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Mensagem

Nada te pertube, nada te espante,
Tudo Passa, Deus ndo muda.
A paciéncia tudo alcanga;

Quem a Deus tem, nada lhe falta: S6 Deus Basta!

Eleva o pensamento, aos céus sobe,
Por nada te angustieis,
Nada te perturbe.
A Jesus Cristo segue, com grande entrega;
E venha o que vier, nada te espante.
Vés a Gloria do mundo? E gloria Va!

Nada tens de estavel, tudo passa.

Deseje as coisas celestes,
Que sempre duram.
Fiel e Rico em promessas, Deus nao muda.
Ame-o como Merece, Bondade imensa.
Quem a Deus tem, mesmo que passe por momentos dificeis;
Sendo Deus o seu Tesouro,
Nada lhe falta.

S6 Deus Basta!

Santa Teresa D’Avila



RESUMO GERAL

Espécies da familia Lamiaceae apresentam em seu metabolismo secundario substancias
naturais como os Oleos essenciais, os quais apresentam elevada bioatividade antifiingica,
bactericida e inseticida. Essas substancias naturais sdo alternativas promissoras a inseticidas
sintéticos, ja que dificultam o aparecimento de populagdes resistentes devido a sua
complexidade molecular. Entretanto, o produto de estudo deve atender aos quesitos de
eficiéncia no controle da praga alvo e também apresentar baixa toxicidade para organismos
benéficos. O objetivo deste trabalho foi estudar espécies da familia Lamiaceae e avaliar a
composi¢cdo quimica e bioatividade de seus Oleos essenciais contra Spodoptera frugiperda
Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) e seus efeitos sobre o desenvolvimento de
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidade). Foram
selecionadas seis espécies pertencentes a familia Lamiaceae (Hyptis marrubioides Epling
(Tubiflorae: Lamiaceae), Nepeta cataria L., Ocimum basilicum L. (Lamiales: Lamiaceae),
Origanum majorana L., Origanum vulgare L. e Plectranthus amboinicus) provenientes do
Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras em Lavras, Minas Gerais.
Estas foram selecionadas com base em revisdes da literatura de estudos realizados
previamente com espécies da mesma familia as quais apresentaram potencial inseticida.
Dentre as seis espécies quatro apresentaram elevado potencial inseticida, dentre elas O.
basilicum e H. marrubioides foram selecionadas pois apresentaram teores de rendimento de
0leo essencial superior ao das demais. Para o OE de O. basilicum na dosagem de 70 ug/uL foi
verificado um TLsy de 24 horas e sobrevivéncia acumulada de 0,54%. Linalol (39,49%) e 1,8-
cineol (15,04%) foram identificados como subsancias majoritarias deste 6leo. Em contraste o
OE de H. marrubioides na doagem de 70 ug/uL apresentou TLsy equivalente a 20,5 h e
sobrevivéncia acumulada de 0 %; sendo B-tujona (41,49%) e a-tujona (15,81 %) identificados
como substancias majoritarias para esse Oleo. Testes topicos realizados com as duas espécies
selecionadas, comprovaram a atividade inseticida desses OEs para S. frugiperda. Resultados
com as substancias majoritarias isoladas sugere um sinergismo como resultante da atividade
inseticida. E o OE de ambas as espécies apresentaram baixa toxicidade para o parasitoide
T.pretiosum.

Palavras-chave: Lepdoptera. Inseticida natural. Controle biologico. Metabolismo secundario.



GENERAL ABSTRACT

Species from the Lamiaceae family present natural substances in their secondary metabolism,
such as essential oils (EO), which have high antifungal, bactericidal, and insecticidal
bioactivity. These natural substances are promising alternatives to synthetic insecticides since
they make it difficult for resistant populations to emerge due to their molecular complexity.
However, the studied product must meet the requirements of target pest control efficiency and
present low toxicity to beneficial organisms. The objective of this work was to study species
from the Lamiaceae family and evaluate the chemical composition and bioactivity of their
essential oils against Spodoptera frugiperda Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae), as well as
their effects on the development of Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). We selected six species belonging to the Lamiaceae family (Hyptis
marrubioides Epling (Tubiflorae: Lamiaceae), Nepeta cataria L., Ocimum basilicum L.
(Lamiales: Lamiaceae), Origanum majorana L., Origanum vulgare L., and Plectranthus
amboinicus) from the Medicinal Plants Garden of the Universidade Federal de Lavras, in
Lavras, Minas Gerais, Brazil. These plants were selected based on literature reviews of
studies previously conducted with species of the same family which showed potential
insecticide properties. Among the six species, four presented high insecticide potential,
among which were O. basilicum and H. marrubioides, selected for their higher yields of
essential oil when compared to the others. We found a 24-hour TLsy and a cumulative
survival of 0.54% for the dosage of 70 ug/uL of O. basilicum EO. We identified linalool
(39.49%) and 1,8-cineol (15.04%) as the major substances. In contrast, the dosage of 70
pg/ul of H. marrubioides EO showed a TL50 equivalent to 20.5 h and 0% cumulative
survival, presenting B-thujone (41.49%) and a-thujone (15.81%) as major substances. Topical
tests conducted with both selected species proved the insecticidal activity of these EOs for S.
frugiperda. The results with the isolated majority substances suggest a synergy as a result of
insecticide activity. The EOs of both species showed low toxicity to the T.pretiosum
parasitoid.

Keywords: Lepdoptera. Natural insecticide. Biological control. Secondary metabolism.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A familia botanica das Lamiaceaes ou antiga Labiateae, compreende mais de 7000
espécies, incluindo géneros como Ocimum, Origanum ¢ Mentha, os quais sio mais
conhecidos e estudados. Essas plantas apresentam caracteristicas aromaticas e producio de
Oleos essenciais em sua maioria constituidos por mono e sesquiterpenos, tais como mentol,
cariofileno, eucaliptol, linomeno, linalol, terpineol, carvacrol, entre outros (Kennedy et. al.,
2018; Iscan et al.,, 2002). Essas substancias conferem as espécies biotividades especificas,
podendo ser aplicadas desde fins medicinais e terapéuticos (atividade antioxidante,
depurativa, calminativa), assim como no controle de doencas e pragas na agricultura
(Martinez-Velazquez et al., 2011).

