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RESUMO

BOTREL, Priscila Pereira. Influéncia de genétipos, ambientes de cultivo e
varia¢iio sazonal no teor e composi¢io quimica do éleo essencial de Hypfis
marrubioides Epling e seu efeito sobre formigas saiva-limio. 2009. 80p.
Dissemllgéo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

O 6leo essencial no género Hyptis tem importancia como fonte de constituintes
bioativos, possuindo importantes efeitos biolégicos, como atividades
antimicrobianas, citotéxicas e inseticidas. Hyptis marrubioides Epl., conhecida
popularmente como horteld-do-campo, € uma planta de uso medicinal com
atividades contra infecg¢des gastrointestinais, infecgdes de pele, dores e cdimbras.
Pesquisas com plantas medicinais ainda estdo voltadas, preferencialmente, para
o conhecimento de espécies que produzem fitofarmacos desejados, ignorando-se
os processos genéticos, ambientais e fitotécnicos que influenciam a producdo
desses compostos quimicos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar diferentes genétipos e partes da planta de H. marrubioides, ambientes de
cultivo e variagdo sazonal sobre o teor e a composi¢do quimica do Jleo
essencial, bem como a atividade inseticida do 6leo essencial sobre formigas
cortadeiras (A4tta sexdens rubropilosa Forel). Verificou-se que o maior teor de
6leo essencial de H. marrubioides foi observado na inflorescéncia do genétipo
roxo e a composicdo do 6leo essencial variou quantitativamente entre as partes
das plantas analisadas e entre os gendtipos. Plantas de H. marrubioides
cultivadas em campo apresentaram maior teor de 6leo essencial comparado as
plantas cultivadas em casa de vegetac@o. Na estagdo do verdo as folhas das
plantas de H. marrubiodes apresentaram maiores teores de leo essencial e os
componentes majoritirios no 6leo essencial foram os monoterpenéides a-tujona
e B-tujona. A aplicagdo tdpica do Sleo essencial de H. marrubioides apresentou
atividade téxica para formigas cortadeiras, e o tempo letal (TLsq) foi de 17 horas
e 39 minutos na concentragéo de 38,34% de dleo essencial.

'Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador) - UFLA, Dr.
Geraldo Andrade Carvalho - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

BOTREL, Priscila Pereira. Influence of genotypes, environments of
cultivation and seasonal variation in the essential oil content and chemical
composition of Hyptis marrubioides Epling and its effect on leaf-cutting ants.
2009. 80p. Dissertation (Master in Crop Science) — Federal University of
Lavras, Lavras.'

Essential oil in the genus Hyptis has importance as a source of bioactive
constituents, possessing important biological effects such as antimicrobial,
cytotoxical and insecticidal activities. Hyptis marrubioides Epl., known
popularly as field mint is a plant of medicinal use with activities against
gastrointestinal, skin infections, pains and cramps. Research works on medicinal
plants are still preferentially turned to the knowledge of species which produce
wished phytopharmics, ignoring the genetical, environmental and phytotechnical
processes that influence the production of those chemical compounds. In this
sense, the purpose of this work was the of evaluate different genotypes and parts
of the plant of H. marrubioides, cultivation environment and seasonal variation
on the content and chemical composition of essential oil, as well as the
insecticidal activity on leaf-cutting ants (4tza sexdens rubropilosa Forel). It was
found that the highest essential oil content in H. marrubioides was observed in
the inflorescence of the purple genotype and the composition of the essential oil
ranged quantitatively among the parts of the plant analyzed and among the
genotypes. H. marrubioides plants cultivated in field presented higher essential
oil content when compared to those cultured in greenhouse. In the summertime,
the leaves of H. marrubioides showed higher essential oil contents and the major
compounds in the essential oil were monoterpenoids a-thujone and B-thujone.
The topical application of H. marrubioides essential oil presented toxic activity

'Guidance Committee: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor), Dr. Geraldo Andrade Carvalho - UFLA (Co-Major Professor).

ii



to leaf-cutting ants and the lefhal time (LT5o) was of 17 hours and 39 minutes at
the concentration of 38.34% of essential oil.



1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos tem crescido muito o interesse por substancias
quimicas extraidas de plantas ou microrganismos para a produgdo de
medicamentos para o homem, além da fabricagdo de inseticidas e fungicidas,
entre outros. Com o passar do tempo, medicamentos sintéticos foram perdendo
espagco no mercado, devido ao seu alto custo, efeitos colaterais e contra-
indicacdes.

Um problema grave na comercializagio de fitoterdpicos no Brasil ou na
exportagio € a falta do starus de medicamento ético que lhe garanta eficécia,
seguranga e qualidade, padrdes estes mensurados em bases cientificas para a
seguranca do usudrio (Siani & Gilbert, 2000). Muitos exemplos de plantas
medicinais da biota brasileira poderiam ser citados, entretanto, a maioria das
plantas medicinais comercializadas no Brasil € introduzida. Assim, as plantas
medicinais endémicas ainda sio pouco conhecidas e se constituem num
fascinante assunto de pesquisa académica e de desenvolvimento cientifico (Pinto
et al., 2002).

Dentre as familias vegetais conhecidas e utilizadas popularmente e,
portanto, com elevado potencial quimico, rica em espécies arométicas de grande
importdncia econdmica (Simdes & Spitzer, 2000), encontra-se a familia
Lamiaceae com aproximadamente 264 géneros descritos (USDA, 2007). Hyptis
marrubioides Epl. é uma espécie pertencente a esta familia, conhecida
popularmente como hortela do campo.

<X\ O género Hyptis Jacq. inclui cerca de 300 espécies, de ampla ocorréncia
na América tropical (Willis, 1973; Harley, 1988). Este género apresenta uma
grande importancia como fonte de constituintes bioativos, possuindo importantes
efeitos bioldgicos, como atividades antimicrobianas, citotéxicas e inseticidas

(Kuhnt et al., 1995). Estas espécies sdo bastante aromdticas e sdo freqiientemente



usadas no tratamento de infecgdes gastrointestinais, cadimbras e dores, bem como
no tratamento de infec¢des de pele (Corréa, 1931).

Virios fatores tém que ser levados em consideragdo quando se deseja
estudar o teor e a produgdo de compostos quimicos ativos. A variabilidade na
produg@o e teor dos 6leos essenciais em Lamiaceae é conhecida por ser afetada
por fatores ambientais tais como luz, disponibilidade de nutrientes, estagdes do
ano, periodo do dia, ciclo e parte da planta, como também por fatores genéticos
(Vieira, 2000).

Sao poucas as informagles encontradas na literatura relatando estudos
fitotécnicos com a espécie H. marrubioides, relacionados a produg@o de
principios ativos. Os recursos fitotécnicos utilizados durante o processo de
producdo de plantas medicinais podem ser caracterizados como fontes de
estimulo para produgdo de metabélitos secundérios, que por certas vezes sdo
capazes de causar estresse cujo efeito pode ser favordvel ou ndo no que se refere
ao aciimulo das substancias de interesse (Corréa Junior et al., 2006). Assim, uma
vez que o vegetal possui capacidade genética para produzir principios ativos, a
concentragdo pode ser alterada por fatores bi6ticos e abiéticos do meio ambiente
onde se encontra (Rodrigues, 2007).

As formigas cortadeiras sdo as principais pragas dos reflorestamentos
brasileiros, pois atacam intensamente e constantemente as plantas em qualquer
fase de seu desenvolvimento, cortando suas folhas, flores, brotos e ramos finos,
que sdo carregados para o interior de seus ninhos sob o solo, o que torna dificil o
seu controle. Elas representam mais de 75% dos custos e do tempo gasto no
controle de pragas florestais (Zanetti et al., 2004).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar diferentes genétipos
de H. marrubioides e partes da planta fresca, ambientes de cultivo e variagdo

sazonal sobre o teor e a composi¢cdo quimica do 6leo essencial, bem como a



atividade inseticida do Sleo essencial sobre formigas cortadeiras (Atta sexdens

rubropilosa Forel).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizagio botanica do género Hyptis

O género Hyptis apresenta uma grande diversidade morfoldgica,
principalmente na regido do Cerrado Brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies
(Harley, 1988). Os 6leos essenciais secretados neste género tém importante aciao
farmacol6gica, como anestésico, antiespasmédico, anti-inflamatério, além de
abortivo em doses elevadas (Stasi et al., 1996).

Este género se caracteriza poQaresentar plantas com inflorescéncias
compostas, com flores dispostas em cimas formando paniculas congestas,
espigas, verticilos ou capitulos, ou dispostas em paniculas amplas; as flores
geralmente tém cdlice 10-nervado com cinco dentes iguais ou desiguais,
raramente obsoletos, geralmente acrescente no fruto, e algumas vezes fortemente
curvado ou inflado; corola bilabiada, 4-lobada, lobo superior emarginado, os
dois lobos laterais expandidos e o lobo inferior formando um l4bio cimbiforme,
articulado na base, inicialmente ereto-patente, incluindo as anteras dos quatro
estames declinados sob tensdo para produzir um mecanismo explosivo de
polinizagéo; estigma 2-lobado, estilete ginobasico ou com estilopédio; os frutos
sdo 4 niculas obovéide, algumas vezes achatadas, mucilaginosas ou nio; sao
ervas, arbustos ou raramente arvores, geralmente com caules quadrangulares;
folhas opostas, frequentemente portando glandulas com substincias arométicas
(Harley, 1988).

H. marrubioides (Figura 1) é também conhecida como horteld do campo

e pertence a familia Lamiaceae. As Lamiaceae compreendem uma familia



pertencente a Ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 200 géneros e,

aproximadamente, 3.200 espécies, distribuidas em todo o mundo.

FIGURA 1 Plantas adultas (A) e inflorescéncias branca (B) e roxa (C) de Hyptis
marrubioides cultivadas no campo.

2.2 Oleos essenciais

Os oleos essencials sdo substancias produzidas pelo metabolismo
secundario em pequenas quantidades em relagdo as substancias produzidas pelo
metabolismo primdrio, sendo responsaveis por fungdes nem sempre bem
definidas. Difundem-se com facilidade a partir da evaporagdo, constituindo
verdadeiro elo entre a fonte produtora e 0 meio ambiente. Apesar de terem sido
considerados por muito tempo mero desvio de fungdes vitais da planta, os 6leos
essenciais sdo fundamentais para a inter-relagdo dos organismos, promovendo,
assim, o equilibrio entre os reinos vegetal e animal (Craveiro, 1981). Também
denominados o6leos etéreos ou esséncias, sdo misturas complexas e apresentam
as caracteristicas de volatilidade e baixa massa molecular, normalmente sendo
liquidos de aparéncia oleosa, odoriferos, soltiveis em solventes orgdnicos e com

solubilidade limitada em dgua (Simdes & Spitzer, 2003).



Monoterpenos (C)o) e sesquiterpenos (C;s) volateis de forma ciclica e
aciclica s@o os componentes predominantes nos 6leos essenciais. As esséncias
possuem, geralmente, odor caracteristico e auxiliam nas interagées entre plantas,
plantas/insetos e outros organismos, estando esses componentes presentes em
quantidades variadas em diversos 6rgdos vegetais. De acordo com Sales et al.
(2007), o principal grupo de constituintes na maioria das populagdes de H.
marrubioides estudando o 6leo essencial de caules e folhas (frescos, secos e
inteiros ou em pedagos) coletados em duas localidades do cerrado brasileiro,
foram sesquiterpenos oxigenados (52,9-93,2%).

Os O6leos essenciais sdo compostos sintetizados e armazenados em
estruturas anatOmicas chamadas de tricomas, que sdo extremamente
especializadas (Balandrin et al., 1985; Gottlieb & Salatino, 1987, Taiz & Zeiger,
1991). Esses tricomas contém enzimas, em suas c€lulas secretoras que auxiliam
na sintese dos terpenos (Gershenzon et al., 1989).

Botrel et al. (2004) estudando niveis de sombreamento da planta e sua
influéncia na anatomia foliar em Hyptis marrubioides, verificaram a presenca de
quatro tipos de tricomas: simples pluricelulares, ramificados pluricelulares,
capitados pluricelulares e capitados unicelulares.

Como estratégia de protecdo, as espécies do gé€nero Hyptis apresentam
adaptagbes como pélos glanduliferos viscosos e pélos tectores, distribuidos nos
ramos das inflorescéncias, para impedir a agdo das formigas (Harley, 1976;
Barroso, 1991; Mota, 1998), que com muita frequéncia visitam essas plantas
quando floridas.

