans-p-bergamoteno 26,02 1436 0,23+0,01
9 Aloaromadendreno 26,97 1460 0,17 £0,01
10 germacreno D 27,81 1481 1,78 £0,02
11 y-elemeno 28,42 1497 2,31+£0,03



42

“Tabela 1,conclusdo”

PICO CONSTITUINTE TR IR AREA % + DP
12 B-bisaboleno 28,89 1509 0,29+0,01
13 d-cadineno 29,45 1524 0,12 + 0,01
14 espatulenol 31,47 1577 0,12 + 0,01

T'TR: Tempo de retencdo. “indice de retencdo relativo a série n-alcanos (Cg-Cyo) em
coluna HP-5MS na ordem de elui¢do. DP: desvio padréo (n=3). ni: ndo identificado.

3.2 Efeito do 6leo essencial de O. selloi no desenvolvimento de S. frugiperda

a) Bioensaio 1

A sobrevivéncia das larvas de S. frugiperda foi reduzida pelo 6leo
essencial de O. selloi na concentrac&o equivalente a 0,60 mg.mL™ (CLso) (Grupo
1, Figura 1). O tempo letal (TLsy) foi de 94,7 h, causando mortalidade
acumulada de 73,2% das lagartas até o fim da avaliacdo dessa variavel (264h). A
sobrevivéncia das larvas expostas a CLy (Grupo 2, Figura 1) foi menor em
comparacdo ao tratamento controle, ndo sendo possivel determinar o TLs, no
periodo de avaliacdo, uma vez que a mortalidade acumulada até 264h ndo
ultrapassou 30,7%. Quanto aos controles 1 e 2 (Grupo 3, Figural), constatou-se

mortalidade méaxima acumulada de 5,5% nesse periodo.
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Figural Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com
dieta artificial acrescida ou nédo, de 6leo essencial de Ocimum selloi
(Lamiaceae). Grupo 1: CLsy = 0,60 mg.mL™; Grupo 2: CLy = 0,52
mg.mL™"; Grupo 3: Controles 1 e 2 = sem 6leo essencial

O periodo larval de S. frugiperda foi maior para os insetos alimentados
com a dieta contaminada com a concentracdo equivalente a ClLsy,
aproximadamente 17 dias. Quanto aos controles 1 (agua + corante) e 2 (agua +
corante + Tween® 80), esse periodo foi de aproximadamente 13 dias e, para a
dieta contaminada com a concentracdo equivalente a CLy, foi de 16 dias. O
periodo de pré-pupa foi proximo de 2 dias para todos os tratamentos. O periodo
pupal foi maior no tratamento com a CLy, cerca de 10 dias, € menor nos
tratamentos controles 1 e 2, em torno de 9 dias. O 6leo essencial de O. selloi, na
concentracdo de 0,52 mg.mL™ (CL),reduziu o peso das pupas de S. frugiperda,
que foi de cerca de 226 mg, enquanto para os demais tratamentos foi observado
peso médio de 231 mg. A sobrevivéncia das pupas foi maior que 92%, nédo
havendo diferencas entre os tratamentos (Tabela 2).

Ndo foram observados efeitos negativos dos tratamentos sobre o0s
periodos de pré-oviposigdo (p < 0,05 = 0,4758; F = 0,8409; 2,00 a 2,40 dias) e
oviposicdo (p < 0,05 = 0,8937; F = 0,2035; 9,40 a 10,25 dias), bem como na
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fecundidade (p < 0,05 = 0,4689; F = 0,8546; 2267 a 2507 ovos). A longevidade
de machos e fémeas também nédo foi reduzida pelos tratamentos (p < 0,05 =
0,4736; F = 0,9037; 10,12 a 11,37 dias) e 15 (p < 0,05 = 0,5690; F = 0,6768;
14,25 a 15,85 dias).



Tabela 2 Duracédo dos periodos larval e pupal (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda, provenientes de larvas
do segundo instar alimentadas com dieta artificial acrescida do 6leo essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae)

. . Periodo pré-pupa . Sobrevivéncia das

Tratamento Periodo larval (dias) (dias)* Periodo pupal Peso de pupas (mg) oupas (%)™
Agua + Corante 12,95+0,78 c 2,17+0,71 891+12c 230,66+1526a 95,05
un y CormETTWEN® 13122108 2054021  905+065c 231,76:17,29a 92,45

O. selloi - CLy 16,00+1,30 b 2,08+0,27 9,88+0,26a 226,18+16,73b 92,95

0. selloi - CLsgg 16,75+ 121a 2,14 £ 0,36 9,40+0,34b 232,45+15/43a 92,31

p <0,05 0,0000 0,2724 0,0000 0,0001 0,8748

F 157,94 1,3063 11,7610 15,3830 0,2294

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0,05%). ™ Valores ndo se
diferenciaram estatisticamente. CLy, = 0,52 mg do 6leo essencial de O. selloi.mL™de dieta artificial; CLs, = 0,60mg do dleo essencial

de O. selloi.mL*de dieta artificial

17
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b) Bioensaio 2 - Teor de Proteinas nas Fezes

A quantidade de proteinas analisada nas fezes de S. frugiperda
alimentadas com dieta artificial acrescida do 6leo essencial de O. selloi foi maior
na concentragdo de 0,52 mg.mL™ (CLy), com média de 431,24 + 48,14 pg.mg™
de fezes. Nos controles 1 e 2 e no tratamento da CLs, as médias de proteina
foram semelhantes, sendo de 390,87 + 58,84; 388,40 + 72,39 e 372,14 £ 52,30
ng.mg™ de fezes, respectivamente (Tabela 3).

Tabela3 Quantidade de  proteinas em  fezes de  Spodoptera
frugiperdaprovenientes de larvas segundo instar alimentadas com
dieta artificial acrescida do Oleo essencial de Ocimum selloi
(Lamiaceae)

Tratamentos Proteina (ug.mg™)*
Agua + corante 390,87 £58,84 b
Agua + corante + Tween® 80 388,40 £72,39 b
0. selloi CLyg 431,24 + 48,14 a
0. selloi CLsg 372,14 +£52,30 b

p <0,05 0,0085

F 4,3410

* Médias ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p <0,05%). CLy = 0,52mg.mL"
1+ CLso = 0,60mg.mL™, do 6leo essencial puro de Ocimum selloi.

¢) Bioensio3 - Efeito do 6leo essencial de O. selloi e estragol sobre S.
frugiperda

Apo6s 24 horas da exposicdo das lagartas a dieta artificial acrescida com

0 6leo essencial de O. selloi (1 mg.mL™) ou estragol (0,92 mg.mL™), ocorreu

100% de mortalidade das larvas de S. frugiperda. Para os controles 1 e 2 a

sobrevivéncia foi acima de 95% nesse mesmo periodo (Tabela 4).
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Tabela 4 Sobrevivéncia de larvas com 48 horas de idade de Spodoptera
frugiperda, apds exposicdo a dieta artificial, acrescida com o 6leo
essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae) e seu constituinte majoritario

puro

Tempo de exposicdo (horas) Inicio* 24
Tratamento NUmero de larvas vivas
Agua + Corante (controle 1) 60 59
Agua + Corante + Tween® 80— 1% (controle 2) 60 58
Oleo essencial (Img.mL™) 60 0
Estragol (0,92mg.mL™) 60 0

*Inicio do experimento

4 DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo quimica do 0leo essencial de O. selloi

Constituintes das classes dos fenilpropanoides (estragol e metil-eugenol)
e sesquiterpenos (B-cariofileno, germacreno D, y-elemeno, dentre outros) sao
frequentemente encontrados no dleo essencial de O. selloi. Os resultados obtidos
no presente estudo corroboram com aqueles determinadospor Alva et al.
(2012),Castro et al. (2006),Knaak et al. (2010), Lopez et al. (2010) ePaula,
Gomes-Carneiro e Paumgartten(2003).Estes autores também observaram que 0
6leo essencial de O. selloi e alguns constituintes quimicos secundarios comuns
nessa planta e presente em outras plantas da familia Lamiaceae, apresentaram
atividade inseticida para pragas agricolas.

Salienta-se que a escolha do método de extragdo de Oleos essenciais é
importante para selecdo e conservacdo de seus constituintes. Nesse contexto, o
método de extragdo por arraste a vapor do 0leo essencial de O. selloi, utilizado
no presente trabalho, foi eficaz e ndo degradou constituintes comuns,

demonstrando potencial para uso em grande escala.
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4.2 Efeito do bleo essencial de O. selloi no desenvolvimento de S. frugiperda

a) Bioensaio 1

A alta mortalidade acumulada até 264h das larvas de S. frugiperda,
expostas a dieta acrescida com o 6leo essencial de O. selloi na concentracéo de
0,60 mg.mL™ pode estar relacionada com danos ao sistema nervoso, haja vista
que 6leos essenciais podem ter acdo neurotdxica sobre artrépodes, provocando
efeito knock down semelhante ao ocorrido por inseticidas da classe dos
piretroides, ou afetar a enzima aceticolinesterase como o0s inseticidas da classe
dos organofosforados e carbamatos (ISMAN, 2000).