Estudos para identificacdo da aplicabilidade dessas substancias tém crescido cada vez
mais e, por estas substancias serem provenientes do metabolismo secundério das plantas,
apresentam inimeras vantagens se comparadas as substancias sintéticas (Walia et al., 2017).
O uso dos oOleos essenciais na agricultura tem ganhado destaque principalmente no controle de
fitopatdogenos e insetos pragas, na producao de biopesticidas ou na descoberta de novas
moléculas, sdo base para novos formulados. No controle de insetos, os Oleos podem
apresentar inimeras vantagens como seletividade, baixa toxicidade a mamiferos e humanos,
alta degradacdo no ambiente e eficiéncia nos manejos integrados, incluindo agdo contra
selecdo de espécies resistentes (Cardenas-Ortega et al., 2015).

A Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797), mais comumente conhecida por lagarta-
do-cartucho, ¢ umas das pragas que vem apresentado cada vez mais casos de resisténcia aos
inseticidas e também a tecnologia transgénica. Caracterizada como polifaga apresenta mais de
100 espécies de plantas hospedeiras, dentre elas, milho, tomate, sorgo, arroz, algodao, entre
outras. Com seu alto potencial reprodutivo, ciclo bioldgico relativamente curto e diversidade
de hospedeiros, o que aumenta o estabelecimento da espécie o ano todo, sdo parametros que
dificulta assim seu controle (Santos-Amaya et al., 2015, Boyer et al., 2012).

Os métodos de controle mais utilizados continuam a ser o uso de inseticidas sintéticos
e a tecnologia com material transgénico como ¢ o caso do milho Bt. O uso do controle
biologico principalmente com a espécie parasitoide Trichogramma pretiosum (Riley, 1879)
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) também tem sido aprimorada. Assim, com atual inser¢ao

do Manejo Integrado de Pragas (MIP), € necessario que os produtos quimicos utilizados sejam
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seletivos para a praga alvo e que ndo causem danos ao inimigo natural e demais organismos
nao alvo (Dequech et al., 2013; Hohmann et al., 2010).

As espécies do género Trichogramma sdo atualmente utilizados devido a facilidade de
reproducdo em hospedeiros alternativos. Por ser mais abundante, a espécie 7. pretiosum &
amplamente utilizada nos controles biol6gicos no Brasil (Souza et al., 2016; Alto et al.,2016),
no entanto o uso constante de inseticidas sintéticos nao seletivos podem diminuir a
efetividade do parasitismo e emergéncia do inimigo natural.

Assim, a busca por novos principios ativos e substancias € importante para que haja
rotatividade de produtos evitando, assim, casos de resisténcia da praga. Além disso, ¢
importante que essas substancias sejam seletivas para organismos nao alvo como os inimigos

naturais, € que também apresentem caracteristicas que minimizem os danos ambientais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.10leos essenciais

Os o6leos essenciais sdo substancias volateis produzidas pelo metabolismo secundario
de plantas. Sdo conhecidos por suas propriedades aromaticas usadas com fungdo cosmética,
antisséptica, antifungica, virucida, inseticida, além das propriedades medicinais. Sao
aplicados na formulagdo de conservantes de alimentos, anti-inflamatoérios, analgésico,
sedativo (CALDAS et al., 2014; MARTIN NIETO, 2017; NIKOLIC et al., 2014).

Para as plantas, os 6leos essenciais t€ém papel importante na repeléncia de herbivoros,
protecdo contra os raios ultravioleta, na atra¢do de polinizadores ou contra fitopatdégenos. O
0leo essencial ¢ uma mistura de complexas substancias naturais, entre elas em sua maioria
monoterpenos e sesquiterpenos (MEJRI et al., 2018).

Na composi¢do quimica de um mesmo Oleo essencial pode estar presente uma
quantidade que pode variar de 20 a 60 substincias dependendo da espécie, de fatores
climaticos e de sazonalidade. O método mais convencional de extracao ¢ por hidrodestilagao e
suas variagdes. A massa fresca ou seca da planta em contato com agua em ebulicdo, por
periodo determinado de acordo com a espécie e parte da planta utilizada. O vapor contendo o
6leo passa por um sistema de resfriamento onde ¢ condensado e em seguida coletado (MEJRI
et al., 2018).

Os oleos sao caracterizados por dois ou trés constituintes majoritarios. Como exemplo,
o 0leo de Ocimum basilicum L. (Lamiales: Lamiaceae) que apresenta carvacrol (30%), timol
(27 %) e linalol (68%). Cada 6leo essencial € caracterizado pelo seu marcador quimico, como
se este fosse sua impressdo digital. O marcador quimico geralmente ¢ a substancia que
apresenta a maior concentragdo na composigao total do 6leo, linalol no caso de O. basilicum.
Outros componentes sdo considerados tracos (ABOU EL-SOUD et al., 2015).

Geralmente, a atividade biologica do o6leo essencial ¢ conferida pelas substancias
majoritdrias. Elas podem apresentar bioatividade de forma isolada, onde apenas uma
substancia confere a agdo inseticida, antifiingica etc., ou podem atuar de forma sinérgica

(KOUL et al., 2013).
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2.2 Familia Lamiaceae

Incluindo mais de 200 géneros e 4000 espécies, a familia Lamiaceac ¢ uma das
familias que possui o maior nimero de espécies produtoras de dleos essenciais com atividade
repelente e inseticida. Dentre os géneros mais citados e estudados estdo Pycnanthemum,
Teucrium, Thymus, Satureja, Micromeria, Origanum, Mentha, Monarda e Ocimum
(GIATROPOULOS et al.,, 2018; STASZEK et al., 2013).

Essas plantas podem ser reconhecidas por suas folhas opostas e onduladas; flores
bilaterais e simétricas com cinco pétalas e cinco sépalas unidas. Sdo popularmente
identificadas por seus odores distintos e, por isso sdo utilizadas na culindria, perfumaria,
medicina popular e alternativa (SANTOS et al.,, 2015). Apresentam também atividades
antioxidante, antimicrobiana, antifingica, antitumoral, expectorante, calminativa, entre outras
(CALDAS et al., 2011, 2014; MILEVSKAYA et al., 2017).