Muitos estudos tém como objetivo principal aperfeicoar os tratos
culturais visando maximizar a produgio de Sleo essencial, como por exemplo, a
determinagcdo do melhor momento para a colheita, isto €, quando as plantas
apresentam maior conteido de Odleo essencial e seus constituintes mais

importantes (Martins, 1998). Isso estd associado ao fato de que a composicao



dos metabdlitos secunddrios 4nas plantas € resultado do balango entre a sua
formag@o e transformagdo que ocorrem durante o crescimento em decorréncia
principalmente de trés fatores: genéticos, ambientais e das técnicas de cultivo
(Castro et al., 2002).

2.3 Fatores que influenciam a produgio de principios ativos
2.3.1 Genétipo

Blank et al. (2006) citaram que pesquisas com plantas medicinais ainda
estdo voltadas, preferencialmente, para o conhecimento de espécies que
produzem fitofdarmacos desejados, ignorando-se o0s processos genéticos,
ambientais e fitotécnicos que influenciam a produgdo desses compostos
quimicos.

A composigdo do 6leo essencial de uma planta € determinada
geneticamente, sendo, geralmente, especifica para um determinado 6rgdo e
caracteristica para o seu estddio de desenvolvimento, mas as condigdes de
cultivo, do ambiente e os tratos culturais adotados s&o responséaveis por grandes
variacdes (Teuscher, 1990).

A constituigdo genética das plantas influencia a produgdo de
determinados metabélitos, e diferentes variedades de espécies de plantas
medicinais podem conter diferentes teores de 6leo essencial. A horteld, por
exemplo, possui variedades que sdo mais ricas em 6leo essencial, contendo alto
teor de mentol (Basso et al., 1998; Sharma et al., 1992).

A variabilidade genética das plantas € expressa através dos chamados
quimiotipos (QT) (Apel, 2001). Segundo alguns autores, QT € um termo
aplicado a plantas de mesmo género e espécie, com a mesma aparéncia externa,
mas que diferem, as vezes consideravelmente, em sua composi¢io quimica.
Esses QT usualmente ocorrem naturalmente em plantas silvestres, e podem

resultar de polinizacdo cruzada (Simdes & Spitzer, 2000; Price & Price, 1999).



Di Leo Lira et al. (2003), afirmaram ter encontrado diferengas na
composi¢io quimica do 6leo essencial de clones de Aloysia triphylla (L "Hérit)
Britton provenientes do Chile (dois clones) e Argentina (sete clones), mesmo
entre clones oriundos do mesmo local. Estes autores concluiram que a espécie
possui variabilidade quimica, que possibilita agrupar os clones estudados dentro
de trés quimiotipos: tipo 1,8-cineol, tipo metil heptenona e tipo citral (com
composi¢cdo quimica similar a4 encontrada na literatura — maioria dos clones).
Devido a estas diferencas, € necessario realizar a identificagdo quimica dos
compostos do dleo essencial, para verificar se o composto quimico desejado se

encontra nas amostras e, automaticamente, no clone de A. triphylla cultivado.

2.3.2 Condicoes de cultivo

Apesar de cada espécie ter se adaptado ao seu habitat, as plantas
freqiientemente sdo capazes de existir em uma considerdvel faixa de
temperatura. A faixa em que ocorrem as variagdes anuais, mensais e didrias na
temperatura € um dos fatores que exerce maior influéncia em seu
desenvolvimento, afetando, portanto, a produgcdo de metabdlitos secundarios
(Evans, 1996). No entanto, talvez pelo fato de a temperatura vir a ser, de modo
geral, uma consequéncia de outros fatores, como altitude e sazonalidade, ndo
existem muitos estudos sobre sua influéncia isoladamente na producdo de
metabdlitos secundarios.

O cultivo de plantas medicinais em regides de temperatura mais elevada
normalmente ocasiona maior volatilizagio dos dleos essenciais (Hertwig, 1991).
Contudo, plantas de Artemisia annua L. submetidas a tratamentos de amplitudes
térmicas de 18%28°C e de 11°/20°C (dia/noite), ndo apresentaram diferencas de
rendimento de artemisina por planta (Marchese & Rehder, 2001).

Outro fator € a disponibilidade hidrica. Sabe-se que a chuva continua

pode resultar na perda de substancias hidrossoliiveis das folhas e raizes por



lixiviagdo; isto se aplica a algumas plantas produtoras de alcaléides, glicosideos
e até mesmo Gleos volateis (Evans, 1996; Waterman & Mole, 1994).

Estudos mostram que a intensidade de luz € um fator que também
influencia a concentracdo e/ou composicdo de outras classes de metabdlitos
secunddrios (Waterman & Mole, 1994), como terpendides (Spring, 1987;
Karousou et al., 1998; Yamaura et al., 1989), glicosideos cianogénicos (Burns et
al., 2002) e alcal6ides (Hoft et al., 1996; Hirata et al., 1996). Foi demonstrado,
por exemplo, que no manjericio (Ocimum basilicum) e no tomilho (Thymus
vulgaris), duas plantas utilizadas na medicina popular e como condimentos, o
completo desenvolvimento de tricomas glandulares, onde os 6leos essenciais sdao

armazenados, € luz-dependente (Yamaura et al., 1989; Ioannidis et al., 2002).

2.3.3 Variagio sazonal

As simples variagoes sazonais, refletidas no comportamento das plantas,
certamente deslumbraram os primeiros observadores da natureza (Curti et al.,
2003). O seu efeito no crescimento, desenvolvimento e teor de principios ativos
em plantas nada mais € do que a combinagdo dos fatores ambientais (vento,
temperatura, umidade e luz) que ocorrem de maneira diversificada ao longo das
quatro estagdes do ano (Pinto & Bertolucci, 2002).

Czepak (1998) relatou que o desenvolvimento inicial das plantas de
Mentha arvensis L. € muito rdpido na primavera e verdo e proporciona os
maiores rendimentos de 6leo essencial (em L ha™). Por outro lado, durante o
outono e inverno, houve um crescimento lento e observou-se um declinio
acentuado no rendimento de 6leo essencial, apesar desta néo florescer. Em dias
longos, o seu crescimento € intenso e, sob condi¢des de dias frios e curtos, o

crescimento vegetal estard comprometido.

Silva et al. (2000) concluiram, em trabalho realizado com Ocimum

basilicum (manjericao), que épocas diferentes influenciam no teor de dleo



essencial, sendo que plantas colhidas em janeiro apresentaram maior teor de
6leo.

Em canela (Ocotea odorifera) e guacatonga (Casearia sylvestris),
Castellani, et al (2003) estudando a producdo de dleo essencial dessas duas
espécies em funcdo da época de colheita nas condi¢bes de Vigosa - MG,
verificaram que para a canela ndo houve diferenca estatistica na produgido de
6leo essencial entre as colheitas realizadas na estacdo da primavera, verdo e
inverno sendo que no outono observou-se os menores valores na produgéo de
6leo. Ja para a guacatonga os autores concluiram que o mais indicado € a
execucdo da colheita no outono, ocorrendo nessa €poca uma maior produgio de
6leo essencial da espécie.

Pardmetros climéticos, tais como temperatura atmosférica e precipitacdo
t€m sido apontadas como fatores que influenciam a composi¢do e contevido de
6leo essencial em vdrias plantas arométicas. De acordo com Taveira et al. (2003)
os principais compostos identificados no 6leo essencial de folhas e caules de
jaborandi (Pilocarpus microphyllus) foram 2-tridecanona, B-cariofileno, 2-
pentadecanona, 6xido de cariofileno e germacreno D e seus teores percentuais
variaram com a estagdo, onde os maiores valores foram detectados

principalmente na estagdo chuvosa.

2.4 Plantas inseticidas

Atualmente, os inseticidas naturais t€m sido cada vez mais requisitados,
apresentando imimeras vantagens quando comparados ao emprego de inseticidas
sintéticos, como por exemplo, sdo obtidos de recursos renovéveis e sdo
rapidamente degradados, n3o deixando residuos em alimentos e no meio
ambiente. O desenvolvimento destes compostos requer tempo e também um
estudo sistematizado que preencha requisitos, tais como seletividade contra

inimigos naturais, baixa toxicidade para mamiferos, biodegradabilidade e



auséncia de fitotoxicidade, além dos requisitos econdmicos para que sua
produc@o em alta escala seja vidvel (Vieira et al., 2001).

Um dos grupos de substdncias conhecidas e ainda utilizado como
inseticidas € o dos piretréides, originalmente extraidos de flores de crisantemos
(Asteraceae). A grande vantagem de sua utilizagdo € a sua baixa toxicidade aos
mamiferos e a alta toxicidade aos insetos. Dentre os principais andlogos dos
piretréides estdo os sintéticos ciclopropanicos deltametrina, fenvalerato e
esfevalerato (Godfrey, 1994).

Dentre os terpenéides que apresentam atividade inseticida, encontram-se
os tetranortriterpenos conhecidos como limondides e s3o os maiores
representantes desta classe de compostos inseticidas. Podem ser encontrados nas
familias Meliaceae, Rutaceae e Cneoraceae (Vieira et al., 2001; 2004).

Dentro da familia Meliaceae, destaca-se a Azadirachta indica A. Juss,
conhecida por “nim”, que € considerada uma das mais importantes devido a sua
atividade sistémica, eficiéncia em baixas concentracGes e baixa toxicidade aos
mamiferos (Gallo et al., 2002). O principal composto extraido dos frutos desta
planta € a azadiractina, um limonéide que atua interferindo no funcionamento de
glandulas endécrinas que controlam a metamorfose em insetos e também
apresenta propriedade fagoinibidora (Vieira et al., 2001).

Outras melidceas promissoras, no controle de diversas espécies de
insetos, sao as do género Trichilia, sendo o limondide triquilina seu principal
composto (Morais et al., 1981). Thomazini et al. (2000) testaram extratos
aquosos de ramos e folhas de Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) sobre a traga-
do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), e
constataram que os extratos de folhas e de ramos prejudicaram o

desenvolvimento do inseto, afetando, principalmente, a fase larval.
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2.5 Formiga cortadeira (Atta sexdens rubropilosa Forel)

Todas as formigas estdo agrupadas em uma tnica familia Formicidae e
restritas a 12 géneros incluidos na tribo Attini onde foram reunidas as formigas
que cultivam fungos em substratos vegetais. Nesta tribo estdo incluidos os
géneros Atta e Acromyrmex, conhecidas popularmente como saivas e
quenquéns, respectivamente (Bueno & Campos-Farinha et al., 1998; Campos-
Farinha et al., 1995).

As formigas cortadeiras do género Arza estdo incluidas entre os
principais insetos-praga de cultivos no Brasil (Cruz et al., 1996). Esses insetos
causam desfolha em vdrios tipos de plantas, como eucalipto, gramineas e plantas
nativas, utilizando as folhas para cultivar o fungo, que é empregado na sua
alimentagao (Zanuncio et al., 2002).

Os prejuizos causados pelas formigas cortadeiras ndo se
limitam, apenas, aos gastos com controle e monitoramento, mas
também a reducéo da produtividade do material lenhoso, ocasionado
pela desfolha das plantas (Zanetti et al., 2000). Além disso, o ataque
desses insetos pode deixar as plantas injuriadas menos resistentes e
tornd-las mais suscetiveis ao ataque de outras pragas e doencas
(Ferreira, 1989).

As operdrias de Afta sexdens sdo opacas, de coloragdo pardo-
avermelhada, medindo no médximo 11 mm de comprimento; a cabeca e o
abdome sd@o pilosos. Esmagando-se essas formigas, percebe-se um cheiro forte
de limd3o; dai o nome de sadva-limdao. Cortam folhas de dicotiledoneas,
ocorrendo em todo o Brasil, com excegio da caatinga do Nordeste (Gallo et al.,
2002).

Ha muitas teorias a respeito do comportamento forrageiro das formigas

cortadeiras ou aplicdveis a elas. Entre outras podemos citar, embora néo estando

11



ligadas diretamente a acdo das formigas: ndo preferéncia, antibiose e tolerincia
de Painter (1951) e dieta 6tima de Macarthur & Pianka (1966).

A teoria da discriminagao dualistica estabelece que a selecdo da planta
depende da habilidade do inseto em escolher a folha certa o que ocorre em
fun¢do de estimulos nutritivos e a presenca de substincias secundarias.
Alcaléides, terpendides, 6leos essenciais e glicosideos, sdo substancias que
desencadeiam processos comportamentais distintos, facilitando ou dificultando a
preferéncia alimentar das formigas. A escolha da planta, o inicio da alimentacéo
e a sua continuidade dependem da acdo destes produtos.

As formigas cortadeiras tém sido controladas, principalmente,
utilizando-se inseticidas de origem sintética, os quais agem indiscriminadamente
contra todos os insetos, inclusive os benéficos.

A associagdo mutualistica entre a formiga cortadeira Atta sexdens
rubropilosa (saiva limao) e o fungo Leucoagaricus gongilophorus é muito forte
e existe uma total dependéncia entre ambos (Cruz & Batista Filho, 1993; Bononi
etal., 1981).