O maior periodo larval nas concentracdes de 0,52 mg.mL™ (CLy) e 0,60
mg.mL™ (CLs,) € a reducdo do peso das pupas na concentragdo de 0,52 mg.mL™,
podem estar relacionados a atividade de antibiose, comum em substancias de
origem natural. Essas substdncias podem afetar a atividade de enzimas
digestivas e prejudicar a disponibilidade de aminoacidos necessaria para 0
desenvolvimento dos insetos (FARIAS-RIVERA et al.,, 2003; PAVELA;
VRCHOTOVA; SERA, 2008). Salienta-se que o efeito subletal do 6leo
essencial sobre o periodo larval de S. frugiperda pode favorecer a exposicdo
desses insetos a predadores e ou parasitoides, e 0 menor peso das pupas pode
originar adultos menos aptos a se estabelecerem no ambiente.

O oleo essencial de O. selloi foi indcuo a reproducgéo e longevidade de S.
frugiperda. No entanto, o 6leo essencial de Piper hispidinervum (Piperaceae)
afetou negativamente a espermatogénese e reduziu o nimero de ovariolos de S.
frugiperda(ALVES et al., 2014). O 6leo essencial de Acanthospermum hispidum
(Asteraceae), adicionado em dieta artificial e oferecido a larvas de S. frugiperda,
causou alteracOes na alimentagéo e oviposicdo desse inseto (ALVA et al., 2012).
Dessa forma, a acdo dos dleos essenciais na reproducdo de S. frugiperda varia de

acordo com a espécie botanica, onde a variedade dos constituintes quimicos do
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6leo essencial, isolados ou em mistura, podem ser agentes causadores de efeitos

deletérios a esse inseto.

b) Bioensaio 2 - Teor de Proteinas nas Fezes

O maior teor de proteinas nas fezes de S. frugiperda, criadas em dieta
tratada na concentragio de 0,52 mg.mL™ (CLy), indica que o dleo essencial de
O. selloi provavelmente atuou como inibidor de proteases no intestino desse
inseto. A ingestdo cronica de dieta artificial, contendo inibidores de proteinas,
pode afetar o metabolismo e o desenvolvimento de insetos imaturos. Nesse caso,
0 maior periodo pupal e menor peso das pupas de S. frugiperda na concentracéo
de 0,52 mg.mL™ (CLy) pode estar relacionado com o baixo aproveitamento
proteico na fase imatura ocasionado por uma possivel inibicdo de proteases pelo
Oleo essencial. Por outro lado, insetos podem alterar a composi¢do de enzimas
proteoliticas no seu intestino ap0s a ingestdo de inibidores de proteases e
favorecer sua tolerancia (JONGSMA; BOLTER, 1997). Assim, na concentragdo
de 0,60 mg.mL™ (CLso) pode ter ocorrido uma maior producio de enzimas, para
a degradacdo do alimento contaminado, o que desfavoreceu o desenvolvimento
larval, mas afetou pouco o aproveitamento proteico. Dessa forma, uma
compensacdo do uso de proteinas pode ter sido necessaria para finalizar o ciclo
larval e o periodo pupal, porém, ndo afetando o peso das pupas. Entretanto, a
verdadeira causa de tal efeito ainda ndo esta clara, havendo necessidade de

novos estudos para sua comprovagéo.

¢) Bioensaio 3 - Efeito do 6leo essencial de O. selloi e estragol sobre

S. frugiperda
O efeito inseticida do estragol sobre as larvas de S. frugiperda na
concentracdo de 0,92 mg.mL™*, observado no presente estudo, pode ser em

decorréncia de sua acdo neurotdxica, uma vez que Lopez et al. (2010)
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constataram que esse composto desencadeou inibicdo mista a enzima
acetilcolinesterase (AChE), ligando-se tanto a enzima livre como no complexo
enzima-substrato. Salienta-se que mais estudos devem ser realizados sobre o
modo de acdo do estragol, bem como do 6leo essencial de O. selloi, em S.
frugiperda, uma vez que compostos quimicos volateis podem atuar em
diferentes sistemas bioldgicos.

Contudo, estudos recentes mostraram o potencial da acdo inseticida de
6leos essenciais para pragas de grdos armazenados e também do fenilpropanoide
estragol (CHU et al., 2011;EBADOLLAHI, 2011; KIM;LEE, 2014;
LOPEZ;PASCUAL-VILLALOBOS, 2010; MBATA, PASCUAL-
VILLALOBOS; PAYTON, 2012; WANG et al., 2011; ZHAO et al., 2012).

5 CONCLUSOES

A concentracdo de 0,52 mg de 6leo essencial.mL™ de dieta artificial
(CLy) do ¢6leo essencial de O. selloi prolonga a fase larval e reduz o estagio de
pupa, bem como provoca maior concentracdo de proteinas nas fezes de S.
frugiperda.

A concentracdo de 0,60 mg de 6leo essencial.mL™ de dieta artificial
(CLsp) do 6leo essencial de O. selloi causa 50% de mortalidade das larvas de S.
frugiperda e aumenta os periodos larval e pupal.

O composto estragol na concentragio de 0,92 mg.mL™ na dieta
artificiale o 6leo essencial de O. selloi na concentragio 1 mg.mL™ na dieta
artificial causam 100% de mortalidade de larvas de S. frugiperda.

A realizacdo de pesquisas, para desvendar 0os mecanismos do potencial
de acdo inibitorio do 6leo essencial de O. selloi e do estragol, nos sistemas
metabolicos de S. frugiperda, poderdo sugerir o desenvolvimento de novos

produtos para o controle desta importante praga do milho.
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CAPITULO 3 Analise quimica de constituintes volateis de Ocimum selloi
(Lamiaceae) e sua atividade inseticida para Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO

O Oleo essencial de plantas do género Ocimum possui constituintes
quimicos de interesse para a agricultura e podem ser fontes de novas moléculas
com acdo inseticida. No entanto, a qualidade quimica de 6leos essenciais pode
ser afetada por diversos fatores quimicos e fisicos, e o periodo de
armazenamento deve ser considerado. A caracterizagdo quimica do 6leo
essencial de Ocimum selloi Benth (Lamiaceae), extraido nos anos de 2011 e
2014, e sua toxicidade para Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) foi avaliada. Lagartas de S. frugiperda, com 48 h de
idade, foram alimentadas com dieta artificial, contendo o 6leo essencial, ou
expostas ao vapor de O. selloi, sendo avaliada a mortalidade dos insetos ao
longo do tempo. A inibicdo da enzima tripsina foi avaliada com o éleo essencial
de O. selloi extraido nos anos de 2011 e 2014. A caracteriza¢do quimica do 6leo
essencial de O. selloi, extraido nos anos de 2011 e 2014, foi semelhante, e o
estragol foi 0 composto majoritario, indicando que o tempo de armazenamento
ndo degrada esse Gleo essencial. O dleo essencial diluido na dieta artificial a 1
mg.mL™ causou a morte das larvas de S. frugiperda em até 48 h de avaliacdo do
experimento. A exposicdo das larvas de 48 h de idade ao vapor de 5 pL do 6leo
essencial purode O. selloi causou 100% de mortalidade dos insetos em 24 h de
avaliacdo do experimento. O 6leo essencial de O. selloi ndo inibiu a enzima
tripsina. O periodo de armazenamento em condi¢Ges de baixa temperatura ndo
afetou a qualidade quimica e a agdo inseticida do 6leo essencial de O. selloi.
Portanto, o dleo essencial de O. selloi possui potencial inseticida contra lagartas
de S. frugiperda.

Palavras-chave:Constituintes quimicos. Controle de pragas. Estragol. Produtos
naturais.
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ABSTRACT

The essential oil extracted from plants of the Ocimum genus have
chemical constituents of interest for agriculture and can be sources of new
molecules with insecticidal action. However, the chemical quality of essential
oils can be affected by many physical and chemical factors, and the storage
period must also be considered. We performed the chemical characterization of
Ocimum selloi Benth (Lamiaceae) essential oil, extracted in 2011 and 2014, and
evaluated its toxicity to Spodoptera frugiperda (J.E Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae). S. frugiperda 48-hour-old larvae were fed the artificial diet
containing the essential oil, or exposed to O. selloi vapor, as we evaluated insect
mortality over time. The inhibition of the enzyme trypsin was assessed using the
O. selloi essential oil extracted in 2011 and 2014. The chemical characterization
of O. selloi essential oil extracted in 2011 and 2014 was similar, and estragole
was the major compound, indicating that the storage time does not degrade this
essential oil. The essential oil diluted in the artificial diet at 1 mg.mL™ caused
the death of the S. frugiperda larvae within 48 hours. The exposure of the 48-
hour-old larvae to 5 pL of vapor of pure O. selloi essential oil caused 100%
insect mortality in 24 hours. The O. selloi essential oil did not inhibit the enzyme
trypsin. The storage period in low temperature conditions did not affect the
chemical quality and insecticide action of the essential oil. Therefore, the O.
selloi essential oil has insecticide potential against S. frugiperda larvae.