Os principais constituintes quimicos presentes nos oleos dessas espécies sao terpenos,
dentre eles mentol, mentona, piperitona, pulegona, linalol, neral, timol, 1,8-cineol, terpineno,
carvacrol e cariofileno (GIATROPOULOS et al., 2018). A atividade biologica geralmente ¢
condicionada pelos constituintes majoritarios presentes no 6leo. Por outro lado, caracterizagao
quimica das espécies se da pelo marcador quimico, que seria como a impressao digital por
meio quimico, nesse caso representada pelo constituinte que sempre se apresenta em maior

teor na composi¢cao do oleo essencial.

2.2.1 Ocimum basilicum L. (Lamiales: Lamiaceae)

Com espécies distribuidas em regides tropicais e temperadas, o género Ocimum
compreende mais de 150 espécies utilizadas desde a antiguidade principalmente na culindria e
perfumaria. Dentre as principais espécies desse género sdo citadas Ocimum basilicum L,
Ocimum gratissimum L., Ocimum selloi Benth e Ocimum sanctum L. também conhecidos
como manjericdo, alfavaca, manjericdo-doce e manjericdo-santo, respectivamente (PANDEY;
SINGH; TRIPATHI, 2014).

O 6leo essencial ¢ extraido a partir de folhas e flores secas ou frescas. Podem ser
utilizados como aditivos de aroma em alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos
(JAVANMARDI et al., 2003). E usado como planta medicinal no tratamento de dores de
cabeca, tosse, diarreia, obstipacdo, verrugas e mau funcionamento dos rins (SIMON et al,,

1999).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169115300897#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169115300897#!
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Figura 1 - Planta de manjericdo-doce (Ocimum basilicum) cultivada no canteiro no Horto de
Plantas Medicinais — UFLA, Lavras-MG.

£

Fonte: Foto tirada por Camila Bibiano no Horto de Plantas Medicinais - UFLA.

O oleo essencial apresenta propriedades antifiingicas, atividade inseticida e larvicida
(ABOU EL-SOUD et al., 2015; CRUZ et al., 2017; DRIS et al., 2017). Extratos de O.
basilicum também foram investigados para as suas propriedades antimicrobianas in vitro
utilizando método de disco-difusdo e concentracdo de inibicdo minima método —MIC
(PATIL; KULKARNI; PANDEY, 2011).

Dentre os principais constituintes quimicos dessa espécie, destacam-se linalol, timol,
carvacrol, estragol, eugenol e 1,8-cineol (FIGURA 2) todos estes sdo possuidores de

propriedades repelentes (MARTINEZ-VELAZQUEZ et al., 2011).
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Figura 2 - Estrutura quimica de alguns constituintes principais do 6leo essencial de Ocimum
basilicum. linalol (1), timol (2), carvacrol (3), estragol (4), eugenol (5), 1,8-cineol

(6).
H;C OH CHs HyC CH3
|
CH»
| OH
HO
HaC CHjy HsC CHs CHg
(1) (2) (3)
O/CHS (|3H2 CHg
CHs
o
CH
| o CHy
CHy OH
(1) (3) (6)

Fonte: [IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry: Home. [http://www.iupac.org/]

Montagem: Camila Bibiano.

2.2.2 Hyptis marrubioides Epling (Tubiflorae: Lamiaceae)

As espécies do género Hyptis podem ser encontradas em regides de savana nos
continentes Africano Americano. Compreende mais de 300 espécies que sdo utilizadas na
medicina popular no controle de doengas da pele, dores estomacais e colicas (McNEIL;
FACEY; PORTER, 2011; PEDROSO et al, 2017). Sao caracterizadas como plantas
arbustivas, apresentando ramos tomentosos. Suas folhas sdo pecioladas, com tricomas tectores
ou glandulares, que podem também se apresentaram com textura coreacea (SILVA-LUZ et
al., 2012).

Propriedades inseticidas do Oleo essencial dessa espécie ja foram verificadas no
controle de Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Coleoptera: Bruchidae) caruncho do feijao. O
estudo verificou eficiente atividade ovicida para essa praga de graos armazenados (MELLO et
al., 2014). Atividade inseticida também foi verificada do 6leo essencial de H. marrubioides
para formigas sativa limdo (BOTREL et al., 2010).

A composi¢do quimica do 6leo essencial de H. marrubioides, também conhecida
como hortela-do-campo, constitui-se basicamente por sesquiterpenos. Dentre os constituintes
majoritarios estdo o-tujona, PB-tujona, a-copaeno, a-cariofileno. Estudos comprovam que

diferencas de sazonalidade, manejo e adubacdo, qualidade de luz, entre outros fatores, podem
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influenciar nos valores quantitativos e qualitativos de 6leos essenciais provenientes de uma

mesma espécie (BOTREL et al., 2010; SALES et al., 2007).

Figura 3 - Planta de hortela-do-campo (Hyptis marrubioides) cultivada em canteiro no Horto
de Plantas Medicinais — UFLA, Lavras-MG.

Fonte: Foto tirada por Camila Bibiano no Horto de Plantas Medicinais - UFLA.

Figura 4 - Estrutura quimica de alguns constituintes principais do 6leo essencial de Hyptis
marrubioides. a-tujona (1), B-tujona (2), a-copaeno (3), a-cariofileno (4).
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Fonte: IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry: Home. [http://www.iupac.org/]

Montagem: Camila Bibiano.

2.2.3 Nepeta cataria L. (Lamiales: Lamiaceae)

Nepeta cataria L. é uma erva semiperene, conhecida popularmente como erva-de-

gato. De origem asidtica, pode crescer até 90 cm de altura, e encontrada em regides de clima

temperado. Estudos relatam seu uso na medicina popular como sedativa, relaxante,
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antiespasmodica e tonica. Além disso, ¢ relatado seu uso anestésico na area médica e
veterinaria, ¢ na odontolégica com efeito antimicrobiano (MOHAMED et al., 2018; SOUZA
et al., 2018; ZOMORODIAN et al., 2013).

O Oleo essencial dessa espécie ¢ encontrado principalmente nas folhas e
inflorescéncias. Seus constituintes principais sdo nepetalactona, geraniol, citronelol e neral

(MOHAMED et al., 2018; MOHAMMADI; SAHARKHIZ, 2011) (FIGURA 6).