Nesse contexto, a utilizac@o de produtos naturais de origem vegetal com
agdo téxica as formigas e/ou ao fungo simbionte € uma perspectiva na busca de

um método eficaz de controle desta praga.

2.6 Atividade toxica de éleos essenciais sobre insetos

Os bleos volateis possuem uma variada série de agdes bioldgicas (Dey &
Harbone, 1997), sendo esta uma das justificativas para se aprofundar os estudos
em 6leos no combate de pragas. Compostos organicos bioativos produzidos por
vegetais incluem repelentes, inibidores de crescimento, esterilizantes e toxinas,
que formam uma vasta defesa quimica contra insetos e microrganismos
invasores e apresentam-se como uma estratégia vidvel para a reducdo das

populagdes de insetos (Cavalcante et al., 2006).
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Uma planta ou variedade possui diversos mecanismos para resistir ao
ataque de uma praga. Esses meios constituern os tipos de resisténcia. Painter
(1951) propds a classificagdo de resisténcia em trés tipos: ndo-preferéncia para
alimentagdo, oviposi¢do ou abrigo (antixenose); antibiose (efeito adverso da
planta sobre 0 metabolismo do inseto) e tolerancia (regeneragio ou capacidade
de suportar o ataque do inseto).

Uma espécie de eucalipto, Eucalyptus grandis foi uma das menos
consumidas em testes de preferéncia pela formiga cortadeira Afta sexdens
rubropilosa a diferentes espécies florestais (Peres Filho et al., 2002). Os autores,
porém, ndo investigaram as causas da nao-preferéncia das formigas por essa
espécie de eucalipto.

Algumas das hipéteses que tentam explicar a seletividade de plantas
pelas formigas podem ser sugeridas para explicar as diferencas de preferéncia
entre Eucalyptus cloeziana e as outras espécies estudadas. Talvez haja algum
composto secundério repelente presente no 6leo essencial de E. cloeziana que
ndo esteja presente nos Gleos essenciais das outras espécies de eucalipto, visto
que as folhas de algumas espécies de eucaliptos sdo ricas nessas substincias
(Penfold & Willis, 1961). Os éleos essenciais sdo ricos em terpendides que
podem ser fortemente repelentes as formigas da tribo Attini, conforme
demonstrado por Marsaro Jinior et al. (2004). Esses autores observaram
alteragbes de comportamento em operdrias de Atta sexdens rubropilosa quando
as formigas foram expostas ao 6leo essencial de Eucalyptus maculata. Além
disso, os extratos hexdnicos dessa espécie de eucalipto revelaram alguns
terpendides, especialmente o B-eudesmol, como os responsaveis pelas alteragoes

de comportamento.
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1 RESUMO

Hyptis marrubioides Epl. (horteld-do-campo) é uma espécie de uso medicinal
conhecida pelas suas atividades contra infecgdes gastrointestinais, infec¢bes de
pele, dores e caimbras. Objetivou-se com este trabalho avaliar o teor e
composi¢cdo quimica do 6leo essencial de H. marrubioides em diferentes
genétipos (roxo e branco) e partes da planta fresca (folhas, inflorescéncias e
caule). Os genétipos estudados foram identificados através das inflorescéncias
das plantas que apresentam coloragdo roxa e branca. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, contendo as trés partes da planta de
ambos os genétipos, perfazendo um fatorial 3x2, com quatro repeti¢Ges. O éleo
essencial foi extraido por hidrodestilagido por duas horas e analisado por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). O maior
teor de 6leo essencial foi observado na inflorescéncia do gendtipo roxo. A
composicdo do Sleo essencial de H. marrubioides variou quantitativamente entre
as partes das plantas analisadas e entre os genétipos. O composto a-tujona
apresentou a maior porcentagem de drea do pico nas inflorescéncias de genétipo
roxo. As porcentagens das plantas com genétipo roxo foram em média
superiores as plantas com genétipo branco.

Palavras-chave: hortela-do-campo, planta medicinal, Cromatografia Gasosa
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CONTENT AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL OF
Hyptis marrubioides EPL. IN DIFFERENT GENOTYPES

2 ABSTRACT

Hyptis marrubioides Epl. (field mint) is a species of medicinal use known by its
activities against gastrointestinal infections, skin infections, pains and cramps. It
was intended by this work to evaluate the content and chemical composition of
the essential oil of H. marrubioides in different genotypes (purple and white)
and parts of the fresh plant (leaves, inflorescence and stem). The genotypes
studied were identified through the inflorescences of the plants which present
purple and white coloration. The experimental design was completely
randomized, containing the three parts of the plant of both the genotypes,
amounting to a 3 X 2 factorial with four replicates. The essential oil was
extracted by hydrodistillation for two hours and analyzed by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-ME). The highest essential
oil content was found in the inflorescence of the purple genotype. The
composition of the essential oil of H. marrubioides ranged quantitatively
essential oil composition changed quantitatively among the analyzed parts of the
plants and among the genotypes. The compound a-thujone showed the highest
percentage of the peak area in the inflorescence of the purple genotype. The
percentages of the plants with purple genotype were, on the average, higher than
the plants with white genotype.

Key words: field mint, medicinal plants, Gas Chromatography
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3 INTRODUGAO

O género Hyptis apresenta uma grande diversidade morfolégica,
principalmente na regido do Cerrado brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies
(Harley, 1988). Apresentam um aroma caracteristico e sdo usadas no tratamento
de infecgbes gastrointestinais, caimbras, dores e no tratamento de infecgbes da
pele (Corréa, 1931). Também possuem efeito anestésico, antiespasmddico,
antinflamatério, além de abortivo em doses elevadas (Di Stasi et al., 1996).

Hyptis marrubioides Epl. € também conhecida como hortela-do-campo e
pertence a familia Lamiaceae. As Lamiaceaes compreendem uma familia
pertencente 4 Ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 200 géneros e,
aproximadamente, 3.200 espécies, distribuidas em todo o mundo.

<. Estudos recentes t€m mostrado atividades bioldgicas importantes
relacionadas ao gé€nero Hyptis, tais como: como atividades antifiingica (Oliveira
et al., 2004), antibacteriana (Souza et al., 2003), antiulcerogénica (Barbosa &
Ramos, 1992), larvicida (Costa et al., 2005), e antidepressiva (Bueno et al.,
2006) dentre outras.

Nas regides tropicais e subtropicais, onde a diversidade vegetal € muito
grande, o conhecimento do potencial dos recursos genéticos de plantas
medicinais e aromaticas deve ser uma busca constante (Martins et al., 1997).

Fatores como variabilidade genética intraespecifica, condiges
ambientais, épocas de colheita, condi¢Ses de cultivo, tipo de solo e parte da
planta analisada, podem influenciar no teor e na composi¢ao quimica dos éleos
essenciais (Hay & Svoboda, 1993). Todos esses aspectos sdo de fundamental
importancia quando se realiza o desenvolvimento de trabalhos de melhoramento
de uma espécie medicinal visando a aplicagd@o fitoterapéutica, uma vez que a

qualidade dos 6leos essenciais esta ligada a sua constituigdo quimica.
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~
b Os principais constituintes quimicos encontrados por Sales et al. (2007)
em H marrubioides, ao estudar a variabilidade quimica presente no dleo
essencial desta espécie em duas localidades do Sul de Minas Gerais, foram:
cariofila-4(14),8(15)-dien-5B-ol,  eudesma-4(15),7-dien-1B-0l, 6xido de
cariofileno e (B)-cariofileno.

. Na obtengio da matéria-prima, as técnicas de cultivo da espécie
selecionada devem atender ao objetivo de aumentar a producdo de biomassa por
drea, sem comprometer o valor terapéutico da planta (Castro et al., 2004). Neste
aspecto, a escolha da parte da planta € de fundamental importéncia, visto que ela
deve apresentar maior teor de 6leo essencial para uma possivel producio
comercial e maior concentragdo do seu principio ativo.

O objetivo desse trabalho foi verificar o teor e composi¢do quimica do
6leo essencial em inflorescéncias, folhas e caules em dois gendtipos de H.

marrubioides.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal e cultivo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, situada nas
coordenadas geogréficas 21°14’ de Latitude Sul e 45°00° de Longitude Oeste de
Greenwich a uma altitude de 918 m.

A exsicata da espécie H. marrubioides estd depositada no herbério da
UFLA, sob o c6digo ESAL 13955 e foi coletada em Tiradentes, MG.

As mudas de H. marrubioides foram obtidas através de propagagio in
vitro, onde as plantas oriundas de dpices caulinares de brotagGes jovens de

plantas do campo foram estabelecidas em meio de cultura MS (Murashige &
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Skoog, 1962) e submetidas posterionnente a repicagens a cada 15 dias durante
seis meses.

Ap6s o cultivo das plantas in vitro, estas foram transplantadas no dia 16
de maio de 2007, para bandejas contendo substrato Plantmax®, onde
permaneceram por 30 dias sob irrigagdo didria em casa de vegetagdo
aclimatizada. Ap6s a aclimatizagdo, foram selecionadas 30 mudas, onde cada
uma foi plantada individualmente em vaso plastico contendo 10 litros de

composto organico que foram irrigados trés vezes por semana.

4.2 Coleta e preparo das amostras

Ap6s aproximadamente 110 dias do transplantio, com o florescimento
das plantas, foram selecionadas aleatoriamente 11 plantas com inflorescéncias
roxas (genétipo roxo) e 11 plantas com inflorescéncias brancas (genétipo
branco).

Neste periodo, realizou-se a coleta das folhas, inflorescéncias e caules
no periodo préximo as 9 horas da manha no dia 18 setembro de 2007. Foram
coletadas amostras compostas de ambos os genétipos, e destas, foram retiradas
60 g de cada parte da planta para a extragio do 6leo essencial do material fresco.
As partes que ndo foram extraidas no momento da coleta foram guardadas no
refrigerador até o momento da extragdo do 6leo essencial.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo as
trés partes da planta (inflorescéncias, folhas e caules) dos dois genétipos (roxo e
branco), perfazendo um fatorial 3x2, com quatro repeticdes cada totalizando 24

parcelas.
4.3 Extra¢io e composi¢cdo quimica do 6leo essencial

As partes da planta foram entdo submetidas a hidrodestilacio em

aparelho de Clevenger modificado (Wasicky, 1963) durante duas horas. O 6leo
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essencial foi purificado por parti¢éo liquido-liquido com diclorometano. A fase
orgénica foi reunida e tratada com 5 g de sulfato de magnésio anidro durante 30
minutos. Ap6s esse periodo a solugio foi filtrada e o solvente evaporado em
temperatura ambiente, sob capela de exaustio de gases. O teor dos 6leos
essenciais foi determinado pelas massas obtidas dos 6leos, e expresso em
porcentagem massa/massa (g de 6leo por 100 g de matéria fresca).

As andlises de composicdo quimica dos O6leos essenciais foram
realizadas em um aparelho de Cromatografia Gasosa acoplada a um
Espectrometro quadrupolar de Massas (CG-EM), Shimadzu® QP5050A (Kyoto,
Japdo), nas seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de silica fundida,
modelo CBP-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro interno x 0,25
um de espessura do filme em 5% de fenilmetilpolisiloxano) (Shimadzu®, Japao),
com fluxo de 1 mL.min”' de hélio como gis de arraste; aquecimento com
temperatura programada (60°C com um gradiente de 3°C.min~" até 240°C e, em
seguida, com um gradiente de 10°C.min"' até 270°C, mantendo-se uma isoterma
de 7 min, com um tempo total de corrida de 70 min). A energia de ionizagdo do
detector foi de 70 e V, sendo o volume de injegdo da amostra de 0,5 pL diluidas
em diclorometano (grau ultra-residuo, Baker, EUA) e uma razdo de injec@o de
1:20. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 220°C e
240°C, respectivamente. A andlise foi conduzida no modo varredura, a uma
velocidade de 1,0 varredura.s™, com um intervalo de massas de 40-400 m/z. A
andlise quantitativa foi obtida pela integracdo do cromatograma total de fons
(TIC). A identificagdio dos constituintes foi realizada por comparagao,
automdtica e manual, dos espectros de massas com os das bibliotecas National
Institute of Standars and Technology/EPA/NHI (1998), por comparacdo dos
espectros de massas e indices de retengéo (IR) com os da literatura (Adams,

2001) e co-injegio com padrdes auténticos. Os Indices de Retengio foram
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calculados através da co-inje¢do com uma mistura de hidrocarbonetos, C8—-C32

(Sigma, EUA), e com aplicagio da equagio de Dool & Kratz (1963).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor do 6leo essencial

Foram observadas caracteristicas organolépticas distintas para os 6leos
obtidos dos diferentes genétipos. Para plantas com inflorescéncia roxa, o éleo
essencial apresentou coloragdo amarelada, ja para plantas com inflorescéncia
branca, este apresentou coloracdo mais clara, quase incolor. Os 6leos essenciais
apresentaram pouca viscosidade e odor forte caracteristico da planta fresca,
sendo este mais acentuado nas plantas de genétipo roxo.