Keywords: Chemical constituents. Estragole. Natural product. Pest control.
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1 INTRODUCAO

O uso de inseticidas botanicos foi comum na primeira metade do século
XX, mas declinou ap6s o desenvolvimento dos pesticidas sintéticos. No entanto,
a aplicacdo continua e indiscriminada de produtos quimicos industriais pode
causar impactos negativos ao meio ambiente, a organismos ndo alvos e ao
homem (REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012). Nas ultimas
décadas, o estudo de compostos botanicos,como potencial fonte de moléculas
inseticidas, ou como produtos alternativos para uso na agricultura tem sido
resgatado. Dentre 0s compostos naturais, 0s 6leos essenciais tém se destacadoem
razdo de sua disponibilidade no mercado, facilidade de obtencéo e analise dos
constituintes quimicos, e diversidade de espécies botanicas aromaticas (ISMAN;
GRIENEISEN, 2014).

O metabolismo secundario dos vegetais atua como forma de defesa ao
ataque de patdgenos e artropodes herbivoros, sendo 0s Oleos essenciais
importantes substanciais de defesas para algumas familias boténicas
(REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012). A composicao quimica
dos Oleos essenciais pode variarem virtude das condicdes de cultivo ou espécies
de plantas (quimiotipo), aspectos de pds-colheita, forma de extracdo e do
periodo e condi¢Bes de armazenamento. Em relacdo ao armazenamento, se
realizado de forma inapropriada, pode causar altera¢cGes na composi¢ao quimica
dos 6leos essenciais e afetar sua qualidade, e, consequentemente, afetar seu valor
comercial e aceitacdo por consumidores (ROSADO et al., 2013). Porém, estudos
sobre a qualidade inseticida de 6leos essenciais armazenados sao escassos.

Os oOleos essenciais podem ter acdo neurotoxica, antialimentar ou
repelente a insetos pragas de interesse agricola(ISMAN, 2006; LOPEZ;
CONTRERAS; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010). Dentre as familias botanicas

que produzem esses compostos quimicos, espécies da familia Lamiaceae e do
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género Ocimumsdo interesse para a agricultura (BAKKALI et al., 2008;
MOUMITA; DATTA, 2007). O 6leo essencial da espécie Ocimum selloi Benth
(Lamiaceae) apresentou efeitos toxicos para diferentes pragas agricolas, agindo
como repelente  ouneurotoxico(LOPEZ; CONTRERAS; PASCUAL-
VILLALOBOS, 2010; PAULA; GOMES-CARNEIRO; PAUMGARTTEN,
2003). Dessa forma, o 6leo essencial de O. selloi pode ser uma alternativa
atraente para o controle de pragas agricolas, como, por exemplo, para a lagarta
do cartuxo do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae).

Spodoptera frugiperda € considerada a praga chave da cultura do milho
no Brasil e seus danos podem causar sérios prejuizos econémicos (CRUZ et al.,
2012). As lagartas desse lepiddptero, nos primeiros estadios de vida, alimentam-
se do resto de seus ovos e raspam o limbo foliar dessa planta. Nos estadios mais
avancados,as lagartas podem perfurar as folhas do milho e, logo ap6s, migram
para a regido do cartucho do milho causando danos (BARROS; TORRES;
BUENO, 2010).

Objetivou-se analisar a composicdo quimica e avaliar a atividade
inseticida de dois 6leos essenciais de O. selloi, um armazenado desde 2011 e

outro obtido recentemente, contra S. frugiperda.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengéo do 0leo essencial

Plantas de O. selloi foram cultivadas, nos anos de 2011 e 2014, em
canteiros localizados no Horto de Plantas Medicinais do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras — UFLA, Lavras (21°14' 43S 44

°59' 59W, média anual de precipitacdo de 1530 mm, temperatura média de 20,4
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°C e 919 m altitude), Minas Gerais, Brasil. Os canteiros foram adubados com
esterco bovino na dose de 3,0 kg.m? irrigados periodicamente 4 vezes por
semana.

Exsicatas da espécie foram depositadas no herbario da UFLA, com o
namero de referéncia ESAL 7474. Folhas de O. selloi foram coletadas nos
verfes de 2011 e 2014 pela manha, de plantas com seis meses de idade. O dleo
essencial foi extraido das folhas frescas por destilagdo por arraste a vapor, em
destilador Marconi MA480, por 90 minutos (COSTA et al., 2010). O dleo
essencial foi purificado por decantagdo e tratamento com sulfato de magnésio
anidro. O sal foi removido por filtracdo simples e o 6leo essencial foi
armazenado em freezer a -20 °C, até a realizacdo dos ensaios biologicos e

analises quimicas.
2.2 Analises quimicas do 6leo essencial

As anélises do 6leo essencial foram realizadas no Laboratorio do Horto
de Plantas Medicinais da UFLA. Para a analise quantitativa do éleo volatil,
utilizou-se um Cromatégrafo Agilent® 7890A, operado com sistema de
processamento de dados HP GC ChemStation ver. A.01.14, equipado com
injetor/amostrador automéatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic
AG, Switzerland) e Detector de lonizacdo em Chama (DIC). As amostras foram
preparadas diluindo-se o 6leo essencial em acetato de etila (1%, v/v). O volume
de injecdo foi de 1,0 pL, no modo split a uma razdo de injecdo de 1:50.
Empregou-se coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento X
250 pm de didmetro interno x 0,25 pm de espessura do filme) (California,
EUA). Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min e as
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 240°C. A temperatura

inicial do forno foi de 60 °C mantida por 1 minuto, seguido por rampa de
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temperatura de 3 °C/min até 240 °C e de outra de 10 °C/min até 250 °C,
mantendo-se em condi¢do isotérmica por 1 minuto. As concentracbes dos
constituintes foram expressas pela média da porcentagem de &rea relativa dos
picos cromatogréaficos + desvio padrdao de 3 amostras injetadas (COSTA et al.,
2010).

As analises qualitativas foram realizadas em Cromatografo Agilent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operado por ionizacdo de impacto
eletrénico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As demais condi¢Ges
experimentais foram as mesmas das analises quantitativas.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparagédo dos seus
indices de retencdo relativos a co-injecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos
(C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA), co-injecdo com substancia de
referéncia (estragol, Sigma-Aldrich®) e por comparacéo dos espectros de massas
do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI e de literatura (ADAMS,
2001). Os indices de retencdo foram calculados usando-se a equacdo de Dool e
Kratz (1963) e para as atribuic6es foram consultados indices de retencao citados
em literatura (ADAMS, 2001).

2.3 Criagao de S. frugiperda

Os insetos usados no experimento foram obtidos da criacdo do
Laboratério de Ecotoxicologia do Departamento de Entomologia da UFLA. As
larvas de S. frugiperdaforam alimentadas com dieta artificial (GREENE;
LEPPLA; DICKERSON, 1976) e os adultos com solugdo aquosa de mel (10%,

vIV).
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2.4 Preparacdo dos 0leos essenciais para a mistura em dieta artificial para
S. frugiperda

O oOleo essencial foi solubilizado em solugdo aquosa,contendo
Tween80®(Polissorbato 80, Sigma-Aldrich a 1% - 0,01 g.mL™), acrescido com
dez gotas de corante alimenticio (0,5 mL), a fim de garantir a homogeneizacéao

do 6leo essencial na dieta artificial.

2.5 Bioensaio 1: Efeito do 6leo essencial na sobrevivéncia de S. frugiperda

Larvas de 48 horas de idade, previamente mantidas em dieta artificial
pura (sem 6leo essencial), foram utilizadas para o bioensaio. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado, sob condi¢des controladas
(temperatura de 25 + 2 °C, 70 £ 10% de umidade relativa e fotofase de 12
horas). Foi composto por quatro tratamentos: (T1) controle 1: agua + 0,5 mL de
corante, (T2) controle 2: 4gua + 0,5 mL de corante + Tween 80®, (T3) 1 mg de
6leo essencial extraido em 2011.mL™ de dieta artificiale (T4) 1 mg de 6leo
essencial extraido em 2014.mL™ de dieta artificial.