Figura 5 - Planta de erva-de-gato (Nepeta cataria) cultivada canteiro no Horto de Plantas
Medicinais — UFLA, Lavras-MG.

= ¥

Fonte: Foto tirada po? Camila Bibiano no Horto de Plantas Medicinais - UFLA.

Figura 6 - Estrutura quimica de alguns constituintes principais do d6leo essencial de Nepeta
cataria. Nepetalactona (1), geranial (2), citronelol (3).
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Fonte: IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry: Home. [http://www.iupac.org/]

Montagem: Camila Bibiano.
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2.2.4 Origanum vulgare (L.) e Origanum majorana (L.)

As espécies do género Origanum sdo nativas da Asia tropical, mas também podem ser
encontradas na Asia Temperada, Africa e Europa. Estas também foram introduzidas na India e
nas Américas. Conhecidas popularmente como orégano que em grego significa montanha
brilhante, ¢ um género que possui cerca de 300 espécies (MARRELLI; STATTI;
CONFORTI, 2018).

Suas propriedades aromaticas, além do seu grande uso na area culinaria tem sido
relatado também na area farmacologica, alimenticia e cosmética. Estudos verificaram
propriedades antifingica, antiviral, contra diarreia, reumatismo, dores musculares
(BUSATTA et al., 2008; ERENLER et al., 2017).

Atividades antitumoral e antiinflamatoria foram testadas para o oleo essencial de
Origanum vulgare (L.) (Lamiales: Lamiaceae). Estudos verificaram remodelagao e
incremento de colageno em células do tecido epitelial (HAN; PARKER, 2017). Analises
quimicas citam os principais constituintes do OE dessa espécie como carvacrol, 4-terpineol,
terpineno, timol, e B-cariofileno (HAN; PARKER, 2017) (FIGURA 8).

O oleo essencial de Origanum majorana (L.) (Lamiales: Lamiaceae) tem sido usado
na culindria e na perfumaria, além de terem sido verificada sua atividade bioldgica no
tratamento de estomatite, migranea, asma, reumatismo, doengas do coracdo e do sangue
(Hajlaoui et al, 2016). Outros estudos verificaram seu potencial larvicida contra o vetor de
doencas Culix pipens (L.) (Diptera: Culicidae) (EL-AKHAL et al., 2014). Os constituintes
principais do o6leo essencial de O. majorana tém sido identificados como 4-terpineol,
sabineno, 1,8-cineol, terpineno, cimeno, (EL-AKHAL et al., 2014; HAJLAOUI et al., 2016;
WALLER et al., 2016) (FIGURA 8).
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Figura 7 - Plantas de orégano (Origanum vulgare) (1) e manjerona (Origanum manjerona)
(2), cultivadas em canteiro no Horto de Plantas Medicinais — UFLA, Lavras-MG.

Figura 8 - Estrutura quimica de alguns constituintes principais do oOleo essencial de
Origanum vulgare (1,2,3,4,5) e Origanum majorana (2,3,6,7,8). Carvacrol (1), 4-
terpineol (2), terpineno (3), timol (4), B-cariofileno (5), sabineno (6), 1,8-cineol
(7) e cimeno (8).
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Fonte: IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry: Home. [http://www.iupac.org/]

Montagem: Camila Bibiano
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2.2.5 Plectranthus amboinicus (Lour.)

Plectranthus amboinicus (Lour.) (Lamiales: Lamiaceae), conhecida também como
loureiro ou malvarigo, ¢ uma Lamidcea que pode ser encontrada nas regides tropicais da Asia,
Africa e Américas. Dentre as plantas desse género ¢ uma das espécies mais importante. E uma
planta suculenta, que apresenta folhas e caules pilosos. E usada na medicina popular contra
sintomas de resfriado, gripe e constipagdes, asma, tosse ¢ doengas da pele (ARUMUGAM;
SWAMY; SINNIAH, 2016).

Figura 9 - Planta de malvarigo (Plectranthus amboinicus) cultivada em canteiro no Horto de
Plantas Medicinais — UFLA, Lavras-MG.
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Fonte: Foto tirada por Camila Bibiano no H

Estudos realizados reportaram como constituintes majoritarios do 6leo essencial dessa
espécie linalol, carvacrol, timol, nerol acetato, geraniol acetato, terpineno, cimeno (ASIIMWE
et al., 2014; ROUT et al., 2012). Foram verificadas atividades antifingica contra fungos do
género Candida spp. (OLIVEIRA et al.,, 2007); atividade bactericida contra bactérias do
género Staphylococcus ssp., Escherichia coli (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae),
Salmonella typhimurium (Elmer) (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae) entre outras
(SHUBHA; BHATT, 2015).

Outras atividades biologicas como antitumoral, antiespasmddica, antinflamatéria, no
tratamento de doencas da pele, doencgas cardiovasculares, atividade anxiodante, também ja

foram relatados (BHATT; NEGI, 2012; GURGEL et al., 2009; RAMALAKSHMI et al.,
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2014). Além do efeito larvicida e repelente para as espécies Aedes aegypti (L.) (Diptera:
culicidae), Anopheles gambiae (GILES, 1926) (Diptera: culicidae) Culex quinquefasciatus
(L.) (Diptera: culicidae) e Culex tritaeniorhynchus (L.) (Diptera: Culicidae) (JAYARAMAN;
SENTHILKUMAR; VENKATESALU, 2015; LIMA et al., 2011).

Figura 10 - Estrutura quimica de alguns constituintes principais do o6leo essencial de
Plectranthus amboinicus. Linalol (1), carvacrol (2), timol (3), terpineno (4),

cimeno (5) e geraniol (6).
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Fonte: [IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry: Home. [http://www.iupac.org/]

Montagem: Camila Bibiano.

2.3 Inseticidas e bioinseticidas

Embora o manejo integrado de pragas esteja cada vez mais utilizado, os inseticidas
sintéticos continuam ocupando papel de destaque no controle de pragas. Seu uso pode afetar
direta e indiretamente todos os organismos vivos presentes em agroecossistemas. As empresas
produtoras sempre estdo renovando seu portfolio de produtos comerciais, para que estes
atendam as exigéncias de eficacia e seguranca.