Na Figura 1, podem-se verificar os resultados do teor de 6leo essencial
para as varidveis analisadas. Observa-se que foram significativas as diferengas
entre os teores de 6leo obtidos nas diferentes partes da planta e nos genétipos.
Independente da parte da planta o genétipo roxo apresentou maior teor de 6leo
essencial, sendo as inflorescéncias a parte mais produtiva.

O teor de 6leo essencial das inflorescéncias nas plantas de genétipo roxo
(0,1597%) foi diferente do teor obtido nas folhas (0,0668%). No entanto, a
quantidade de inflorescéncias disponiveis na planta € bem menor comparado a
quantidade de folhas, além do fato de que esta espécie floresce apenas uma vez
por ano, o que inviabilizaria uma extrac@o de 6leo comercial das inflorescéncias,
mesmo apresentando o maior teor de éleo.

Observou-se também que para os dois genétipos estudados, as
inflorescéncias de H. marrubioides produziram numericamente maior teor de
6leo do que nas folhas e nos caules. Resultado semelhante foi também

observado em plantas de Hyptis spicigera Lam., em que as folhas frescas
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produziram 0,13%, enquanto, as inflorescéncias frescas, produziram quase trés
vezes mais 6leo (0,37%) (Kini et al., 1993).

Silva et al. (2003) estudando o teor de 6leo essencial nas folhas, caules e
inflorescéncias frescas de Hyptis suaveolens observaram que as inflorescéncias
também continham maior teor de 6leo essencial (0,068%) em relagao aos caules
(0,007%) e folhas (0,030%).

0.18 1 01597 a 0.18 1
A (B)
0,16 1 E—— 0,16
. 0,14 - : __ 014 -
£ 012 1 | £ 0,12 1
g : g
S 0,10 . 2 0.0 4
S 0,08 - 0,0668 b ) S 0,08 -
§ 006 1 : g 0,06 - 1
0,04 ; 0,04 - 0,0223 a 0082
0.02 1 o00008c : ¢ 0,02
g : j 0.0003 b
0,00 . : 0,00 - . .
caule folha inflorescéncia caule folha inflorescéncia
Parte da planta Parte da planta

FIGURA 1 Valores médios do teor de 6leo essencial, em porcentagem,
extraido da massa fresca de trés partes da planta (caule, folha e
inflorescéncia) do genétipo roxo de Hyptis marrubioides (A) e do
gendtipo branco de Hyptis marrubioides (B).

Nos dois genétipos estudados o caule foi a parte da planta que apresentou o
menor teor de 6leo essencial. Esse fato pode ser explicado pela presenga de
estruturas bastante lignificadas presentes no caule, o que diminuiria a
necessidade de haver estruturas protetoras de 6leo essencial. Além disso, o caule

nao € um tecido preferencial para ataque de herbivoros.

29



5.2 Composiciao quimica do 6leo essencial

A composi¢ao quimica do 6leo essencial extraido do caule ndo pdde ser
analisada pelo fato da concentragio do mesmo ter sido insuficiente para
realizagdo das analises cromatograficas.

Os componentes majoritirios do dleo essencial nos dois genétipos
diferenciaram na porcentagem em relagdo a classe de monoterpenos e
sesquiterpenos. Observa-se na Tabela 1, que no genétipo branco, tanto em folhas
como em inflorescéncias, predominaram sesquiterpenos. No gendétipo roxo, a
folha mostrou um equilibrio entre mono e sesquiterpenos. No entanto, nas
inflorescéncias, a classe de monoterpenos apresentou uma porcentagem relativa
de 70,7%.

Estudando a composi¢io quimica do éleo essencial das folhas e flores de
dois acessos de Ocimum selloi Benth., Martins et al. (1997) encontraram como
componente principal para o acesso A o estragol, o qual representou 94,95% e
92,54% do 6leo das folhas e flores, respectivamente. J4 o éleo obtido das folhas
e flores do acesso B foi constituido de 65,49% e 66,18% de metil-eugenol,
respectivamente. No 6leo essencial de H. marrubioides, observou-se mudancas
qualitativas apenas para 0 composto y-himachaleno, o qual ndo foi identificado
nas inflorescéncias e folhas do genétipo branco. Para os demais compostos,
foram observadas grandes diferengas quantitativas entre as partes da planta
analisadas e os gené6tipos, com base nas porcentagens das dreas dos picos.

Os componentes a-tujona e B-tujona apresentaram a maior porcentagem
nas inflorescéncias de genétipo roxo, 41% e 159%, respectivamente. A
porcentagem de 4rea dos picos desses compostos foi sempre maior no genétipo
roxo tanto para folhas quanto para as inflorescéncias. As porcentagens nas
inflorescéncias de genétipo roxo chegaram a ser até nove vezes maiores,

comparadas as inflorescéncias de gen6tipo branco.
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TABELA 1 Porcentagem de drea dos picos cromatograficos correspondentes
aos compostos identificados no 6leo essencial das inflorescéncias e
folhas de Hyptis marrubioides nos genétipos branco e roxo.

Genétipo branco Geno6tipo roxo
K Constituintes Classe _Inflorescéncia Folha  Inflorescéncia  Fotha
% érea

1098 linalool MO 09 1.0 1.1 1.0
1104 B-tujona MO 17 1.7 159 8.8
1114 a-tujona MO 7.4 6.4 41,0 25.1
1132 iso -3-tujanol MO 0.8 24 0.7 2,0
1138 a-pinocarveol MO 13 28 0.9 14
1143 B-verbeno! MO 2.5 2.5 17 21
1171 B-3-pinocanfona MO 2.4 18 58 4.2
1175 terpinen-4-ol MO 21 2,0 1.9 1.0
1138 a-terpineol MO 2,6 2,1 1.6 1.9
1296 mirtenato de metila MO 0.9 1,0 0,1 0.1
1375 a-copaeno S 4,6 5,0 4,7 7.6
1419 p-cariofileno s 128 12,6 6.5 1.8
1453 a-humuleno S 08 1,2 04 0.9
1480 y-muuroleno S 18,1 18,9 84 16,7
1483 y-himachaleno S 0,0 0,0 3.7 6.5
1514 y-cadineno ) 14 1.4 0,5 08
1550 epoxido de italiceno sO 28 1.6 0.1 0,1
1557 epoxido de itaticeno (isdmero desconhecido) SO 1,3 0.9 0,1 0,1
1573 dendrolasina 8O 1.5 0.8 0.1 0.1
1581 éxido de cariofileno SO 8.1 39 0.9 1.2
1631 cariofila-4(14).8(15)-dien-5-a-ol SO 23 1.1 0.1 0.1
1635 cariofila-4(14),8(15)-dien-5-g-ol -le] 7.8 56 0.7 1.1
1649 p-eudesmol SO 33 3.7 0.1 0.1
1652 a-eudesmol Ele] 11 22 0.1 0.1
1669 14-hidroxi-(Z)-cariofileno §O 1.5 1,0 0,1 0.1
1684 germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-cl §0 __80 104 2.2 42
Total dos picos dos monoterpenos (MO) 223 23.7 70.7 47.6

Total dos picos dos sesquiterpenos (S) 377 391 24,2 44,3
Total dos picos dos sesquiterpenos oxigenados (SO) 37.7 31.2 4.5 7.2
Sesquiterpenos Totais 754 70.3 28.7 51.5

TOTAL DOS PICOS 97.7 94.0 99.4 99.1

IK: indice Kovats.

Para os compostos y-muuroleno, P-cariofileno, 6xido de cariofileno,
cariofila-4(14),8(15)-dien-5-B-ol e germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-0l houve
uma inversdo, apresentando maiores porcentagens nas plantas de gendétipo
branco.

Silva et al. (2003) obtiveram um nimero diferente de picos para as
folhas (45 picos), inflorescéncias (27 picos) e caules (44 picos) analisados no
cromatograma do O6leo essencial de H. suaveolens. Queiroz et al. (1990)
sugeriram que nesta espécie pode haver alocagio de recursos para a floragdo e

um decréscimo na producdo de terpenos. Este fato nao foi observado para H.
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marrubioides que apresentou 0 mesmo mimero de picos para as partes da planta
analisadas (26 picos).

Sales et al. (2007) estudando o dleo essencial de H. marrubioides de
caules e folhas (frescos, secos e inteiros ou em pedagos) coletados em duas
localidades do Sul de Minas Gerais, identificaram 26 compostos que
representaram 96-99% dos constituintes voléteis. Sesquiterpenos oxigenados
foram os principais grupos de constituintes na maioria das populacdes (52,9-
93,2%). No entanto, importantes diferencas foram observadas nos teores da
maioria dos constituintes para caules e folhas, e os materiais de plantas inteiras
ou em pedacos resultaram em composi¢des quimicas similares.

Por ser um trabalho fitotécnico, sugere-se a realizacdo de novos
experimentos que revelem quais fatores estdo influenciando estas diferengas,

principalmente estudos genéticos e morfolégicos.

6 CONCLUSOES

A parte da planta de H. marrubioides que apresentou o maior teor de
6leo essencial foi a inflorescéncia do genétipo roxo. Com relagdo a composigéo
quimica do 6leo essencial, as porcentagens das plantas com genétipo roxo foram

em média superiores as plantas com genétipo branco.
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1 RESUMO

Os Oleos essenciais no género Hyptis sdo tradicionalmente usados como
anestésico, antiespasmédico, anti-inflamatério, além de abortivo em doses
elevadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢ao quimica e o teor de
6leo essencial de Hyptis marrubioides em diferentes ambientes de cultivo
(campo e casa de vegetacdo). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 10 repeticdes para cada ambiente de cultivo. O Sleo essencial
foi extraido por hidrodestilagio por duas horas e analisado por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectometria de Massas (CG/EM). As maiores
porcentagens de concentragao relativa da drea do pico (%) foram obtidas no
cultivo em campo com os compostos germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol, e
trans-tujona. O maior teor de 6leo essencial foi encontrado em plantas cultivadas
no campo.

Palavras-Chave: planta medicinal, Cromatografia, cultivo
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CHEMICAL COMPOSITION AND CONTENT OF ESSENTIAL OIL OF
Hyptis marrubioides EPL. CULTIVATED IN TWO ENVIRONMENTS

2 ABSTRACT

The essential oil in the genus Hyptis are traditionally used as anesthetics,
antispasmodics, anti-inflammatory, in addition to abortive at high doses. The
purpose of this work was to evaluate the content and chemical composition of
the essential oil of Hyptis marrubioides in different cultivation environments
(field and greenhouse). The experimental design was completely randomized,
with ten replicates for each cultivation environments. The essential oil was
extracted by hydrodistillation for two hours and analyzed by Gas
Chromatography coupled to Mass Espectrometry (GC-ME). The highest
percentages of the relative concentration of the peak area (%) were obtained in
field cultivation with the compounds germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-0l and
trans-thujone. The highest essential oil content was found in field-cultivated
plants.

Key-Words: medicinal plant, Chromatography, cultivation
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3 INTRODUCAO

O género Hyptis apresenta uma grande diversidade morfoldgica,
principalmente na regido do cerrado brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies
(Harley, 1988). Apresentam um aroma caracteristico e sdo usadas no tratamento
de infecgGes gastrointestinais, cdimbras, dores e no tratamento de infecgdes de
pele (Corréa, 1931).

Hyptis marrubioides € conhecida popularmente como horteld do campo
e pertence a familia Lamiaceae. As Lamiaceaes compreendem uma familia
pertencente a Ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 200 géneros e,
aproximadamente, 3.200 espécies, distribuidas em todo o mundo.

Estudos recentes t€ém mostrado atividades biolgicas importantes neste
género, tais como atividades antifiingica (Oliveira et al., 2004), antibacteriana
(Souza et al., 2003), antiulcerogénica (Barbosa & Ramos, 1992), larvicida
(Costa et al., 2005), antidepressiva (Bueno et al., 2006), inseticida (Kuhnt et al.,
1995), dentre outras.

Os principais constituintes quimicos encontrados em H. marrubioides,
ao estudar a variabilidade quimica presente no 6leo essencial desta espécie em
duas localidades do Sul de Minas Gerais, foram: cariofila-4(14),8( ]5)-dien-SB--
ol, eudesma-4(15),7-dien-1p-ol, 6xido de cariofileno e (B)-cariofileno (Sales et
al., 2007).