O 6leo essencial de O. selloi foi incorporado na dieta artificial e, logo
apos, pedacos equivalentes a 9 + 0,35 g (quantidade suficiente para a fase larval
completar o seu ciclo) foram cortados e oferecidos as larvas. Em seguida, os
pedacos da dieta foram transferidos para tubos de vidro (8 cm de alturax 2 cm de
didmetro), os quais continham uma larva de S. frugiperda. Cada tratamento
constituiu-se de 120 repeti¢des, sendo cadarepresentada por um tubo de vidro,
contendo uma lagarta e uma porcédo de dieta tratada ou ndo. A sobrevivéncia e o
desenvolvimento das lagartas foram avaliados diariamente. Os dados coletados

foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas com o teste de Scott-
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Knott (p <0,05), usando o programa estatistico R (Pacote laercio) (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

2.6 Bioensaio 2: Efeito da fracao volatil do 6leo essencial de O. selloi sobre
larvas de S. frugiperda

O experimento foi realizado utilizando larvas de S. frugiperda de 48
horas de idade, alimentadas com 4,5 + 0,3 mg dieta artificial isenta de 6leo
essencial. Em razdo da baixa quantidade disponivel do 6leo essencial extraido em
2014, foi avaliado somente o 6leo essencial extraido em 2011. Empregaram-se
discos de papel-filtro impregnados com 5 pL do 6leo essencial de O. selloi, 0s
quais foram depositados no fundo de um tubo de vidro (8 cm altura x 2 cm de
didmetro). A exposicdo das larvas a fracdo volatil do 6leo essencial foi feita, por
meio de uma ponte de papel de filtro perfurado, introduzida a 1 cm acima dos
discos impregnados com d&leo, conforme apresentado na Figura 1. A dieta
oferecida as larvas foi ofertada sobre a ponte de papel de filtro. O tubo foi
tampado com um chumago de algodéo.

O bioensaio foi composto por trés tratamentos: (T1) controle 1: 5 uL de
4gua + corante; (T2) controle 2: 5 uL de 4gua + 0,5 mL de corante + Tween 80%;
(T3) - 5 yL do 6leo essencial de O. selloi extraido em 2011, puro. O ensaio foi
realizado em condigdes controladas (temperatura de 25 = 2 °C, 70 + 10% de
umidade relativa e fotofase de 12 horas). O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado com 30 repeticBes por tratamento contendo uma larva
de S. frugiperda por repeticdo. A avaliacdo da mortalidade das larvas ocorreu 24
h ap6s o inicio do experimento e terminou apds a constatagdo de 100% de
mortalidade dos insetos. Os dados coletados foram analisados de forma
descritiva, uma vez que a mortalidade dos insetos foi de 100% no tempo

avaliado.
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Figural Tubo utilizado para o ensaio com a fracdo volatil do éleo essencial de
O. selloi

2.7 Bioensaio 3: Inibicdo da enzima tripsina pelo 6leo essencial de O. selloi

Para extracdo da enzima, lagartas de sexto instar de S. frugiperda,
criadas em laboratdrio, foram imobilizadas com acetato de etila e mortasa -20 °C
por 10 min.O tubo digestivo das lagartas foi removido com pinca e tesourae
macerados em homogeneizador potteronde foi colocado um tubo digestivo para
cada 4 mL de &gua destilada a 4 °C. O extrato bruto foi filtrado em malha de
nylon de 100 um e centrifugado a 10000g a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante
(extrato enzimatico) foi recolhido e armazenado em freezera -20°C, até sua
utilizagdo (ROSSI et al., 2010).

O efeito da atividade proteolitica do extrato dos intestinos médios da
larvafoi medido, usando 1,25 mmol.L*deBApNA (No-Benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida) como substrato, em Gli-NaOH 0,1 M e pH de 9,7 como tampéo de
reacdo. Para o preparo dessa solucéo, solubilizaram -se 54,5 mg de BApNA em
1,25 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e completou-se o volume de 100 mL com

0 tampéo.
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Para a realizacdo do ensaio cinético, o dleo essencial de O. selloi de
2011 e 2014 foram diluidos em metanol (MeOH) e dimetilsulféxido (DMSO) na
seguinte propor¢do: 1 pL do 6leo essencial: 200 puL de DMSO: 1000 pL de
MeOH 50%. Essa proporcao foi suficiente para a diluicdo do 6leo essencial, sem
ocorrer turvacdo do meio e ser possivel a reacdo com a solucdo contendo
tripsina. O ensaio foi realizado de forma cinética, com quatro periodos de
reacdo: 30, 60, 90 e 120 minutos. Foram realizadas 10 dilui¢cbes da solu¢do com
6leo essencial (1:10 a 1:100) com 3 repeticbes em cada diluicdo. Para cada
ensaio de inibicdo, foram adicionados a mistura reacional 200 pl do dleo
essencial de O. selloi, 200 uL da enzima diluida em agua (extrato enzimatico,
nesse caso foi usado 1:20) e 800 uL da solucdo do substrato. O ensaio controle
foi feito sem o inibidor para que a reacdo ocorresse em velocidade maxima. A
reacdo foi paralisada com 200 pL de &cido acético 30% e a leitura da
absorbéncia foi feita a 410 nm (ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961).

O calculo da UTI (Unidades de Tripsina Inibida) foi realizado
utilizando-se a equacao:

UTl=((lc— 1) /1) * 100

Onde: Ic = Inclinacdo da reta do grafico de absorbancia x tempo (min.)
do ensaio controle; li = Inclinacdo da reta do grafico de absorbancia x tempo
(min.) do ensaio de inibicdo; le = Inclinacdo da reta obtida com o padrdo de p-
nitroanilida por Erlanger, Kokowsky e Cohen (1961).

O valor de 1 UTI corresponde a 1 umol de p-nitroanilida que deixa de
ser produzido, em decorréncia da presenca do inibidor. A faixa considerada
significativa como inibidora de tripsina foi entre 40% e 80%. Valores acima
podem ser considerados falso positivos, ja que a inibigdo estaria sendo maior
que a observada. Valores menores que 40% podem indicar nenhuma inibicéo da

enzima pela solucdo inibidora ou erros experimentais.
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3 RESULTADOS

3.1 Anélises quimicas do 6leo essencial de O. selloi

Na caracterizacdo quimica do 6leo de O. selloi extraido nos anos de
2011 e 2014 foram encontrados 13 e 12 constituintes, os quais caracterizaram
99,63% + 0,02 e 99,42% + 0,02, respectivamente, da composi¢do quimica total.
O fenilpropanoide estragol foi identificado como o composto majoritario de
ambos os 6leos, 92,97% * 0,06 (2011) e 92,02% + 0,05 (2014). Dos 6,66% dos
compostos quimicos restantes de O. selloi extraido em 2011, 5,46%
corresponderam a soma dos sesquiterpenos, f-cariofileno (1,55%), germacreno
D (1,73%) e y-elemeno (2,18%). Para o 0leo essencial de O. selloi de 2014, a
composi¢do quimica total dos constituintes remanescentes perfez 7,4%:;6,27%
corresponderam,também, aos sesquiterpenos: B-cariofileno (1,71%), germacreno
D (2,01%) e y-elemeno (2,55%). A maioria dos compostos foi comum entre 0s
Oleos essenciais de 2011 e 2014. No entanto, 0S componentes
aloaromadendreno, germacreno B e espatulenol estiveram presentes apenas no
6leo essencial de 2011e o B- bourboneno e otrans-B-bergamotenoo 6leo
essencial de 2014 (Tabela 1).
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Tabela 1 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Ocimum selloi extraido

no ano de 2011 e 2014.

Area (%)

Pico Constituintes Oleo Essencial 2011 Oleo Essencial 2014
1 ni* 0,21+£0,01 0,12 +£0,01
2 estragol 92,97 + 0,06 92,02 + 0,05
3 ni 0,20 £0,01 0,17 £0,02
4 a-copaeno 0,26 £0,01 0,28 £0,01
5 PB-bourboneno - 0,11 +0,02
6 metil-eugenol 0,22 + 0,02 0,33+0,01
7  P-cariofileno 1,55+ 0,02 1,71+0,01
8 trans-B-bergamoteno - 0,12 £0,01
9 aloaromadendreno 0,27 £0,04 -

10 germacreno D 1,73+£0,01 2,01+£0,01

11 v-elemeno 2,18 £0,01 2,55 +0,03

12 germacreno B 0,18 £0,02 -

13 espatulenol 0,07 £ 0,01 -
TOTAL 99.63 + 0,02 99.42 + 0,02

*ni: ndo identificado. -; ausente.