Dentre os pesticidas mais consumidos no mundo num total de 2 milhdes de toneladas;
5,7% sdo referentes a inseticidas; 55,4% a herbicidas; 8,6% a fungicidas e 30,3% outros.
Apesar de os inseticidas apresentam a menor propor¢do, cerca de 114 mil toneladas sdo
consumidas anualmente, o que ¢ um valor significativo, quando pensamos em saide e

seguranca ambiental (CASIDA; BRYANT, 2017).
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Dentre as trinta substancias inseticidas mais consumidas anualmente no mundo, a o
grupo dos organofosforados fica em primeiro lugar no ranking. O clorpirifés ¢ o primeiro
inseticida na lista desse grupo. A tabela 1, baseada nos dados de Casida e Bryant (2017),
fornece informagdes sobre a quantidade em toneladas de inseticida utilizados mundialmente
na safra 2015/2016, de acordo com seu modo de acdo e grupo quimico.

Os inseticidas do grupo organofosforados atuam na inibigdo da enzima
acetilcolisterase (AchE) assim como os do grupo quimico metilcarbamatos. Com a inibigao
dessa enzima, ocorre um acimulo de acetilcolina na fenda sinaptica fazendo com que ocorra
uma hipertransmissao de impulsos elétricos causando assim um colapso no sistema nervoso

central (CASIDA, 2017a).

Tabela 1 - Os trinta inseticidas mais utilizados nos ultimos anos, seus modos de agdo, grupo
quimico e quantidade em toneladas utilizadas mundialmente (Casida & Bryant,

2017).
Modo de Ac¢ao Nome Quantidade
®

ACHhE (acetilcolinesterase)— Clorpirifés, Acefato, Dimetoato, Malatido, 101120

organofosforados (OPs) Forato, Triazofos, Metamidofos, Terbufos,

Cloretoxifos, e Profenofos.
AChE — metilcarbamatos (MCs) Carbofuran, Oxamil, Carbaril e Metomil 12025
Na+ (canal de s6dio) — Permetrin, Cihalotrin- lambda, Cipermetirin 10685
piretroides (Pyrs) and Fenvalerate
nAChR ( receptor nicotinico de Imidacloprid, Acetamiprid, Tiametoxam e 22800
acetilcolina) — neonicotinoides Clotianidin
Outros Bacillus thuringiensis, Clorantraniliprole, 42970
Fipronil, Hidrocloreto de Cartap, Buprofezin e
Ciolite

Fonte: Casida e Bryant (2017).

Trabalhos nos ultimos anos tém relatado incidéncias de doencgas, principalmente
relacionadas a cancer devido ao uso de organofosforados. Pesquisadores apresentaram os
riscos entre os usos destes compostos ¢ o desencadeamento de cancer de pulmdo e de
leucemia (ALAVANIJA et al., 2004; BEANE FREEMAN et al., 2005; BONNER et al., 2010).
Adicionalmente, Alavanja et al. (2014) verificaram a incidéncia de cancer de prdstata em

trabalhadores que manuseavam ou tinham contato direto com aplica¢do desses inseticidas.
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Em trabalho realizado em Iowa-EUA, durante seis anos, avaliou-se a associacdo de
trabalhadores que tinham contato com inseticidas organofosforados com incidéncia de cancer.
Dentre as pessoas selecionadas para participarem do estudo, mais de 60% cresceram em
fazendas. Foram assim expostos aos compostos e principalmente a inseticidas
organofosforados. Os resultados apontaram forte correlagdo entre os distirbios de tireoide e
cistos de ovario (LERRO et al., 2015).

A persisténcia dos produtos quimicos no ambiente pode afetar ndo apenas a saude
humana, mas toda a fauna e a flora de forma direta e indireta. Uma simples aplicagdo em
longo prazo pode ndo causar danos ambientais e a saude, mas a aplicagdo periddica pode
causar a acumulagdo dessas substancias provocando grande contaminagdo. Pesquisadores
verificaram em nivel cromossdmico os niveis de intoxicagdo da ra-touro asiatica
Hoplobatrachus rugulosus (Gunther, 1858) (Anura: Ranidae) presente em uma regido com
alta aplicacdo de inseticidas organofosforados. Os autores identificaram clorpirifés acumulado
na agua e em plantas no local, o que provocou aberragdes cromossomicas em H. rugulosus
(TENGJAROENKUL et al., 2017).

Além dos casos de intoxicacdo e impactos ambientais anteriormente citados, a
aplicacdo frequente de produtos sintéticos pode causar grande pressio de selecdo,
ocasionando no aparecimento de populagdes resistentes. Casos de populacdes de inseto
resistentes a inseticidas tém aparecido cada vez mais identificados. Pesquisadores
identificaram populacdo resistente de Nilaparvata lugens Stal (Hemiptera: Delphacidae),
principal praga do arroz na China, ao clorpirifés (YANG et al., 2018); Musca domestica L.
resistente a deltrametrina (ALI KHAN; AKRAM; HAIDER, 2015), além de muitos casos de
resiténcia da propria Spodoptera frugiperda a tecnologia Bt e a inseticidas organofosforados
(ZHU et al., 2015)

Clorpirifos, principal inseticida da classe dos organofosforados e com caracteristica de
alta toxicidade, estd no mercado, desde 1965, e tem sido formulado e comercializado em
forma liquida, gel, granulado, p6, microencapsulado, entre outros (JOHN; SHAIKE, 2015).
Sua acumulag@o no ambiente pode variar de alguns dias a quatro anos dependendo de varias
condigdes, entre elas o nivel da aplicagdo, natureza da formulagdo, e caracteristicas
ambientais tais como clima pH, tipo de solo e microbiota (CHAI; MOHD-TAHIR; BRUUN
HANSEN, 2009).
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Figura 11 - Estrutura quimica dos quatro principais inseticidas mais consumidos na safra de
2016. Clorpirifos (1), acefato (2), dimetoato (3), imidacloprid (4) (Casida &
Bryant; 2017).
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Fonte: [IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry: Home. [http://www.iupac.org/]

Montagem: Camila Bibiano.