A composigdo dos metabélitos secunddrios nas plantas € resultado do
balango entre a sua formagdo e transformagcio que ocorrem durante o
crescimento em decorréncia principalmente de trés fatores: genéticos,
ambientais e das técnicas de cultivo (Castro et al., 2002). Os fatores ambientais
tém grande influéncia sobre o desenvolvimento das plantas medicinais,
aromdticas e condimentares ¢ na sua produgdo de principios ativos. A

composi¢@o desses produtos pode ser grandemente alterada por esses fatores,
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pois a acio deles € simultdnea e inter-relacionada (Corréa Junior et al., 2006). O
ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo influencia
sobremaneira a composi¢do quimica dos Gleos voldteis (Simdes & Spitzer,
2000).

Para a espécie H. marrubioides ndo existem trabalhos relacionando a
composigdo quimica com ambiente de cultivo. Desta forma, o presente trabalho
objetivou avaliar a composi¢io quimica e o teor do Gleo essencial de H.

marrubioides em plantas cultivadas em condigio de campo e casa de vegetagao.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Condigcbes de Cultivo

O cultivo das plantas em campo foi realizado na Fazenda Experimental
Gota da Esperanca localizada na Universidade Federal de Lavras, UFLA. O
municipio de Lavras localiza-se na regido Sul de Minas Gerais. Situa-se a
21°14° de Latitude Sul e 45°00° de Longitude Oeste de Greenwich a uma
altitude de 918 m. Segundo a classificacio de Koppen, o clima enquadra-se no
tipo Cwa, temperado imido, com verdo quente e inverno seco. Na Tabela 1
encontram-se os dados climatolégicos referentes ao dia de coleta das folhas.

Plantulas de H. marrubioides cultivadas in vitro foram transplantadas
para bandejas contendo substrato Plantmax®, onde permaneceram por 45 dias
sob irrigacdo em casa de vegetac@o climatizada. O transplantio das mudas, para
o campo foi realizado em 15 de fevereiro de 2007. O plantio foi realizado em
covas, espacamento 1,5x1,0 m totalizando 40 mudas. Foram realizadas duas
adubagdes, uma com 30 e outra aos 60 dias apds o plantio, usando 10 g por cova
de NPK (20-0-20). A colheita de folhas frescas foi realizada 455 dias apés o

transplantio das mudas, préximo as oito horas da manhi. Coletaram-se apenas
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folhas do tergo superior da planta. Para cada repetico, que foi representada por
trés plantas colhidas aleatoriamente, utilizou-se uma amostra composta de 40g
de massa fresca para a hidrodestilagio.

O cultivo das plantas em casa de vegetacio aclimatizada foi realizado no
Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da Universidade Federal
de Lavras, UFLA. A propagacdo de H. marrubioides foi feita também em
cultivo in vitro, em bandejas contendo substrato Plantmax®, onde
permaneceram por 30 dias sob irrigacdo em casa de vegetagao climatizada. Ap6s
este periodo, realizou-se o transplantio das mudas em 22 de agosto de 2007, para
100 vasos plasticos contendo 10 litros de composto organico. A colheita de
folhas frescas foi realizada 275 dias ap6s o transplantio das mudas, préximo as
sete horas da manha. A metodologia de coleta foi a mesma utilizada do ambiente

em campo.

TABELA 1 Dados climatolégicos em Lavras - Sul de Minas Gerais, no dia de
coleta das folhas para o ambiente campo e casa de vegetagao.

Dia da coleta Temperatura (°C) Precipitagdo total UR Insolagdo
15/5/2008 max min méd (mm) (%) (horas)
CAMPO 26.4 12,2 17,8 0 76,5 9.1

CASA DE VEGETACAO 32 18 24 0 53,5 9.1

4.2 Extracio do o6leo essencial

A extragdo do 6leo essencial em ambos ambientes de cultivo foi
realizada pelo método de hidrodestilagio em aparelho de Clevenger, por 120
minutos.

Para a purificagio do 6leo essencial, o hidrolato foi submetido a parti¢go
liquido-liquido em funil de separagdo, realizando-se trés lavagens do hidrolato
com trés porgdes de 5 mL de diclorometano por meia hora cada. As fragdes

organicas foram reunidas e secas com sulfato de magnésio anidro, deixando-o
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agir por meia hora e, posteriormente, o sal foi removido por filtragdo simples € o
solvente foi evaporado a temperatura ambiente sob capela de exaustdo de gases.
Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do éleo essencial pela
férmula: T% = massa do 6leo (g) / 40 g x 100.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10
repeti¢des para cada ambiente de cultivo. As varidveis analisadas foram
submetidas 2 andlise de variancia, em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

F, com auxilio do software Sisvar (Ferreira, 2000).

4.3 Composi¢io quimica do éleo essencial

A composi¢do quimica do Sleo essencial foi feita por uma amostra
composta formada pelo agrupamento das repeti¢bes de cada tratamento.

As anélises foram realizadas em um aparelho de cromatografia gasosa
acoplada a um espectrdmetro quadrupolar de massas (CG-EM), Shimadzu®
QP5050A (Kyoto, Japdo), nas seguintes condigGes operacionais: coluna capilar
de silica fundida, modelo CBP-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno x 0,25 pm de espessura do filme em 5% de fenilmetilpolisiloxano)
(Shimadzu®, Japdo), com fluxo de 1 mL.min™" de hélio como gés de arraste;
aquecimento com temperatura programada (60°C com um gradiente de 3°C.min”
' até 240°C e, em seguida, com um gradiente de 10°C.min~! até 270°C,
mantendo-se uma isoterma de 7 min, com um tempo total de corrida de 70 min).
A energia de ionizagdo do detector foi de 70 e V, sendo o volume de inje¢3o da
amostra de 0,5 pL diluidas em diclorometano (grau ultra-residuo, Baker, EUA) e
uma razio de inje¢do de 1:20. As temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente. A andlise foi conduzida no modo
varredura, a uma velocidade de 1,0 varredura.s”’, com um intervalo de massas de
40-400 m/z. A andlise quantitativa foi obtida pela integragdo do cromatograma

total de fons (TIC). A identificagdo dos constituintes foi realizada por
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comparagdo, automdtica e manual, dos espectros de massas com o banco de
dados das bibliotecas National Institute of Standars And Technology/EPA/NHI
(1998), por comparagio dos espectros de massas e indices de retengio (IR) com
os da literatura (Adams, 2001) e co-inje¢do com padrdes auténticos. Os Indices
de Retengdo foram calculados através da co-injecdo com uma mistura de
hidrocarbonetos, C8-C32 (Sigma, EUA), e com aplica¢do da equagio de Dool &
Kratz (1963).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial de H. marrubioides obtido por hidrodestilagdo
apresentou coloragdo levemente amarelada e intenso odor em plantas cultivadas
no campo. Ja no cultivo em casa de vegetagdo observou-se coloragio clara,
quase incolor e odor menos intenso.

De acordo com o teste de F houve diferenga significativa no teor de 6leo
essencial de H. marrubioides para os ambientes de cultivo.

Observa-se que plantas cultivadas em campo apresentaram maior teor de
6leo essencial, sendo em média trés vezes maior que no cultivo em casa de

vegetacao (Figura 1).
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FIGURA 1 Valores médios do teor de dleo essencial, em porcentagem, extraido
da massa fresca de folhas inteiras de H. marrubioides nas diferentes
condi¢des de cultivo. *As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de F.

O maior teor de 6leo essencial encontrado em folhas de plantas de H.
marrubioides cultivadas no campo pode ser atribuido as condi¢des ambientais
que estas plantas foram submetidas. Em Mentha spicata L. cultivada a campo
obteve-se conteddo médio de 1,66% de 6leo, com variagdes entre 0,90 e 2,70%,
sendo que o contetido do 6leo foi influenciado por condi¢des ambientais de
temperatura e intensidade luminosa (Telci et al., 2004).

Em ambientes adversos, as plantas “escolhem™ onde aplicar mais sua
energia e seus recursos. Na reproducdo, no crescimento ou na produgdo de
compostos quimicos para se defender dos insetos, herbivoros, microrganismos
patogénicos e outros inimigos naturais (Carneiro & Fernandes, 1996). As plantas
desviam substincias do metabolismo primdrio, que poderiam gerar acucares,
proteinas e gorduras, que fornecem energia para o crescimento, a fim de
produzir metabélitos secundarios, como os terpendides, em resposta a fatores
externos. Esse fato pode explicar a maior quantidade de 6leo essencial
encontrada em plantas de H. marrubioides cultivadas no campo, tal como a

maior quantidade de compostos identificados no ambiente em campo (32)
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comparado a plantas cultivadas em casa de vegetacdo (17) onde o ambiente de
cultivo € mais controlado (Tabela 2).

No cultivo de manjericio em hidroponia e em diferentes substratos sob
ambiente protegido, o tipo de cultivo ndo influenciou significativamente o
rendimento de 6leos essenciais nas duas espécies estudadas de folha estreita
(Ocimum minimum L.) e de folha larga (Ocimum basilicum L.). Com relagdo a
composicao quimica, nao houve alteragao significativa entre os 6leos essenciais
obtidos de plantas, de mesma espécie, em funcdo dos sistemas de cultivo
utilizados, evidenciando a regulacdo genética da biossintese dessas substancias
(Fernandes et al., 2004). O mesmo n3o foi observado para H. marrubioides onde
0 teor € a composicao quimica do dleo essencial variaram muito com as formas
de cultivo.

A falta de uniformidade encontrada quando se compara os compostos
quimicos produzidos em plantas de mesmo gendtipo submetidas a diferentes
condicoes, reflete o dinamismo das interconversGes que ocorrem continuamente
entre os constituintes dos dleos essenciais. Estas interconversdes envolvem
reagbes de oxidagdo, redugdo, desidratacdo, ciclizagdo e isomerizagio,
influenciadas por fatores ambientais (Castro, 2001; Santos & Innecco, 2004).

Os dados obtidos das determinagbes qualitativas e quantitativas dos
componentes principais presentes no 6leo essencial de H. marrubioides estio
apresentados na Tabela 2. Esses componentes representaram 99,19% da
composicdo quimica do dleo no cultivo em campo e 60,35% em casa de
vegetacao.

Houve uma diferenga marcante entre os teores totais de monoterpenos e
sesquiterpenos dos OSleos essenciais obtidos de folhas de H. marrubioides
cultivadas nos dois ambientes. O teor de sesquiterpenos oxigenados foi maior
nas plantas cultivadas no campo, enquanto os hidrocarbonetos sesquiterpénicos

foram um pouco mais abundantes nas plantas cultivadas em casa de vegetagio.



No entanto, a mudanga mais considerdvel na composicdo quimica do 6leo
essencial foi observada no teor de monoterpenos oxigenados, onde a soma dessa
classe de constituintes no 6leo essencial extraido das folhas de plantas cultivadas
no campo foi de 22,85%, enquanto que daquele obtido das plantas cultivadas em

casa de vegetacdo foi de apenas 1,12% (Tabela 2).

TABELA 2 Porcentagem de drea dos picos cromatogréaficos correspondentes
aos compostos identificados no 6leo essencial em folhas de H.
marrubioides nos dois ambientes de cultivo.

Condicgo de cultivo
Picos IK Constituintes Classe Campo Casa de vegetacdo
% area
1 1098 tinalool MO 0,58 -
2 1104 cis 4tujona MO 3,36 -
3 1114 trans -tujona MO 9,98 0,41
4 1132 iso-3-tujano! MO 2,46 1
5 1143 cis -verbenol MO 1,31 -
6 1171 cis-3-pinocanfona MO 2,64 t
7 1175 terpinen-4-o! MO 1,12 -
8 1138 a-terpineol MO 1.40 0,71
9 1375 a-copaeno HS 5,27 5,83
10 1387 B-bourboneno HS 1,63 -
11 1419 B-cariofileno HS 10,42 8,93
12 1453 a-humuleno HS 0,86 1,01
13 1480 y-muuroleno HS 12,83 11,58
14 1483 y-himachaleno HS 3,54 -
15 1491 trans -muurola-4(14),5-dieno HS . 0,10 1,30
16 1514 y-cadineno HS 1,58 3,15
17 1522 A-cadineno HS 0,66 2,24
18 1550 occidentalo! SO 0,64 1,16
19 1550 epoxido de italiceno SO 1,07 -
20 1557  epoxido de italiceno (isdmero desconhecido) SO 0,55 -
21 1581 oxido de cariofileno SO 7,36 8,03
22 1590 B-copaen-4-g-0l SO 0,97 -
23 1591 salvial-4(14)-en-1-ona SO 0,10 -
24 1630 muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol SO 1,31 2,00
25 1631 cariofila-4(14),8(15)-dien-5-a-0! SO 1,69 2,10
26 1635 cariofila-4(14),8(15)-dien-5-B-ol SO 4,14 7.17
27 1645 a-muurolo! SO 0,97 3,21
28 1649 B-eudesmo! SO 0,67 -
29 1659 desconhecido SO 2,15 -
30 1660 cis-calamenen-10-ol SO 0,60 0,79
31 1669 14-hidréxi-(Z )-cariofileno SO 0,89 -
32 1684 germacra-4(15),5.10(14)-trien-1-g-o! SO 16,34 0,73
Monoterpenos oxigenados (%) MO 22,85 1,12
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (%) HS 36,89 34,04
Sesquiterpenos oxigenados (%) SO 39,45 2519
Total dos picos identificados (%) 99,19 60,35

t: quantidade traco.
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De acordo com Sales et al. (2007), o principal grupo de constituintes de
caules e folhas na maioria das populac¢Ges de H. marrubioides coletados em duas
localidades do Sul de Minas Gerais, foram sesquiterpenos oxigenados (52,9-
93,2%), corroborando com os resultados do presente trabalho onde os
sesquiterpenos oxigenados prevaleceram na composi¢do quimica do dleo
essencial no ambiente em campo (39,45%).