3.2 Efeito do dleo essencial de O. selloi sobre larvas de S. frugiperda

Em comparagdo com os tratamentos controles, a sobrevivéncia das

larvas de S. frugiperda foi drasticamente reduzida nos tratamentos contendo os

0leos essenciais de O. selloi de 2011 e 2014, na concentragdo equivalente a 1 mg

do 6leo essencial. L™ de dieta artificial. Apos 24 horas de exposicdo, a

sobrevivéncia das larvas foi de 3,00 = 0,32 % e 5,00 + 0,24 %.Todas as larvas

morreram em ambos o0s tratamentos com os 6leos essenciais, até o periodo de 48

horas. Quanto aos controles 1 e 2, constatou-se mortalidade maxima acumulada

inferior a 10 % para o periodo total de avaliacdo (48 h) (Tabela 2).
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Tabela2 Sobrevivéncia acumulada (% =+ desvio padrdo) de larvas de
Spodoptera frugiperda com 24 h e 48 h,apds serem alimentadas com
dieta artificial acrescida ou ndo com éleo essencial de Ocimum selloi
extraido no ano de 2011 e 2014

Sobrevivéncia acumulada
(% = desvio padrdo)
24 h ap6s oferta 48 h apos oferta

Tratamento

da dieta da dieta
Controle 1 (Agua + Corante na dieta) 96,66 +1,8la 92,00+3,03a
Controle 2 (Agua + Corante + Tween 80®na dieta) 9500+2,19a 93,33+2,51a
0. selloi extraido em 2011 (1 mg.mL™ na dieta) 3,00£0,32b  0,00£0,00b
0. selloi extraido em 2014 (1 mg.mL™ na dieta) 5,00£0,24b 0,00£0,00b
p <0,05 0,000 0,000
F 332,884 358,081

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de significancia.

3.3 Exposicao das larvas de S. frugiperda a fracéo volatil do leo essencial
de O. selloi

ApGs 24 horas da exposicdo das larvas ao vapor do éleo essencial de O.
selloi, ocorreu 100% de mortalidade das larvas de S. frugiperda. Para os
controles 1 e 2 a mortalidade foi inferior a 10 % nesse mesmo periodo (Tabela
3).

Tabela3 Mortalidade das larvas de Spodoptera frugiperda(%), ap6s 24 horas
de exposi¢do ao vapor do 6leo essencial de Ocimum selloi

Tratamento Mortalidade (%)
Agua + Corante no disco (controle 1) 3,33
Agua + Corante + Tween 80®— 1% no disco (controle 2) 6,67
Discos de papel contendo 5 pL de 6leo essencial 100

n = 30 larvas (uma larva por tubo).
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3.4 Inibicao da tripsina de S. frugiperda pelo 6leo de O. selloi

Os 0leos essenciais de O. selloide 2011 e de 2014 ndo inibiram a enzima
tripsina. As porcentagens medias de inibicdo foram de apenas 9,03 + 1,63% e
9,08 + 2,05% de Unidade de Tripsina Inibida (UTI), para os 6leos essenciais de
O. selloi extraido nos anos de 2011 e 2014, respectivamente (Tabela 4).

Tabela4 Porcentagem de inibigdo * erro padrdo da enzima tripsina presente no
intestino de Spodoptera frugiperda pelo 6leo essencial de Ocimum

selloi
Tratamento % de Inibic8o de tripsina
Controle (sem inibidor) 0
Oleo essencial O. selloi extraido em 2011* 9,03 £1,63**
Oleo essencial O. selloi extraido em 2014* 9,08 * 2,05**

*Solucdo del pL do 6leo essencial: 200 uL. de DMSO: 1000 uL de MeOH 50%.
**Faixa de inibi¢do (%) da enzima tripsina: 40% - 80%.

4 DISCUSSAO

4.1 Analise quimica do 6leo essencial de O. selloi

Os constituintes guimicos, presentes nos 6leos essenciais de 2011 e
2014, sdo comuns em O. selloi, como o fenilpropanoide estragol e o0s
sesquiterpenos, B-cariofileno, germacreno D, y-elemeno, dentre outros (COSTA
et al., 2010; MARTINS et al., 1997). O armazenamento do 6leo essencial de O.
selloi em freezer conservou a qualidade de seus constituintes quimicos mais
comuns e evitou a degradacdo destes e, também, do composto majoritario
estragol, cujos teores foram similares em ambos 0s 6leos.

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de Ocimum basilicum

(Lamiaceae), armazenado por 12 meses as temperaturas variando de -20 °C a 25
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°C, também ndo sofreram degradagdo acentuada.Porém, constituintes desse
mesmo Oleo em menores quantidades oscilaram em seu contedido
significativamente (ROSADO et al., 2013). E importante que as condicdes do
armazenamento ndo afetem as caracteristicas quimicas do 6leo essencial de O.
selloi, para que ndo comprometa sua qualidade quimica e, consequentemente,

sua atividade bioldgica.

4.2 Efeito do bleo essencial de O. selloi sobre larvas de S. frugiperda

A atividade inseticida do 6leo essencial de O. selloi ainda é pouco
explorado sobre lepidopteras praga, porém, a sobrevivéncia das larvas de S.
frugiperda foi reduzida quando se alimentaram de folhas de milho pulverizadas
com Oleo essencial de Piper hispidinervum (Piperales: Piperaceae) e Syzygium
aromaticum (Myrtales: Myrtaceae) (CRUZ et al., 2014). O 6leo essencial de
Ageratum conyzoides (Asteraceae) a 2% e 3%, diluido em acetona e pulverizado
sobre folhas de milho causou a mortalidade de 100% das larvas de primeiro
instar de S. frugiperda em 24 horas (LIMA et al., 2010). Por outro lado, o éleo
essencial de O. selloi foi repelente ao mosquito Anopheles braziliensis (Chagas,
1907) (Diptera: Culicidae), além de apresentar baixa toxicidade a mamiferos,
ndo ter risco mutagénico ou ser irritante a pele humana (PAULA; GOMES-
CARNEIRO; PAUMGARTTEN, 2003). O composto majoritario do Oleo
essencial de O. selloi, o estragol, apresentou a maior redugdo do Tempo Letal
(TLgg) em condigdes de baixa pressdo, da traga de grdos armazenados Plodia
interpunctella (Hubner, 1813) (Pyralidae: Lepidoptera), em compara¢do com
outros monoterpenoides (MBATA; PASCUAL-VILLALOBOS; PAYTON,
2012). Dessa forma, a acdo do 0leo essencial de O. selloi sobre S. frugiperda

deve ser explorado, com o objetivo de elucidar seu mecanismo de acdo sobre
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insetos, uma vez que esse Oleo essencial foi toxico a outros artropodes de

interesse para o homem.

4.3 Efeito da fracdo volatil do 6leo essencial sobre larvas de 48 h de idade
de S. frugiperda

A mortalidade das larvas de S. frugiperda em 24 h pode estar
relacionada com a toxicidade do 6leo essencial de O. selloi, onde pode ter
atuado no sistema nervoso das lagartas de S. frugiperda, apresentando uma acgéo
inseticida de inibicdo da enzima acetilcolinesterase semelhante aos inseticidas
sintéticos, como os carbamatos e organofosforados, que causam efeitos
neurotoxicos aos insetos (ISMAN, 2000).

O composto majoritario do 6leo essencial de O. selloi, o fenilpropanoide
estragol, foi tdxico a insetos de grdos armazenados, e estudos revelaram a sua
atividade como inibidor misto da enzima acetilcolinesterase (AChE), ligando-se
tanto a enzima livre como no complexo enzima-substrato (LOPEZ;
CONTRERAS; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010; LOPEZ et al., 2008).

4.4 Inibicdo da enzima tripsina em S. frugiperda

Odleo essencial de O. selloidemonstrou exercer baixa atividade
inibitoria sobre essa familia de enzimas digestivas, porém, ndo do complexo
enzimatico no geral. A inibicdo de enzimas do sistema digestivo de insetos é de
interesse para 0 manejo de pragas, uma vez que afeta negativamente o
desenvolvimento bioldgico dos insetos, deixando-os mais vulneraveis ao atague
de predadores, patdgenos ou interrompendo seu ciclo de reproducéo. No caso do
Oleo essencial de Lavandula angustifolia (Lamiaceae), afetou a atividade de

enzimas como a alfa amilase, proteases e esterases, reduzindo a atividade dessas
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enzimas, e prejudicou o desenvolvimento biolégico de Glyphodes pyloalis
(Walker, 1859) (Lepidoptera: Pyralidae), uma praga de amoreiras (YAZDANI;
SENDI; ALIAKBAR, 2013). Portanto, mais estudos devem ser realizados sobre
os efeitos do 6leo essencial de O. selloi sobre o trato digestivo de S. frugiperda,
considerando as diferentes enzimas e sitios de acdo que esse metabolito

secundario provavelmente pode atuar sobre esse organismo Vivo.

5 CONCLUSOES

O tempo de armazenamento de 27 meses do 6leo essencial de O. selloi
ndo alterou oteor do composto majoritario estragol, dos Oleos essenciais
extraidos em 2011 e 2014.