Os bioinseticidas tém sido considerados uma alternativa ao uso dos pesticidas
convencionais, visto que causam menores danos ambientais € apresentam menor toxicidade
ao homem. Além disso, podem ser utilizados em programas de manejo integrado de pragas
visando a diminuicao da selecdo de organismos resistentes e preservacao de inimigos naturais
por meio de sua seletividade.

Podem ser considerados bioinseticidas todos os tipos de compostos derivados de
alguma fonte bioldgica natural, como exemplo, microrganismos, plantas, algas, animais entre
outros. Na tabela 1, podemos identificar um bioinseticida muito consumido mundialmente
que € o Bacillus thuringiensis, além dele outros ja sdo comercializados como o 6leo de Neem
(Azamax) a base de azadiractina.

No entanto, assim como os inseticidas sintéticos, os bioinseticidas precisam ser bem
estudados quanto suas caracteristicas fisico-quimicas, seletividade e toxicidade. Assim como
para os inseticidas sintéticos, casos de resisténcia a bioinseticidas também podem ocorrer
como foi verificado em trabalho onde mais de 27 espécies de insetos apresentaram resisténcia
ao Bacillus thuringiensis (SIEGWART et al., 2015).

O grande desafio ¢ buscar sempre por novas alternativas ou novas substancias para o
controle de pragas, ¢ que sejam eficientes, seletivas a organismos ndo alvos ou benéficos, que

apresentem caracteristicas fisico-quimicas que possibilitem o uso em baixas doses, que ndo se
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acumulem no ambiente e que possam ser incluidas em programas de manejo integrado de

pragas.

2.4 Lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda)

A lagarta-do-cartucho-do-milho ¢ uma espécie que foi identificada primeiramente
como praga chave na cultura do milho. E encontrada principalmente em regides tropicais e
subtropicais nas Américas e recentemente identificada em locais no continente africano
(OTIM et al., 2018). Considerada um inseto polifago, pode se alimentar de mais de 100
espécies de plantas cultivadas, além do milho sdo citadas algodao, soja, sorgo, tomate, arroz
entre outras. (SANTOS-AMAYA et al., 2015).

E uma praga que apresenta uma grande importancia econdmica, ja que seu controle
tem sido um desafio na agricultura nas ultimas décadas. (ANDREWS, 1980). Por ser uma
praga migratdria, pode viajar mais de 100 km em uma noite e seus danos pode ocasionar
perda total da lavoura (JOHNSON, 1987; SARMENTO et al., 2002).

Por ser uma praga migratdria, pode viajar mais de 100 km em uma noite e seus danos

pode ocasionar perda total da lavoura (JOHNSON, 1987; SARMENTO et al., 2002).

2.4.1 Aspectos bioecolégicos de Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho apresenta ciclo de vida relativamente curto e com alta taxa
reprodutiva. A variedade de hospedeiros ¢ grande e bem diversificada, o que facilita a
estabiliza¢dao da espécie durante todo o ano. A duracao total do ciclo pode variar de 38 a 53
dias, e pode sofrer variacdes em seus estagios devido a fatores ambientais, quimicos entre
outros. A fase de larva tem duracao média de 14 dias, a fase de pupa cerca de 13 dias, o

estagio adulto em média 12 dias e fase de ovo trés a quatro dias (BARROS et al., 2010).
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Figura 12 - Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda, criada em laboratorio.
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Fotos: Populacédo de S. frugiperda criada no Laboratério de Ecotoxicologia- DEN/UFLA, Lavras-MG.

A 1identificagdo morfologica da espécie ¢ feita utilizando um estereomicroscopio
(binocular), e ¢ mais confiavel quando feita em estagios adultos. Ovos de todas as espécies de
Spodoptera sao depositados em grupos, variando de 20 a mais de 350 ovos por lote (Peterson,
1964). Eles geralmente sdao colocados em uma camada mas, as vezes, em duas camadas
parciais. Os ovos sdo geralmente cobertos com pélos das fémeas, cor caramelo, marrom,
branco ou amarelo-claro (FIGURA 12 -1) (KORYCINSKA, 2012; VALVERDE, 2007;
ZENKER et al., 2007).

As larvas jovens dessa espécie sao esverdeadas ou acastanhadas com listras
longitudinais (FIGURA 12-2). O estagio larval das espécies de Spodoptera apresentam
caracteres similares com a maioria das outras larvas de noctideos. Algumas caracteristicas
sa0: 3 pares de pernas verdadeiras; 4 pares de prepernas abdominais; 1 par de prepernas anais;
cabeca com 6 ocelos (stemmata) nos dois lados; nenhum pente anal (EPPO, 2015). No
entanto, a larva totalmente crescida de S. frugiperda ¢ muito diferente das outras larvas de
Spodoptera, pois esta € cerca de 30 (POGUE, 2002) a 40 mm (EPPO, 2015) de comprimento
maior e variavel na cor, de rosa amarelado, oliviceo, marrom, cinza opaco a quase preto
(POGUE, 2002).

A pupa ¢ marrom e apresenta cerca de 15 a 22 mm de comprimento, com um

cremaster composto por 2 espinhos de cerca de 0,5 mm de comprimento (FIGURA 12-3).
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Esses espinhos podem facilmente romper ou, as vezes, apresentarem-se pouco desenvolvidos,
0 que o torna um caractere de diagndstico nao confiavel (EPPO, 2015).

Para o individuo adulto dessa espécie € possivel identificar alguns brancos com
marcacgdes de linhas transversais marrons, mas elas ndo sdo tao contrastantes como em outras
espécies de Spodoptera. A cor do marrom € a mais comum ¢ variavel de marrom acinzentado
ao marrom enferrujado (FIGURA 13-4). Os machos podem ter manchas orbitais marrons

claras, ovais, obliquas e ndo estreitas como em outras espécies (EPPO, 2015).

Figura 13 - Ovos (1), larva adulta (2), pupa (3), e adulto (4) Spodoptera frugiperda, criada em
laboratorio.

1 2

Fotos: Populacdo de S. frugiperda criada no Laboratdrio de Ecotoxicologia- DEN/UFLA, Lavras-MG.