Os monoterpenos sao os principais componentes do 6leo da familia
Lamiaceae, cuja Mentha x piperita L. é considerada planta modelo para estudo
do seu metabolismo (Phatak & Heble, 2002; Scavroni et al., 2005). Resultados
contrdrios foram obtidos para H. marrubioides, onde a maior concentragio
relativa dos compostos foi encontrada na classe dos sesquiterpenos. A
biossintese e o acimulo do 6leo resulta de uma complexa integragio de
diferentes rotas metabélicas, que requer continua producdo de precursores, seu
transporte e translocacdo para o sitio ativo de sintese que corresponde as
glandulas de 6leo (Srivastava et al., 2003).

Os compostos trans-tujona € germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol
apresentaram a maior porcentagem de area relativa no cultivo em campo, 9,98%
e 16,34%, respectivamente (Tabela 2). As porcentagens de drea do pico das
plantas de H. marrubioides cultivadas no campo chegaram a ser até vinte vezes
maior, comparadas as plantas cultivadas em casa de vegetagao.

Para o composto cariofila-4(14),8(15)-dien-5-B-ol houve uma maior
porcentagem nas plantas cultivadas em casa de vegetagdo. J4 os compostos o-
copaeno, B-cariofileno, y-muuroleno e 6xido de cariofileno apresentaram-se
quantitativamente equilibrados nos dois ambientes de cultivo (Figura 2). As
estruturas dos constituintes majoritarios encontrados no dleo essencial de H.

marrubioides estdo expostas na Figura 3.
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FIGURA 2 Porcentagem de 4rea relativa correspondente aos compostos
majoritarios (a) e as classes dos constituintes (b) identificados no
6leo essencial em folhas de H. marrubioides no cultivo em
campo (C) e em casa de vegetagao (CV).
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FIGURA 3 Estruturas quimicas dos compostos majoritdrios encontrados no 6leo
essencial de H. marrubioides nos ambientes de cultivo em campo e
casa de vegetacdo.
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A idade das plantas de H. marrubioides pode ter influenciado na
variagio da composicdo quimica encontrada nos dois ambientes de cultivo.
Apesar da colheita das folhas terem sido realizadas na mesma época, as plantas
cultivadas em casa de vegetagdo eram seis meses mais jovens que plantas
cultivadas no campo. Estudos evidenciam claramente que o perfil de terpendides
varia significativamente com relagdo ao estdgio de diferenciagdo da planta. O
contetido total de monoterpenos em M. X piperita aumenta com a idade e a sua
composigdo € significativamente alterada durante o desenvolvimento das folhas
(Gershenzon et al., 2000).

Sugere-se com este trabalho a realizagio de novos experimentos que
revelem quais fatores estdo influenciando estas diferencas no teor e composicao
quimica do 6leo de H. marrubioides, principalmente estudos ecofisioldgicos e

relacionados ao estdgio de desenvolvimento da planta.

6 CONCLUSOES

Plantas de H. marrubioides cultivadas no campo apresentaram maior
teor de 6leo essencial, comparadas ao cultivo em casa de vegetagao.

Diferengas qualitativas e quantitativas (concentragbes relativas) foram
observadas nos compostos em ambos ambientes de cultivo.

As maiores porcentagens de concentrag@o relativa da drea do pico foram
obtidas no cultivo em campo com os compostos germacra-4(15),5,10(14)-trien-

1-a-0l, e trans-tujona.
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1 RESUMO

Os dleos essenciais sdo principios odoriferos armazenados em células especiais
da planta. O 6leo essencial no género Hyptis é usado como anestésico,
antiespasmdédico, anti-inflamatério e pode induzir aborto em doses elevadas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da sazonalidade no teor e
composi¢cdo do Odleo essencial de Hyptis marrubioides. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos (inverno,
primavera, verdao e outono), e seis repeti¢cdes totalizando 60 plantas. O éleo
essencial foi extraido por hidrodestilagdo, em aparelho de Clevenger. A anilise
qualitativa do dleo essencial foi por cromatografia em fase gasosa (CG/EM). Na
estagdo do verdo as folhas das plantas de H. marrubiodes apresentaram os
maiores teores de 6leo essencial. Nas demais estagdes, os teores de 6leo
essencial obtidos foram semelhantes entre si. Os componentes majoritarios no
6leo essencial foram os monoterpendides a-tujona e B-tujona. As concentragdes
relativas dos picos correspondentes a B-tujona ndo apresentaram diferengas
considerdveis nas quatro estagdes. Os sesquiterpenéides oxigenados (cedrol e
cariofilenol) e ndo oxigenados (a-copaeno, a-cariofileno, germacreno D e
cadaleno) foram encontrados em menores quantidades no éleo essencial,
entretanto observam-se diferencgas quantitativas ao longo das estages.

Palavras-chave: 6leo essencial, avaliagdo sazonal, CG-EM.
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CONTENT AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL OF
Hyptis marrubioides AS RELATED TO SEASONALITY

2 ABSTRACT

Essential oils are odoriferous principles stored in special cells of the plants. The
essential oil in the genus Hypris is traditionally used as anesthetic,
antispasmodic, anti-inflammatory and can induce abortion at high doses. The
purpose of this work was to evaluate the influence of seasonality in the content
and chemical composition of the essential oil of H. marrubioides. The
experimental design was completely randomized with four treatments (winter,
spring, summer and fall) and six replicates amounting to 60 plants. The essential
oil was extracted by hydrodistillation with Clevenger apparatus. The qualitative
analysis of the essential oil was performed by gas phase chromatography
(GC/MS). In summertime, the leaves of the plants of H. marrubioides presented
the highest contents of essential oil. In the other seasons, the contents of
essential oil obtained were similar to one another. The major compounds in the
essential oil were the monoterpenoids a-thujone and B-thujone. The relative
concentrations of the peaks corresponding to B-thujone showed no marked
differences in the four seasons. The oxygenated (cedrol and caryophyllenol) and
non-oxygenated sesquiterpenoids (a-copaene, a-caryophyllene, germacrene D
and cadalene) were found in lower amounts in the essential oil; however,
quantitative differences were observed along the seasons.

Key-words: essential oils, seasonal evaluation, GC/MS.
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3 INTRODUCAO

O género Hyptis Jacq. (Lamiaceae) inclui cerca de 300 espécies de
ampla ocorréncia na América tropical (Willis, 1973; Harley, 1988). Este género
apresenta uma grande importancia como fonte de constituintes bioativos,
possuindo importantes efeitos biolégicos, como atividades antimicrobianas,
citotoxicas e inseticidas (Kuhnt et al., 1995). Estas espécies sdo bastante
aromdticas e s3o freqiientemente usadas no tratamento de infecgdes

\gastromtestmals céimbras e dores, bem como no tratamento de infecgdes de
pele (Corréa, 1931). Os dleos essenciais secretados por espécies desse género
tém importante a¢do farmacoldgica, como anestésico, antiespasmédico, anti-
inflamatério, além de abortivo em doses elevadas (Stasi et al., 1996).

A composi¢do dos metabdlitos secundarios nas plantas € resultado do
balango entre a sua formagido e transformagiio que ocorrem durante o
crescimento em decorréncia principalmente de trés fatores: genéticos,
ambientais e das técnicas de cultivo (Castro et al., 2002).

Dentro dos pardmetros climéticos, temperatura atmosférica e
precipitagdo t&m sido apontadas como fatores que influenciam a composigio e
conteido de 6leo essencial em virias plantas arométicas. Em estudos feitos por
Ming et al. (2002) a produgdo de 6leo essencial e a composicdo quimica de
pimenta longa (Piper aduncum L.) em Adriandpolis, PR, durante 15 meses
tiveram os maiores teores de setembro a dezembro/2000 e janeiro a margo/2001.
Neste periodo, as temperaturas foram mais altas e houve maior precipitagdo em

bN

relagdo aos demais meses do ano. Quanto a4 qualidade do éleo, o menor
percentual de trans-ocimeno e cis-ocimeno foi verificado em outubro/2000
(11,23% e 3,75%) respectivamente e, a partir dai, houve um aumento da sua

concentragdo no 6leo essencial, mesmo nos meses de temperatura mais baixas.
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Os principais constituintes quimicos encontrados por Sales et al. (2007)
em H. marrubioides, ao estudar a variabilidade quimica presente no Gleo
essencial desta espécie em duas localidades do Sul de Minas Gerais, foram:
cariofila-4(14),8(15)-dien-5B-0l,  eudesma-4(15),7-dien-1B-o0l,  éxido de
cariofileno e (B)-cariofileno.

Poucas sdo as informagdes encontradas relatando estudos fitotécnicos
com esta espécie, e determinar a época de colheita em fungao da produgio de
principios ativos € fundamental no manejo de plantas medicinais. Assim, este
trabalho tem como objetivo estudar a variagdo sazonal no teor € composi¢ao do

6leo essencial em folhas de H. marrubioides.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e condig¢des climaticas do experimento

O presente trabalho foi conduzido em Lavras, MG no Horto de Plantas
Medicinais do Departamento de Agricultura/UFLA.

A extracio do 6leo foi feita no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Plantas medicinais/UFLA, e a anélise da composi¢do quimica no Laboratério de
cromatografia gasosa do Departamento de Quimica da UFMG.

O municipio de Lavras localiza-se na regido Sul de Minas Gerais. Situa-
se a 21°14’ de Latitude Sul e 45°00° de Longitude Oeste de Greenwich a uma
altitude de 918 m. Segundo a classificagdo de Koppen, o clima enquadra-se no

tipo Cwa, temperado dmido, com verdo quente e inverno seco (Tabela 1).
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TABELA 1 Dados climatongicos das estacdes do ano para Lavras - Sul de
Minas Gerais. 2004-2005.

i Temperatura (°C) Precipitagdgototal UR Insolagio CLA*
Estagio  Periodo

max min méd (mm) (%) (horas) (mm)

Primavera 23/09/042 279 169 213 693.1 724 60 5.3
21/12/04

Verdio 2212/04a 287 131 223 882,1 785 60 49
19/03/05

Outono 20/03/05a 268 158 202 279.8 757 10 3.8
20/06/05

Inverno 21/06/05a 261 1309 185 131.6 685 1,3 4.0
22/09/05

*Tanque classe A

4.2 Propagacio e cultivo

A propagagao de H. marrubioides foi feita por sementes e o transplantio
das mudas, para o campo foi realizado em 24 de margo de 2004 quando as
plantas tinham 60 dias de idade. Cada parcela experimental foi constituida de 15
plantas tteis, com quatro repeticdes oriundas da amostragem composta dessas
plantas. As quatro estagdes do ano constituiram as épocas correspondentes aos
tratamentos. Utilizaram-se 36 plantas de bordadura e 60 plantas de 4rea qtil,
totalizando 96 mudas de H. marrubioides. Apés o plantio foram sorteadas as 15
mudas que representaram cada época constituindo um delineamento
inteiramente casualizado (DIC).

Os dados do teor de éleo essencial foram submetidos a andlise de
variancia utilizando-se o software SISVAR (Ferreira, 2000) e as médias foram

comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

4.3 Coleta e preparo das amostras
A colheita de folhas frescas foi realizada na metade do periodo de cada
estagdo iniciada 220 dias apds transplantio na estagdo da primavera, por volta

das dez horas da manha. Foram coletadas folhas das por¢des médias dos ramos
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néo floridos das plantas situados nas direcSes cardeais: N, S, L e W. As folhas
foram secas em estufa de circulagdo forcada de ar a 40°C. Para cada repetigdo

utilizaram-se 25g de massa seca de folhas inteiras.

4.4 Extrac¢do do éleo essencial

. A extragio do éleo essencial foi realizada pelo método de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, por um periodo de duas horas a partir
da ebuli¢do.