A concentracdo de 1 mg de 6leo essencial O. selloi extraido, em 2011 e
2014.mL™ de dieta artificial, foi toxico as larvas de S. frugiperda ecausou 100%
de mortalidade dos insetos até o tempo de 48 h.

A fragdo volatil de O. selloi apresentou acdo inseticida, demonstrando
que o tempo de armazenamento do 6leo essencial dessa espécie aromatica ndo
influenciou na eficacia de controle das larvas de S. frugiperda e adultos de Z.

subfasciatus.
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CAPITULO 4 Atividade inseticida do 6leo essencial de Ocimum selloi
(Lamiaceae) e estragol sobre Zabrotes subfasciatus
(Coleoptera: Bruchidae)

RESUMO

Moléculas oriundas dometabolismo secundario de plantas podem atuar
como inseticida a pragas de grdos armazenados e, assim, serem uma alternativa
as moléculas sintéticas atuais. A atividade inseticida do 6leo essencial de
Ocimum selloi (Lamiaceae) foi avaliada sobre Zabrotes subfasciatus
(Bohemann, 1833) (Coleoptera: Bruchidae). Adultos de Z. subfasciatus foram
expostos ao vapor do 6leo essencial de O. selloi. Analises quimicas do dleo
essencial de O. selloi indicaram a presenca de 92,97% do fenilpropanoide
estragol, além da presenca dos sesquiterpenos PB-cariofileno, germacreno D e y-
elemeno que corresponderam a 5,46% do total dos compostos presentes.O 6leo
essencial de O. selloi causou a paralisia de 100% dos adultos deZ. subfasciatus
expostos até 24h de avaliacdo do experimento e, no periodo de avaliacdo até 48h
a fracdo volatil, causou a morte de mais de 80% dos insetos. O Oleo essencial de
O. selloi possui potencial inseticida a broca do feijdo. O estragol, constituinte
majoritario do 6leo, pode estar relacionado com a acdo téxica observada sobre
esse inseto-praga.

Palavras-chave: Broca do feijdo.Fenilpropanoide.Terpenos.Toxicidade.Fracao
volatile.
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ABSTRACT

Molecules derived from the secondary metabolism of plants can act as
an insecticide to pests of stored products, thus being an alternative to current
synthetic molecules. We evaluated the insecticidal activity of Ocimum selloi
(Lamiaceae) essential oil over Zabrotes subfasciatus (Bohemann, 1833)
(Coleoptera: Bruchidae). Z. subfasciatus adults were exposed to O. selloi
essential oil vapor. Chemical analysis of the O. selloi essential oilindicated the
presence of 92.97% of phenylpropanoid estragole, in addition to sesquiterpene
B-caryophyllene, germacrene D, and y-elemene, which correspond to 5.46% of
the total of compounds present. The O. selloi essential oil caused the paralysis of
100% of the Z. subfasciatus adults exposed for 24 hours, and the evaluation
period of 48 hours exposed to the volatile fraction caused the death of more than
80% of the insects. The O. selloi essential oil has insecticide potential for bean
drill. The estragole, major constituent of the oil, could be related to the toxicity
observed on this insect pest.

Keywords: Bean drill. Phenylpropanoid. Terpenes. Toxicity. Volatile fraction.
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1 INTRODUCAO

O feijdo é uma das mais importantes fontes deproteina para 0 povo
brasileiro e também para grandeparte da América Latina e México, além de
apresentarelevado conteldo energético quando comparado a outrosgéneros
alimenticios. Na cultura do feijoeiro [Phaseolus sp. (Fabaceae)], a praga Z.
subfasciatus(Bohemann, 1833) (Coleoptera: Bruchidae) é considerada a maior
praga de grdos armazenados em regibes tropicais. Larvas desse coledptero
penetram nos grdos armazenados de feijdo e causam danos como a perda de
massa, reducdo do valor nutritivo e da higiene do produto, perda do poder de
germinacgdo e, assim, depreciando a qualidade comercial dos grdos (COSTAet
al., 2014).

O controle desta praga tem sido realizado pelouso de inseticidas
fumigantes como fosfeto de aluminio,fosfina de hidrogénio e tetracloreto de
carbono. Contudo, embora o controle quimico seja eficiente, essapratica é de
dificil acesso para os pequenos produtores, em decorréncia do elevado custo e
possiveis riscos de toxicidade,inerentes ao uso de produtos quimicos.

Inseticidas botanica, contendo diferentes compostosderivados de plantas
podem ter acdo na protecdo de grdos armazenados, pois sdo uma alternativa aos
inseticidas quimicos, que geralmente sdo mais toXicos esusceptiveis a provocar
efeitos nocivos para aplicadores, consumidores e para 0 meio ambiente
(HUANG et al., 2002; ISMAN, 2000). Dentre compostos promissores, terpenos
e fenilpropanoides tém apresentado acdo inseticida sobre pragas de gréos
armazenados (LOPEZ; CONTRERAS; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010;
TRIPHATI et al., 2003). Esses compostos estdo presentes nos 6leos essenciais
boténicos e tém sido estudados frente as suas acOes repelente, antialimentar,
ovicida e por causar efeitos neurotoxicos a insetos (REGNAULT-ROGER;
VINCENT; ARNASON, 2012).
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Dentre as diversas familias botanicas que produzem 6leos essenciais, a
familia Lamiaceae possui alguns géneros botanicos com potencial para o uso na
agricultura, como o Ocimum spp (BAKKALLI et al., 2008). O 6leo essencial de
Ocimum selloi Benth (Lamiaceae) demonstrou toxicidade para diferentes pragas
agricolas, agindo como repelente ou neurotéxico (LOPEZ; CONTRERAS;
PASCUAL-VILLALOBOS, 2010; PAULA,; GOMES-CARNEIRO;
PAUMGARTTEN, 2003).

Objetivou-se avaliar o potencial inseticida do 6leo essencial de O. selloi

sobre a broca do feijdo Z. subfasciatus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do Gleo essencial

Plantas de O. selloi foram cultivadas em canteiros localizados no Horto
de Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras — UFLA, Lavras (21°14' 43S 44 °59' 59W, média anual de
precipitacdo de 1530 mm, temperatura média de 20,4 °C e 919 m altitude),
Minas Gerais, Brasil. Os canteiros foram adubados com esterco bovino na dose
de 3,0 kg.m?e irrigados periodicamente 4 vezes por semana.

Exsicatas da espécie foram depositadas no herbario da UFLA, com o
namero de referéncia ESAL 7474. Folhas de O. selloi foram coletadas noverdo
de 2014 pela manhd, de plantas com seis meses de idade. O Gleo essencial foi
extraido das folhas frescas por destilagdo por arraste a vapor, em destilador
Marconi MA480, por 90 minutos (COSTAet al., 2010). O 6bleo essencial foi
purificado por decantagdo e tratamento com sulfato de magnésio anidro. O sal
foi removido por filtragdo simples e o 6leo essencial foi armazenado em freezer

a -20 °C, até a realizacdo dos ensaios bioldgicos e analises quimicas.
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2.2 Anélises quimicas do 6leo essencial

As andlises do dleo essencial foram realizadas no Laboratério do Horto
de Plantas Medicinais da UFLA. Para a analise quantitativa do 6leo volatil,
utilizou-se um Cromatégrafo Agilent® 7890A, operado com sistema de
processamento de dados HP GC ChemStation ver. A.01.14, equipado com
injetor/amostrador automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic
AG, Switzerland) e Detector de lonizagdo em Chama (DIC). As amostras foram
preparadas, diluindo-se o 6leo essencial em acetato de etila (1%, v/v). O volume
de injecdo foi de 1,0 pL, no modo split a uma razdo de injecdo de 1:50.
Empregou-se coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x
250 um de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (California,
EUA). Hélio foi utilizado como géas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min e as
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 240°C. A temperatura
inicial do forno foi de 60 °C, mantida por 1 minuto, seguido por rampa de
temperatura de 3 °C/min até 240 °C e de outra de 10 °C/min até 250 °C,
mantendo-se em condi¢do isotérmica por 1 minuto. As concentracBes dos
constituintes foram expressas pela média da porcentagem de area relativa dos
picos cromatograficos + desvio padrdo de 3 amostras injetadas (COSTA et al.,
2010).

As andlises qualitativas foram realizadas em Cromatégrafo Agilent®
7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C
(Agilent Technologies, California, EUA), operado por ionizagdo de impacto
eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As demais condicGes
experimentais foram as mesmas das analises quantitativas.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparagdo dos seus

indices de retengdo relativos & co-injecdo de uma solugdo padrdo de n-alcanos
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(C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA), co-injecdo com substancia de
referéncia (estragol, Sigma-Aldrich®) e por comparacao dos espectros de massas
do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI e de literatura (ADAMS,
2001). Os indices de retencdo foram calculados, usando-se a equagédo de Dool e
Kratz (1963) e para as atribui¢Oes foram consultados indices de retengdo citados
em literatura (ADAMS, 2001).