2.5 Trichogramma pretiosum

Os tricogramatideos pertencem a ordem Hymenoptera e tém menos de 1 mm de
comprimento, sdo exclusivamente parasitoides de ovos, com grande preferéncia por ovos de
lepidopteros. Os insetos da familia Trichogrammatidae sdo gregarios ou solitarios,
holometabdlicos (apresentam fases de ovo, larva, pupa e adulto). Estes parasitoides podem se
reproduzir sexualmente, originando machos e f€émeas ou via partenogénese telitoca, onde sao
produzidas apenas fémeas (CIOCIOLA JUNIOR; ZUCCHI; STOUTHAMER, 2001).

Os ovos de Trichogramma spp. sao inseridos no ovo de seus hospedeiros, e sua larva

alimenta-se da massa vitelina e/ou do embrido do hospedeiro. Os parasitoides do género
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Trichogramma possuem trés instares larvais saciformes, além das fases de pré-pupa e pupa
(PARRA; ZUCCHI, 2004). A duracao total do periodo ovo-adulto é muito variavel,
principalmente em funcdo da temperatura, mas também em funcdo da espécie de
Trichogramma e do hospedeiro (PARREIRA et al., 2018).

Estudos mostram que a procedéncia da populacdo e a variacdo entre as espécies
coletadas em diferentes regides também podem ser responsaveis por alteragdes nos aspectos
biolégicos das populagdes desse parasitoide. Normalmente, o ciclo ¢ de aproximadamente 10
dias a temperatura de 25°C (BLEICHER; PARRA, 1990).

Parasitoides do género Trichogramma sdo um dos inimigos naturais mais utilizados
como agentes de controle bioloégico de insetos-praga (SOUZA et al., 2016). Esses parasitoides
sdo de grande importancia no controle bioldgico aplicado, pois eliminam as pragas no estagio
de ovo e impedem danos as culturas causados pelas larvas das pragas (JALALI;
MOHANRAJ; LAKSHMI, 2016). Nos ultimos anos, tém-se pesquisado a possibilidade de
controle de S. frugiperda por meio de liberacdes de Trichograma atopovirilia (OATMAN et
al., 1983) e T. pretiosum, parasitoides frequentes dessa praga (RESENDE; CIOCIOLA,
1996).
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RESUMO

A lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ uma
praga nativa das Américas que vem atingindo também outros continentes. Seu controle ¢
ainda em sua maioria, por meio de quimicos sintéticos, no entanto, o uso de substincias
naturais tem se mostrado como alternativa promissora no controle. Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar a bioatividade de 6leos essenciais (OE) de Hyptis marrubioides Epling,
Nepeta cataria L., Ocimum basilicum L., Origanum majorana L., Origanum vulgare L. ¢
Plectranthus amboinicus (Lour.) para S. frugiperda. Adicionalmente, os 6leos essenciais de
Hyptis marrubioides Epling (Tubiflorae: Lamiaceae) e de Ocimum basilicum L. (Lamiales:
Lamiaceae) foram analisados quimicamente empregando-se cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Os compostos majoritarios destas duas espécies foram
avaliados quanto a toxicidade para esse inseto. Os constituintes majoritarios do 6leo essencial
de H. marrubioides foram identificados como B-tujona e a-tujona e para O. basilicum como
linalol e 1,8-cineol. Avaliaram-se também os efeitos dos dleos essenciais dessas duas espécies
sobre o parasitoide Trichogramma  pretiosum (Riley, 1879) (Hymenoptera:
Trichogrammatidade). Os 6leos essenciais de H. marrubioides (DL50:18,49 pg/ulL) e O.
basilicum (DL50: 38,21 pg/ul) apresentaram alta toxicidade para S. frugiperda em ensaio
topico. Foi verificada a existéncia de uma possivel interagdo sinérgica entre as substancias
presentes nos Oleos essenciais. Os Oleos essenciais de H. marrubioides e O. basilicum, nao
afetaram negativamente a longevidade das fémeas e nem a capacidade de parasitismo.

Palavras chave: Lagarta-militar, parasitoide, inseticidas botanicos, MIP

ABSTRACT

The fall armyworm Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) is a native
pest of the Americas and that currently was found on African continent. Its control is still in
most, by using of synthetic chemicals, however the use of botanical products is a promising
alternative. Thus, this work aimed to evaluate the insecticidal activity of essential oils (EO) of
Hyptis marrubioides Epling, Nepeta cataria L., Ocimum basilicum L., Origanum majorana
L., Origanum vulgare L. and Plectranthus amboinicus (Lour.) for S. frugiperda. In addition,
the essential oils of H. marrubioides and O. basilicum, were subjected to gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) toxicity to this insect. The major constituents of H.
marrubioides essential oil were identified as f-thujone and a-thujone and for O. basilicum as
linalool and eucalyptol (1,8-cineol). The effects of the EOs of H. marrubioides and O.
basilicum were also evaluated for the parasitoid Trichogramma pretiosum (Riley, 1879)
(Hymenoptera: Trichogrammatity). The essential oils of H. marrubioides (LD50 18.49 ng /
uL) and O. basilicum (LD50 38.21 pg / pL) were toxic to S. frugiperda in a topical bioassay.
The essential oils of H. marrubioides and O. basilicum, which did not negatively affect
female longevity or parasitism for the porasitoid subject.

Keywords: Military caterpillar, parasitoid, botanical products, linalool, a-thujone, 1,8-cineole.
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1. INTRODUCAO

Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como
lagarta-do-cartucho, ¢ uma praga que pode causar grandes perdas econdmicas em varias
culturas. Por ser um inseto polifago ¢ praga de diversas culturas como milho, soja, algodao e
arroz (Montezano et al., 2018; Casmuz et al., 2010). Este inseto possui ciclo biolégico curto e
grande capacidade de multiplicar sua populagdo, e pode causar prejuizos de milhdes de
dodlares para os produtores (Zhang et al., 2016).

Plantas geneticamente modificadas fazem parte de uma tecnologia bastante utilizada
no controle de S. frugiperda, embora ja existam algumas populagdes resistentes a essa
tecnologia (Santos-Amaya et al, 2015; Boyer et al, 2012). O controle quimico tem
demonstrado em algumas lavouras ineficiéncia de controle, em func¢do da dificuldade de
contato das lagartas com os residuos dos inseticidas e, até mesmo, por apresentar populagdes
resistentes (Yu et al., 2003, Zhu et al., 2015).