Para a purificagio do éleo essencial, o hidrolato foi submetido a parti¢do
liquido-liquido em funil de separagio, realizando-se trés lavagens do hidrolato
com trés porgdes de 20 mL de diclorometano por meia hora cada. As fragGes
organicas foram reunidas e secas com sulfato de magnésio anidro, deixando-o
agir por quatro horas e, posteriormente, o sal foi removido por filtragdo simples
e o solvente foi evaporado a temperatura ambiente sob capela de exaustdo de
gases.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do Oleo

essencial pela férmula: T% = Massa do éleo (g) / 25g x 100.

4.5 Composicdo quimica do 6leo essencial

A composi¢io quimica dos 6leos essenciais ndo pdde ser comparada
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, pois foi analisada somente uma
amostra composta formada pelo agrupamento das repeti¢des de cada tratamento.

As amostras foram analisadas por cromatografia em fase gasosa (Varian
CP-3380) equipado com detector de ionizagdo de chamas, coluna capilar SE-54,
30 m x 0,32 mm (Alltech, Deerfield, T1, USA) e hidrogénio como gés de arraste
(2 mL/min). A temperatura da coluna foi programada na faixa de 40°C até
180°C, com uma variagdo de 5°C/min. As temperaturas do injetor e do detector

foram mantidas a 250°C. Foi injetado 1 pL de amostra no modo split (1/100). As
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concentragdes relativas (%) correspondentes aos componentes do 6leo essencial
foram calculadas utilizando o software Varian Star 5.52. A identificagdo dos
picos foi realizada por comparagio dos indices de retencio calculados a partir de
uma série n-alcanos (C9 a C17) com dados de literatura (Davies, 1989; NIST,
2005).

A identificacio dos componentes foi posteriormente confirmada
utilizando cromatografia em fase gasosa Hewlett-Packard 6890 acoplado a um
espectrometo de massas Hewlett-Packard 5989A e programa MS Chemstation
(HP), coluna capilar SE-54, 30m x 0,32mm (Alltech, Deerfield, T1, USA) e hélio
como gés de arraste (2ml/min). A temperatura da coluna foi programada para
40°C (3 min) até 180°C, 5°C/min. A temperatura do injetor, interface e fonte de
jons foram mantidas a 250°C. Os espectros foram obtidos por impacto eletrénico
(IE) a 70 eV. Os componentes foram identificados por comparagio dos espectros
de massa obtidos com os espectros do banco de dados Wiley 138 e pelo site

webbook.nist.gov.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de éleo essencial em folhas de H. marrubioides

Houve diferenga nos teores de 6leo essencial nas diferentes estagdes do
ano. O inverno foi a estagao onde se obteve os menores teores de 6leo, com uma
reducdo equivalente a 36% em relagdo ao teor observado na estagio do verdo.
No outono essa queda foi de 21,4% e na primavera de 16,6%. Apesar destas
diferentes redugdes nos teores de 6leo, as estagdes do inverno, primavera e
outono ndo diferenciaram estatisticamente entre si ao nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott (Figura 1).
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O inicio do florescimento da H. marrubioides se deu na estacdo da
primavera e atingiu seu auge no verdo. Na estagdo de outono as folhas das
plantas estavam entrando em senescéncia fato que se agravou no inverno quando
a maioria das plantas estava praticamente sem folhas. Essa observagdo pode
ajudar a explicar os resultados, visto que no inverno houve o menor teor de leo

essencial.

0,45 - 0,42% a
0,40 - 0,35% b
0,35 -
0,30 - 0,27% b*
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -
0,00 ‘ . )
innemo primavera verao outono

Estagdo

0,33% b

Teor de 6leo na MS (%)

FIGURA 1 Teores médios de 6leo essencial (%) na biomassa seca de folhas de
Hyptis marrubioides em fungao de diferentes estagSes do ano. *As
médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott.

No verdo foi obtido o maior teor de 6leo essencial, periodo em que as
plantas se encontravam em pleno florescimento e com os ramos cheios de
folhas. Acredita-se que este resultado pode estar sendo influenciado pelo maior
comprimento dos dias de verdo que conseqiientemente traz melhores condigGes
para o desenvolvimento vegetativo das plantas.

Trabalhos de Ventrella & Ming (2000), com erva cidreira (Lippia alba),
concluiram que na primavera o teor de 6leo foi minimo. Porém, no verao, o teor

de 6leo essencial também foi maior em comparagéo as demais estagoes do ano.
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A redugdo dos teore§ de dleo essencial, principalmente no inverno e
outono, pode ser explicada pelo acionamento do mecanismo natural de fonte-
dreno que degrada metabélitos secunddrios e direciona seus compostos quimicos
para a manutengdo do metabolismo primério (Taiz & Zeiger, 2004).

Segundo Costa et al. (2004) no inverno ocorreu menor produgio de éleo
essencial de capim citronela (Cymbopogum nardus), considerando Sao
Cristévao-SE, a regido onde foi realizado o experimento, caracterizada por
inverno chuvoso. A regido de Lavras, Sul de Minas Gerais € caracterizada por
invernos secos, onde a estagdo mais chuvosa € o verdo, no entanto as condigdes
climéticas desse experimento diferem das condigGes deste trabalho, o que ndo
nos permite dizer que os resultados encontrados sdo semelhantes.

Akrout et al. (2003) estudando a variagdo sazonal do 6leo essencial de
partes aéreas de Artemisia campestris L., concluiram que o rendimento de Sleo

essencial foi maior em agosto (1,2%) e menor em novembro (0,65%).

5.2 Analise da composi¢io quimica do éleo essencial de H. marrubioides
Na Figura 2 estdo representados os cromatogramas do 6leo essencial de
H. marrubioides, referentes as quatro estagdes do ano, indicando apenas os

componentes majoritarios identificados.
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FIGURA 2 Cromatogramas obtidos por CG-EM para andlise da composi¢do
quimica do 6leo essencial de H. marrubioides. (A) inverno; (B)
primavera; (C) verdo e (D) outono. Picos: (1) o-tujona; (2) B-
tujona; (3) linalol; (4) a-copaeno; (5) a-cariofileno; (6) germacreno
D; (7) cariofilenol; (8) cedrol; (9) cadaleno.
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Os dados obtidos das determinagGes qualitativas e quantitativas dos
componentes principais presentes no 6leo essencial de H. marrubioides estio
apresentados na Tabela 2. Esses componentes representaram aproximadamente
75% da composi¢do quimica do 6leo nas estagdes. Nao foi observada variagio
qualitativa na composi¢ao do 6leo essencial de H. marrubioides ao longo das
estagbes. Os componentes majoritdrios do 6leo essencial de H. marrubioides nas
quatro estagdes foram os monoterpendides o-tujona e B-tujona. Os picos
correspondentes a P-tujona ndo apresentaram diferengas considerdveis nas
concentragdes relativas (%) durante as estagdes do ano. Ao contrario do que foi
observado para os picos correspondentes 2 a-tujona que apresentou concentragao
relativa de 26,7% no invemno € 11,1% na primavera, representando uma queda
superior a 50% desse componente nessas estagdes.

Blank et al. (2007) avaliando diferentes horérios e épocas de colheita de
folhas de citronela de java (Cymbopogon winterianus Jowitt), concluiram que a
época seca reduziu o conteiido de limoneno, citronelol, geraniol e farmesol, e
aumentou o conteddo de citronelal e neral. Para esta espécie a sazonalidade
afetou significativamente a qualidade do 6leo essencial.

Ao contrério de H. marrubioides, sesquiterpenos oxigenados foram os
constituintes majoritdrios encontrados na maioria das popula¢des de plantas de
Hyptis suaveolens do cerrado brasileiro em estudos realizados por Azevedo et al.
(2002).

Sales et al. (2007) estudando o éSleo essencial de H. marrubioides de
caules e folhas (frescos, secos e inteiros ou em pedagos) coletados em duas
localidades do Sul de Minas Gerais, identificaram 26 compostos que
representaram 96-99% dos constituintes voldteis. Sesquiterpenos oxigenados
foram os principais grupos de constituintes na maioria das popula¢des (52,9-
93,2%).



A presenga de sesquiterpenos oxigenados (cedrol e cariofilenol) e nao
oxigenados (a-copaeno, a-cariofileno, germacreno D e cadaleno) também foram
identificados no 6leo essencial de H. marrubioides, os quais apresentaram
diferencas nas concentrages relativas durante as épocas avaliadas, com valores
entre 1,6 a 9,8%.

Com excegdo do cadaleno, os teores dos principais sesquiterpenos nao
oxigenados identificados no 6leo de H. marrubioides no presente trabalho,
apresentaram maiores concentragdes relativas nas estagdes de verdo e primavera.
Destacam-se os valores de 9,8 e 9,2% obtidos para o a-cariofileno,
respectivamente, no verao e na primavera.

Na estagdo da primavera os teores de monoterpenos € sesquiterpenos
apresentaram valores bastante préximos, no entanto no inverno o teor de
monoterpenos dobrou em relagio aos sesquiterpenos (Tabela 2).

Experimentos com H. suaveolens sob diferentes condigdes nutricionais,
fotoperiodo € épocas de colheita indicaram interferéncias de fatores ambientais
na composicio quimica do 6leo essencial dessa planta (Martins et al., 2006). J4
em H marrubioides pelo fato de terem ocorrido apenas variagOes nas
concentragdes relativas (%) dos fitoconstituintes presentes no dleo, parece que
as variagbes ambientais ocorridas durante as estagdes do ano s3o pouco
expressivas para provocar variagdes qualitativas na composi¢ao do éleo.

Tais variagdes provavelmente estejam relacionadas ao ciclo fisiolégico
da planta, pois no inverno, periodo de baixa atividade biossintética, os
sesquiterpenos totais (compostos de sintese mais complexa) apresentaram teor
cerca de 20% contra o valor de 54 % de monoterpenos totais no mesmo periodo.
Essa diferenca estreitou durante as demais estagdes, sendo que na primavera a
relagdo de monoterpenos e sesquiterpenos totais foi quase de 1:1.

Para atestar as hipdteses sobre os parametros que interferem na

variabilidade da composi¢do quimica do dleo essencial de H. marrubioides,
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sugere-se a realizagdo de novos trabalhos levando-se em consideragio os

aspectos genéticos, fisiolégicos e edafo-climaticos.

TABELA 2 Porcentagem dos componentes do 6leo essencial de folhas de H.
marrubioides nas quatro estacdes do ano.

N° . Concentragdes relativas (%)
Pico JR" Componente Classe Inverno Primavera Verio Outono
1 1077 a-tujona monoterpeno 26,7 11,1 14.5 18.3
2 1090 B-tujona monoterpeno 23,1 23,7 25.9 244
3 1138 linalool monoterpeno 43 3,04 3,31 3,61
4 1369 Q-copaeno sesquiterpeno 1,6 3,46 3.87 1,83
5 1409 a-cariofileno  sesquiterpeno 3,6 9,21 9,76 4.67
6 1467 germacreno D sesquiterpeno 1.6 4,63 4.67 1.82
7 1560  cariofilenol  sesquiterpeno 6,9 5.14 3,82 6,79
8 1610 cedrol sesquiterpeno 38 5,16 4,16 5.76
9 1655 cadaleno sesquiterpeno 4.7 7,68 6,93 7,23
Total dos picos dos monoterpenos (%) 54,1 37.8 43.7 46,3
Total dos picos dos sesquiterpenos (%) 22,2 35.3 33,2 28.1

Total dos picos majoritarios (%) 76,3 73,12 76,92 74.41

*IR: Indice de retengio.

6 CONCLUSOES

Nao ocorreram diferencas qualitativas no 6leo essencial de H.
marrubioides ao longo das estagdes do ano, mas hé diferencas nas concentragdes
relativas (%). No verdo ocorreu o maior teor de Sleo e no inverno obteve-se a

maior concentragio relativa (%) dos componentes majoritarios a e B-tujona.
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ARTIGO 4

EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE Hyptis marrubioides EPL. SOBRE
Atta sexdens rubropilosa FOREL (Hymenoptera: Formicidae)

O artigo 4 serd transcrito no formato do Periédico Cientifico Ciéncia e
Agrotecnologia e encaminhado para submissdo

1 RESUMO

Métodos quimicos tém sido largamente empregados para o controle de formigas
cortadeiras, no entanto, tém acarretado sérios problemas a saiide humana, assim
como para 0 meio ambiente € outros organismos nio-alvo. Espécies de plantas
medicinais tém sido estudadas na tentativa de descobrir novas moléculas
inseticidas. O presente trabalho objetiva avaliar a mortalidade de formigas
cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa Forel) através da aplicagdo tépica do éleo
essencial de Hyptis marrubioides. O delineamento experimental foi em parcelas
subdivididas contendo 11 concentragbes de 6leo essencial, quatro repetigSes
com 10 formigas cada, e quatro tempos (dias de avaliagdo). A aplicaggo do Sleo
essencial foi realizada utilizando uma microseringa, de modo a fornecer 1 pL do
6leo essencial em cada formiga. As avaliagdes foram feitas a cada 24 horas,
registrando-se o mimero de formigas mortas, por um perfodo de 96 horas. A
aplicag@o tépica do 6leo essencial de H. marrubioides foi téxica para formigas
cortadeiras, € 0 tempo letal (TLso) foi de 17 horas e 39 minutos na concentragio
de 38,34% de 6leo essencial.