2.3 Criagéo de Z. subfasciatus

Os insetos usados no experimento foram obtidos da criagdo massal do
Laboratério de Seletividade do Departamento de Entomologia da UFLA.

Zabrotes subfasciatus foi criado em graos de feijdo sem tratamento quimico.

2.4 Efeito da fracdo volatil do 6leo essencial de O. selloi sobre Z.

subfasciatus

O experimento foi realizado, utilizando adultos de Z. subfasciatus,com a
idade de 1 a 5 dias, apds a emergéncia em grdos de feijdo. Os insetos foram
expostos a fracdo volatil do dleo essencial de O. selloi.Empregaram-se discos de
papel-filtro impregnados com 5 L do 6leo essencial de O. selloi, os quais foram
depositados no fundo de um tubo de vidro (8 cm altura x 2 cm de diametro). A
exposicdo dos besouros a fragdo volatil do oleo essencial foi feita, por meio de
uma ponte de papel de filtro perfurado introduzida a 1 cm acima dos discos
impregnados com 6leo. O tubo foi tampado com um chumaco de algoddo. Os
insetos ficaram sem alimentagdo até o final do periodo de avaliagdo do
experimento (48 horas).

O ensaio foi composto por dois tratamentos: (T1) - 5 pL do éleo

essencial de O. selloi; (T2) controle - 5 pL de agua destilada, os quais foram
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impregnados nos discos e imediatamente preparados os tubos. O ensaio foi
realizado em condic¢des controladas (temperatura de 25 £ 2 °C, 70 + 10% de
umidade relativa e fotofase de 12 horas). O delineamento foi inteiramente
casualizado, com 5 repeticbes por tratamento e 10 insetos por repeticdo.A
avaliacdo da paralisia dos insetos foi realizada as 8, 16 e 24 horas e da
mortalidade as 24 e 48 horas, ap6s o inicio do experimento. Os dados coletados
foram submetidos 8 ANOVA e as médias comparadas com o teste t de Student
(p<0,05), usando o programa estatistico R (pacote laercio) (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises quimicas do 6leo essencial de O. selloi

O Oleo essencial de O. selloi caracterizou-se pela presenca de 9
constituintes quimicos que representaram 99,63% da composi¢do quimica total.
O constituinte majoritario identificado foi o fenilpropanoide estragol com
92,97% do teor total. Dos 6,46% dos componentes quimicos restantes, 5,46%
corresponderam a soma dos sesquiterpenos, fB-cariofileno (1,55%), germacreno
D (1,73%) e y-elemeno (2,18%) (Tabela 1).

O oOleo essencial de O. selloi foi caracterizado pela presencado
fenilpropanoide estragol e dos sesquiterpenos f3-cariofileno e germacreno D por
Costa et al.(2010). Analises guimicas do 6leo essencial de O. selloi realizadas
por Costa et al. (2010), Franca et al.(2008) e Martini et al. (2011) corroboram
com os resultados do presente estudo em que o teor do estragol do 6leo essencial

de O. selloi é maior que 90% da composicao quimica total.
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Tabelal Composicdo quimica do 6éleo essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae)

PICO  CONSTITUINTE IR AREA % + DP
1 estragol 1193 92,97 + 0,06
2 o - copaeno 1383 0,26 £0,01
3 metileugenol 1405 0,22 + 0,02
4 B-cariofileno 1420 1,55+0,02
5 aloaromadendreno 1460 0,27 £ 0,04
6 germacreno D 1484 1,73+0,01
7 v- elemeno 1496 2,18 +0,01
8 germacreno B 1550 0,18 £0,02
9 espatulenol 1561 0,07 £ 0,01
TOTAL 99.63 + 0,02

*Indice de retencao relativo & série n-alcanos (Cg-Cy) em coluna HP-5MS na ordem de
eluicdo. DP: desvio padrdo (n=3). n.i. ndo identificado.

3.2 Exposicao dos adultos de Z. subfasciatus a fracao volatil do 6leo

essencial de O. selloi

A paralisia dos adultos de Z. subfasciatus, tratados com vapores do 6leo
essencial de O. selloi, foi de 92 + 0,26% (F = 640,421; P = 0,0000). A paralisia
ocorreu 8 horas apds o inicio do experimento. A partir de 16 horas até 24 horas
(final da avaliacdo do experimento), a paralisia dos insetos expostos aos 6leos
essenciais de O. selloi foi de 100% (F = 789,474; P = 0,0000). No tratamento

controle (sem Gleo essencial), ndo ocorreu paralisia dos insetos (Figura 1).
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Figural Paralisia de Zabrotes subfasciatus expostos no periodo de 24h ao dleo
essencial de Ocimum selloi (Lamiaceae)

A paralisia dos besouros causada pelo vapor do 6leo essencial de O.
selloi pode estar associada a uma agao neurotoxica, pois 0s insetos apresentaram
um comportamento similar ao observado a insetos que sdo submetidos aos
efeitos dos inseticidas carbamatos e organofosforados (ISMAN, 2000). O
estragol foi tdxico aos insetos de grdos armazenados Sitophilus
oryzae,(Linnaeus, 1763) (Coleoptera: Curculionidae) e Callosobruchus
maculatus (Fabricio, 1775) (Coleoptera: Bruchidae). Ha evidéncias cientificas
de que o modo de agdodo estragol se deve a sua atividade como inibidor misto
da enzima acetilcolinesterase, ligando-se tanto a enzima livre como ao complexo
enzima-substrato (LOPEZ; CONTRERAS; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010).

A mortalidade dos adultos de Z. subfasciatus,expostos aos 0Gleos
essenciais de O. selloi, ap6s 24 horas do inicio do experimento, foi de 54 + 1,15
% (F = 78,111; P = 0,0000). Em 48 horas ap6s o inicio do experimento, a
mortalidade dos insetos foi de 86 + 0, 55 % (F = 182,333; P = 0,0000),

respectivamente. A mortalidade dos insetos no tratamento controle (sem 6éleo
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essencial) foi menor que 10% para ambos os tempos de avaliacdo do
experimento (Figura 2).

100
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40

Mortalidade (%)

20 -

24 48
Tempo (horas)

Figura2 Mortalidade de Z. subfasciatus expostos no periodo de 24h a 48h ao
0leo essencial de O. selloi

Atoxicidade de 6leos essenciais sobre insetos de graos armazenados tem
sido estudada, e constituintes das classes dos sesquiterpenos e fenilpropanoides
apresentaram potencial como moléculas inseticidas (CHU et al., 2011; KIM;
LEE, 2014; ZHAO et al., 2012). A mortalidade de machos e fémeas de Z.
subfasciatus foi de 100% e 50%, apds a exposic¢ao por 48 horas ao 0leo essencial
de Ocimum canun (Lamiaceae) (WEAVERet al., 1991). Outros estudos
evidenciaram a acdo inseticida de plantas do género Ocimum sp. apresentando
paralisia dos insetos e, muitas vezes, com evolugdo para a morte (CHIOU LING;
KYU; QING, 2009; NGUEMTCHOUIN et al., 2013).



85

4 CONCLUSAO

O fenilpropanoide estragol é o composto majoritario do 6leo essencial
de O. Selloi e corresponde a mais de 92% do teor total. Vapores de 5uL do dleo
essencial de O. Selloi, impreganados em discos de papel, causam a paralisia do
besouro Z. Subfasciatus e, em até 48 horas, a morte de mais de 80% dos insetos.
Portanto, o dleo essencial de O. selloi possui potencial inseticida a broca do

feijao.

AGRADECIMENTOS

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG), Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq).

REFERENCIAS

ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas
chromatography/quadrupole mass spectroscopy. Carol Stream: Allured,
2001. 804 p.

BAKKALL, F. et al. Biological effects of essential oils: a review. Food and
Chemical Toxicology, Oxford, v. 46, n. 2, p. 446-475, Feb. 2008.

CHIOU LING, C.; KYU, C.; QING, X.L. Insecticidal activity of Basil oil,
trans-Anethole, estragole, and linalool to adult fruit flies of Ceratitis capitata,
Bactrocera dorsalis, and Bactrocera cucurbitae.Journal of Economic
Entomology, College Park,v.107, n.3, p.203-209, 2009.

CHU, S. S. et al. Chemical composition and toxic activity of essential oil of
Caryopteris incana against Sitophilus zeamais. African Journal of
Biotechnology, Nairobi, v. 10, n. 42, p. 8476-8480, 2011.



86

COSTA, J. T. da et al. Effects of different formulations of neem oil-based
products on control Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833) (Coleoptera:
Bruchidae) on beans. Journal of Stored Products Research, EImsford,v. 56, p.
49-53, Jan. 2014.

COSTA, L. C. etal. Yield and composition of the essential oil of Ocimum selloi
Benth. cultivated under colored netting. Journal of Essential Oil Research,
Carol Stream, v. 22, n. 1, p. 34-39, 2010.