Palavras-chave: planta medicinal, inseticida natural, 4#1a spp.
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EFFECT OF THE ESSENTIAL OIL OF Hyptis marrubioides EPL. ON Atta
sexdens rubropilosa FOREL (Hymenoptera: Formicidae)

2 ABSTRACT

Chemical methods have been widely employed for cutting ant control;
nevertheless, they have brought about serious problems to human health as well
as to environment and others non-target organisms. Species of medicinal plants
have been studied in the effort of discovering new insecticidal molecules. The
resent work aims to evaluate the mortality of cutting ants (Afta sexdens
rubropilosa Forel) trough the topic application of essential oil of H.
marrubioides. The experimental design was in split plot containing 11
concentrations of essential oil, four replicates with 10 ants each and four times
(evaluation days). The application of the essential oil was performed by using a
microsyringe in order to furnish 1 ul of oil in each ant. The evaluations were
done every 24 hours, recording the number of dead ants for a 96 -hour period.
The topic application of the essential oil of H. marrubioides was toxic to the
leaf-cutting ants and the lethal time (LTsp) was of 17 hours and 39 minutes at the
concentration of 38.34% of essential oil.

Key-words: medicinal plants, natural insecticide, Ata spp.

71



'3 INTRODUCAO

O género Hyptis jacq (Lamiaceae) inclui cerca de 300 espécies de ampla
ocorréncia na Ameérica Tropical (Willis, 1973; Harley, 1988). Plantas desse
género apresentam grande importancia como fonte de constituintes bioativos,
possuindo vérios efeitos biolGgicos, como atividades antimicrobianas,
citotdxicas e inseticidas (Kuhnt et al., 1995).

As formigas cortadeiras pertencem a ordem Hymenoptera, familia
Formicidae. Sdo insetos causadores de danos a agricultura, sendo que a
importancia do seu estudo deve-se aos prejuizos causados as plantagdes, ao
elevado nimero de coldnias que uma determinada 4rea pode apresentar e ao
controle dificil e oneroso das mesmas (Ribeiro, 2002).

No Brasil, a utilizag@o de formas alternativas de controle de pragas vem
crescendo em substituicdo aos inseticidas altamente t6xicos ao homem e ao meio
ambiente (Fernandes et al., 2006), mas ainda em pequenas proporgdes.

A utilizag@o de produtos naturais de origem vegetal com agao téxica as
formigas e/ou ao fungo simbionte € uma perspectiva na busca de um método
eficaz de controle dessa praga. Nesse contexto, Almeida et al. (2007) avaliaram
a toxicidade de extratos, fragdes e substincias puras de Helietta puberula RE Fr.
(Rutaceae) para operdrias de Arta sexdens L. (Hymenoptera: Formicidae) e para
o seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus (Singer) Méller. Os
resultados mostraram que dentre as seis substincias isoladas de H. puberulla,
trés delas foram concomitantemente téxicas para as saivas e para o fungo,
mostrando ser essa espécie vegetal uma fonte promissora de novas substincias
para o controle de formigas cortadeiras.

A agido toxica de produtos naturais aos insetos geralmente ocorre por
diversos mecanismos, porém, pode ser especifica a determinado grupo de

insetos. Esta pode ser constatada por meio de bioensaios onde as substincias
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naturais so aplicadas topicamente ou por ingestdo (Bueno et al., 1990). Nesse
sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do leo essencial de
H. marrubioides na mortalidade de formigas cortadeiras através de aplicagdo

topica.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em Laboratério de Seletividade do
Departamento de Entomologia da UFLA. A extragdo do 6leo essencial foi
realizada no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da UFLA,
pelo método de hidrodestilagao em aparelho de Clevenger, por uma hora e meia.
As folhas e inflorescéncias de H. marrubioides utilizadas para extragao do 6leo
foram coletadas de plantas localizadas no campo experimental na Fazenda Gota
da Esperanga, UFLA, 15 meses ap6s o plantio.

As formigas cortadeiras foram coletadas em um eucaliptal isento de
contaminagio quimica dentro do Campus da UFLA. Para a realizagdo dos
bioensaios, as formigas operarias foram acomodadas em placas de Petri e
mantidas em cimara climética com temperatura de 24 + 1°C, umidade relativa
de 70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas placas de Petri de 10
cm de didmetro forradas com papel-filtro, contendo 10 formigas. Cada placa
continha dieta artificial constituida de 5 g de glicose; 0,1 g de Iévedo de cerveja;
1,5 g de 4gar e 1 g de peptona bacteriolégica dissolvidos em 100 mL de dgua
destilada. A cada 2 dias, foi feita a troca da dieta para evitar contaminagdo.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com parcelas
subdivididas no tempo, contendo 11 concentracGes de 6leo essencial, com quatro
repeticdes, totalizando 44 parcelas. Utilizou-se o éleo essencial nas

concentragdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ¢ 50%. Em todas as
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concentragdes, foi feita uma diluicdo do éleo essencial em acetona, sendo que na
concentracdo 0% (testemunha), aplicou-se apenas acetona no dorso das
formigas. Para facilitar a manipulagdo das formigas, estas foram desmaiadas por
meio de CO, por cerca de 30 segundos. Na aplicagdo foi utilizada uma
microsseringa, de modo a fornecer 1 uL do éleo essencial por formiga.

As avaliagdes foram realizadas a cada 24 horas, registrando-se o nimero
de formigas mortas em cada placa, por um periodo de 96 horas.

Com os dados obtidos nas avaliagSes foram realizadas as andlises
estatisticas pelo programa SISVAR (Ferreira, 2000). Desta anilise foram
gerados os modelos de mortalidade de formigas de onde foi calculado o tempo
letal de mortalidade de 50% da populacéo (TLsp). Com os valores obtidos foi
plotado um novo gréfico relacionando a TLsy com as concentragdes de Sleo
utilizadas ajustando um novo modelo a estes dados de modo a estimar a
concentrac@o mais letal as formigas.

De forma complementar, foi avaliado a evolugdo da mortalidade das
formigas que foi medida pelo célculo da 4rea abaixo da curva de progressio da
mortalidade de formigas (AACPMF) segundo a seguinte formula modificada de
Campbell & Madden (1990): AACPMF = X{[(mortalidade atual + mortalidade
anterior)/2]* intervalo entre avaliagdes} que ap6s andlise estatistica pelo programa
SISVAR (Ferreira, 2000) ¢ teste de média obteve qual a concentra¢do minima

que proporcionou a mortalidade semelhante a melhor.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com as analises estatisticas, a interagdo entre concentragdes e

dias de avaliagao foi significativa. No entanto foi realizada anélise de regressdo

para os dias de avaliago dentro de cada concentragio de 6leo essencial aplicada.
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Na Tabela 1, estdo representadas as equagdes dos modelos de regressao

para cada concentragio de 6leo essencial. A partir dessas equagdes, foram

calculados os tempos letais de mortalidade (TLso), que podem ser observados na

Figura 1, onde o ponto minimo estimado ocorreu na concentragdo de 38,34% de

6leo essencial, com TLs, estimada de 17 horas e 39 minutos apds aplicagéo do

Sleo essencial. Porém, ao realizar a andlise da &drea abaixo da curva de

progressio de mortalidade de formigas (AACPMF), pode-se observar que, a

concentragio de 25% de 6leo essencial foi semelhante as concentragdes de 30,

35, 40, 45 e 50% (Figura 2).

TABELA 1 Equagdes dos modelos de regressao para os dias avaliados dentro
de cada concentragio de 6leo essencial de Hyptis marrubioides.

Concentrag@o
dleo essencial (%)

Modelos da regressdo

Rz

0%
5%
10%
15%
20%
25%
30%
35%
40%
45%
50%

y =-13,75 + 9,50
y=-15,0 + 13,0x
y =-7,50 + 9,25x
y=-16,25 + 16,75x
y =-27,5 + 59,5 - 7,5x°
y =10,0 + 62,0x - 10,0x°
y = -3,13 + 67,88x - 10,63x°
y = -31,25 + 87,25x - 13,75X°
y = 19,38 + 52,38x - 8,13x°
y = 10,0 + 62,0 -10,05°
y = 15,63 + 58,13x - 9,38x°

R%=80,22%
R? = 92,60%
R?=91,57%
R%=94,80%
R%=99,81%
R?= 93,33%
R®= 96,68%
R%=96,06%
R%=97,42%
R?=93,33%
R%=93,33%
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180 - y=0,107¢ - 8,2045x + 174,34
160 4 R%=0,87

Tempo letal 50% (horas)
=)
o

0 T T T T T T ; T T 1

O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Concentragoes de 6leo essencial (%)

FIGURA 1 Tempo Letal (TLso) para mortalidade de formigas cortadeiras, em
funcdo das concentragbes aplicadas de Gleo essencial de Hyptis
marrubioides.

300 -
250 1
200 -
150 -
100 -

AACPMF

50 -

Concentracdo do 6leo essencial (%)

FIGURA 2 Area abaixo da curva de progressio de mortalidade de formigas
cortadeiras em fungido das concentrages de dleo essencial de
Hyptis marruboides.
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Diversos produtos naturais aplicados em formigas cortadeiras t€m
mostrado agdio inseticida e/ou fungicida (Pagnocca et al., 1996; Bueno et al.,
2005) entre outros. Howard et al. (1988) testando a agdo de terpendides
deterrentes sobre operdrias de Atta cephalotes, em condigbes de laboratério,
observaram que as formigas sobreviveram no méximo 10 dias, quando mantidas
com dieta artificial liquida desenvolvida por Boyd & Martin (1975), composta
de 9% de glicose, 1% de peptona bacteriolégica e 0,1% de complexo vitaminico.

Godoy et al. (2005) isolaram oito cumarinas de quatro espécies de
plantas e avaliaram o efeito no desenvolvimento do fungo simbionte das
formigas cortadeiras Atta sexdens. Com excegio da clausarina, todas as outras
cumarinas foram inibitérias de 64 pg mL™' a 80 ug mL™' sendo que a xantiletina
inibiu o fungo na concentragio de 25 ug mL".

Em um estudo fitoquimico de Simarouba versicolor St. Hil.
(Simaroubaceae) associado ao controle de formigas cortadeiras, os extratos
hexanico foram os que apresentaram resultados menos promissores, uma vez
que, ndo mataram as formigas. J4 os extratos diclorometanicos e metandlicos das
folhas, caule e galhos de S. versicolor apresentaram bons resultados, onde
através das curvas de sobrevivéncia, alguns desses extratos, mataram as
formigas ja no 6° dia, sendo o controle utilizado de 16 dias (Simote et al., 2004).
Para H. marrubioides, observou-se que o tempo letal (TLso) estimado foi de 17
horas e 39 minutos apés aplicagio do 6leo essencial. Um fato interessante € que,
imediatamente apés a aplicagdo do 6leo essencial de H. marrubioides ocorreu
alto grau de excitagdo das formigas cortadeiras, sendo que a partir da
concentragio de 30%, observaram-se multilamentos de formigas.

Existem diversos trabalhos que investigaram a resisténcia de espécies ou
procedéncias de eucaliptos ao corte por formigas (Santana & Anjos, 1989; Della
Lucia et al., 1995) De maior importancia, no entanto, € a perspectiva de que

novas moléculas sejam obtidas desses estudos. Por exemplo, o trabalho de
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Santana & Anjos (1989) indicou comportamento deletério das operdrias quando
expostas a, pelo menos, quatro espécies de eucalipto. Posteriormente, Marsaro
Jinior et al. (2004) identificaram o composto quimico responsivel por essa
perturbagio em formigueiros de Arta spp.

O dleo essencial da espécie H. marrubioides apresentou um efeito téxico
sobre a formiga cortadeira. No entanto, trabalhos futuros deverdo ser realizados
a fim de isolar os compostos presentes nesta espécie, e inferir hipéteses

relacionadas a agdes biolGgicas desta espécie no controle de insetos.

6 CONCLUSOES

O éleo essencial de H. marrubioides aplicado no dorso da saiiva-limio
foi téxico, e o tempo letal (TLso) foi de 17 horas e 39 minutos na concentragio
de 38,34%.
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