DOOL, H. van den; KRATZ, P. A generalization of the retention index system
including linear temperature programmed gas-liquid partition chromatography.
Journal of Chromatography A, Amsterdam, v. 11, p. 463-471, 1963.

HUANG, Y .et al. Insecticidal properties of eugenol, isoeugenol and
methyleugenol and their effects on nutrition of Sitophilus zeamais Motsch.
(Coleoptera: Curculionidae) and Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae). Journal of Stored Products Research, Elmsford,v. 38, n. 5, p.
403-412, July 2002.

ISMAN, M. B. Plant essential oils for pest and disease management. Crop
Protection, Guildford, v. 19, n. 8/10, p. 603-608, Sept. 2000.

KIM, S. I.; LEE, D. W. Toxicity of basil and orange essential oils and their
components against two coleopteran stored products insect pests. Journal of
Asia-Pacific Entomology, Beijing, v. 17, n. 1, p. 13-17, 2014.

LOPEZ, M.D.; CONTRERAS, J.; PASCUAL-VILLALOBOS, M.J. Selection
for tolerance to volatile monoterpenoids in Sitophilus oryzae (L.), Rhyzopertha
dominica (F.) and Cryptolestes pusillus (Schonherr). Journal of Stored
Products Research, Elmsford,v.46, n.1, p.52-58, 2010.

MARTINI, M. G. et al. Chemical composition and antimicrobial activities of the
essential oils from Ocimum selloi and Hesperozygis myrtoides. Natural Product
Communications, Westerville, v. 6, n. 7, p. 1027-1030,July 2011.

NGUEMTCHOUIN, M.G.M.et al. Ocimum gratissimum essential oil and
modified montmorillonite clay, a means of controlling insect pests in stored
products. Journal of Stored Products Research, EImsford,v.52, p.57-62, Jan.
2013.



87

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: a language and environment for
statistical computing. Version 3.0.2. Vienna: R Foundation for Statistical
Computing, 2013. Software.

REGNAULT-ROGER, C.; VINCENT, C.; ARNASON, J. T. Essential oils in
insect control: low-risk products in a high-stakes world. Annual Review of
Entomology, Stanford, v. 57, p. 405-424, 2012.

TRIPATHI, A.K.et al. Effect of d-limonene on three stored-product beetles.
Journal of Economic Entomology, College Park, v. 96, n. 3, p. 990-995, June
2003.

WEAVER, D.K.et al. The efficacy of linalool, a major component of freshly-
milled Ocimum canum Sims (Lamiaceae), for protection against postharvest
damage by certain stored product Coleoptera. Journal of Stored Products
Research, Elmsford, v.27, n.4, p.213-220, 1991.

ZHAO, N. N. et al. Evaluation of the toxicity of the essential oils of some
common Chinese spices against Liposcelis bostrychophila. Food Control,
Guildford, v. 26, n. 2, p. 486-490, 2012.



88

CAPITULO 5 Primeiro registro de Aethalion reticulatum (Hemiptera:
Aethalionidae) em Vernonia condensata (Asteraceae), uma
planta medicinal do Brasil

RESUMO

Vernonia condensata(Baker, 1875) (Asteraceae) € utilizada como planta
medicinal no Brasil, porém, é hospedeira de cigarrinhas pragas em culturas
agricolas. Aethalion reticulatum(Linnaeus, 1767) (Hemiptera: Aethalionidae) foi
observado em V. condensata, no municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil.
Imaturos e adultos de A. reticulatum foram coletados de V. condensata para
identificagdo, do qual representa o primeiro registro desta cigarrinha nesta
planta. A observacdo de ovos, ninfas e adultos desse inseto na planta mostra que
0 mesmo completou o seu ciclo biolégico, o que indica que V. condensata é um
potencial hospedeiro para A. reticulatum.

Palavras - chave: Boldo. Cigarrinha. Fitoterapia.Praga.
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ABSTRACT

Abstract Vernonia condensata(Baker, 1875) (Asteraceae) is a medicinal
plant from Brazil considered as a host plant of leafhopper pests in agricultural
crops. Aethalion reticulatum(Linnaeus, 1767) (Hemiptera: Aethalionidae) was
observed in V. condensata in Lavras county, Minas Gerais State, Brazil.
Immature and adult individuals of A. reticulatum were collected from V.
condensatefor identification, which represents the first recording of this pest in
this plant. The presence of eggs, nhymphs and adults of this insect on the plant
shows that A. reticulatumhas completed its life cycle, indicating that V.
condensateis a potential host plant for A. reticulatum.

Keywords: Boldo. Leafhoppers. Pest.
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1 INTRODUCAO

O género Vernonia sp. (Asteraceae) tem sido estudado,em virtude de
propriedades terapéuticas dos Oleos esséncias e extratos dessas plantas
(KITONDE et al., 2013; SILVA et al., 2012). Compostos bioativos de Vernonia
condensata Baker, 1875, apresentam atividades anti-inflamatdrias, analgésica e
antinociceptivo ao homem (RISSO; SCARMINIO; MOREIRA, 2010; SILVA,
2011). Além disso, constituintes como saponinas, alcaloides, taninos, compostos
fendlicos e flavonoides, foram detectados nessa espécie (RISSO; SCARMINIO;
MOREIRA, 2010). No entanto, essa planta pode sofrer danos ou ser um

potencial hospedeiro de insetos pragas, sendo, portanto, de interesse agricola.

2 MATERIAL E METODOS

Imaturos e adultos de Aethalion reticulatum(Linnaeus, 1767)
(Hemiptera: Aethalionidae) foram encontrados em V. condensata (Figura 1), em
fevereiro de 2013, na cidade de Lavras (21°14' 43 S e 44°59' 59 W, média anual
de precipitacdo de 1530 mm, temperatura média de 20.4°C e 919 m de altitude),
Estado de Minas Gerais, Brasil. A espécie desse inseto foi identificada pela
comparacdo morfoldégica com exemplares do Museu Entomoldgico da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, Brasil.

3 RESULTADOS

Insetos foram observados e coletados se alimentando em ramos e galhos
de V. condensata, no Horto de Plantas Medicinais da UFLA. Abelhas e formigas
foram observadas se alimentando dos excrementos liberados por A. reticulatum
(honeydew) (Figura 1: B, C e D).
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Figural Aethalion reticulatum Linnaeus, 1767 (Hemiptera: Aethalionidae)
ovipositando em um galho de Vernonia condensata Baker
(Asteraceae) (A). Ninfas de A. reticulatum em galhos e ramos de V.
condensata e insetos se alimentado do honedew excretado pelas
cigarrinhas (B e C). Ramo de V. condensata parasitado por A.
reticulatum (seta) (D)

4 DISCUSSAO

Vernonia condensata é uma espécie de interesse para apicultores,em
razdo de seu potencial de receber visitas de polinizadores como Apis mellifera
(Linnaeus, 1758) (Hymenoptera, Apidae) (MODROet al., 2011). No entanto,
essa espécie é hospedeira de Dilobopterus costalimai(Young, 1977),
Oncometopia facialis(Signoret, 1854) e Bucephalogonia xanthophis(Berg,
1879), (Hemiptera: Cicadellidae) (BENTO et al., 2008; MILANEZ; PARRA;
MAGRI, 2001), cigarrinhas vetores de doengas em culturas agricolas.Além

disso, V. condensata é indicada como hospedeira alternativa para criagdes de
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cigarrinhas em laboratério (MILANEZ, 2003). Isto sugere que V. condensata é
uma fonte de abrigo e alimento, além de local para reproducédo de A. reticulatum
(Figura 1A) e, por isso, potencial hospedeiro desse inseto.

Aethalion reticulatum alimenta-se de seiva de plantas, especialmente
frutiferas, o que pode prejudicar o crescimento do vegetal e dos frutos.
InfestacBes dessa espécie, em areas agricolas, podem ocorrer com perdas na
producdo (ARAUJOet al., 2010). Esta praga foi, também, recentemente,
observada se alimentando de plantas de eucalipto, o que indica sua migracéo
para esse novo hospedeiro e seu potencial risco como praga florestal
(MENEZES et al., 2012). A associacdo de abelhas e formigas com A.
reticulatum é comum, dos quais essas espécies se beneficiam com o honeydew
expelido pelas cigarrinhas (Figura 1: B, C e D) (BARONIO; PIRES; AOKI,
2012; BROWN, 1976).

5 CONCLUSAO

Este trabalho relatou a primeira ocorréncia de A. reticulatum em V.
condensata, no municipio de Lavras, estado de Minas Gerais, Brasil. Nossas
observacfes mostram que essa planta medicinal é um potencial hospedeiro desta

cigarrinha, ja descrita como praga em culturas agricolas e florestais.
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