Nesse contexto, na busca por alternativas de controle, produtos oriundos do
metabolismo secundario de plantas apresentam-se promissores para serem empregados no
controle de S. frugiperda, especialmente os Oleos essenciais, j4 que estes apresentam alta
atividade bioldgica (Ayil-Gutiérrez et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Murcia-Meseguer et al.,
2018; Niculau et al., 2013).

Entre as inumeras familias botanicas conhecidas pela producao de metabodlitos
secundarios toxicos para insetos, destaca-se a familia Lamiaceae. (Bhavya et al., 2018;
Cardenas-Ortega et al., 2015; Chil-Nufez et al., 2018; Conti et al., 2012; Dris et al., 2017 e
Essolakina et al., 2014).

Além da toxicidade para o inseto alvo ¢ desejavel que as substincias naturais ativas
sejam seletivas para organismos ndo alvo, tais como inimigos naturais. Foi selecionado para
esse trabalho o parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) pois esse parasitoide apresenta vantagens baixo custo de criagdo e
manutencao, alta taxa de reprodugdo e eficiéncia de parasitismo, além de ser caracterizado
como um dos principais inimigos naturais de S. frugiperda (Dequech et al., 2013).

Embora muitas pesquisas tenham sido conduzidas com o objetivo de avaliar a
atividade inseticida de espécies dessa familia botanica (Alves et al., 2014; Calmasur et al.,
2006; Cardenas-Ortega et al., 2015; Carvalho et al., 2019;), estudos sobre suas aplicacdes no
controle de S. frugiperda e seus efeitos sobre o parasitoide 7. pretisum sdo escassos (Bueno et

al., 2017).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade dos dleos essenciais das lamiaceas
Hyptis marrubioides Epling, Nepeta cataria L., Ocimum basilicum L., Origanum majorana
L., Origanum vulgare L. e Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng para S. frugiperda.
Adicionalmente, os 6leos essenciais mais promissores foram caracterizados quimicamente ¢ a
seletividade para 7. pretiosum foi avaliada. Os constituintes majoritarios dos dleos essenciais

tiveram a toxicidade avaliada para S. frugiperda.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material botanico

O material vegetal foi obtido de plantas cultivadas no horto de plantas medicinais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais (21°14°43” S, 44°59°59” W).
Para o estabelecimento desse cultivo, estacas foram coletadas do caule de plantas matrizes e
apos climatizadas em casa de vegetacdo por 40 dias foram transplantadas e cultivadas com
adubo organico em canteiros, sob sistema de irrigagdo por aspersao.

A biomassa (folhas, caule e inflorescéncias) das espécies H. marrubioides (hortela-do-
campo), O. basilicum (manjericdo), N. cataria (erva-de-gato), O. vulgare (orégano), O.
majorana (manjerona) € P. amboinicus (malvarico) foi coletada em dois periodos, a primeira
(90 dias apos o transplante das mudas) em 18 de novembro de 2016 e a segunda coleta, em 10
de janeiro de 2017 (142 dias apds o plantio). Ambas as coletas foram realizadas no periodo da
manha, entre 8:00 e 9:00 horas. Apds coletada, a biomassa foi levada para a extragdo, onde
foram feitas misturas de ambas as extracdes. As exsicatas das espécies foram depositadas no

herbario ESAL, no Departamento de Biologia da UFLA.

2.2 Extracao dos oleos essenciais

A extragdo dos 6leos essenciais (OE) foi realizada pelo processo de hidrodestilagcdo em
aparelho do tipo Clevenger modificado. Para isso, o material vegetal (60 g de biomassa
fresca), foi submetido a extra¢do empregando-se agua destilada (1000 mL), por um periodo de
90 minutos. O 6leo essencial foi coletado sem utilizacdo de solvente, uma vez que o hidrolato
(6leo mais agua) foi centrifugado por 10 minutos em 300 rpm. Apds o hidrolato ser congelado
a -20°C, o 6leo essencial foi pipetado e armazenado em frascos de vidro &mbar de 5 ml, e em

seguida, pesados para célculo do teor e rendimento.
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2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Os 6leos essenciais de O. basilicum e H. marrubioides, os quais foram ativos para S.
frugiperda e que também apresentaram maiores teores e rendimento na extracdo (Tabela 1 e
Figura 1), foram caracterizados quimicamente. As analises foram conduzidas no Laboratério
de Fitoquimica do Horto, do Departamento de Agricultura da UFLA. Para as andlises
quantitativas, empregou-se cromatografia em fase gasosa acoplada a um detector de ionizacao
em chama de hidrogénio (CG-DIC) em um sistema Agilent® (Agilent Technologies,
California, USA) 7890A equipado com coluna capilar de silica fundida HP-5 (30 m de
comprimento; 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura do filme). O gés hélio foi
utilizado como arraste, tendo fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector
foram mantidas em 220°C e 240°C. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, isotérmico por
1,5 min, seguido por uma rampa de temperatura de 3°C/min até 240°C, seguida de uma rampa
de 10°C/min até 270°C. O oleo foi diluido em acetato de etila (1%, v/v) e injetado
automaticamente no cromatografo empregando-se volume de 1,0 pL, no modo split a uma
razao de injecao de 1:50. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos
pela média da porcentagem da area normalizada relativa dos picos cromatograficos (Tabela
2).

As analises qualitativas dos Oleos essenciais foram realizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-se um equipamento
Agilent® 5975C, operado por ionizagao de impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a
uma velocidade de 1,0 scan/s, com um intervalo de aquisicdo de massas de 40 - 400 m/z. Os
componentes foram identificados por comparagdo de seus indices de retengdo e tempo de
retencao calculados (IKc e TR) com os indices obtidos em literaturas (Davies, 1990; Adams,
2007) e por comparagdo dos espectros de massas com o banco de dados da biblioteca
NIST/EPA/NHI (NIST, 2008). Os indices de retencdo de relativos a co-inje¢cdo de padrao de
n-alcanos (C8-C20; Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) foram calculados com a aplicagdo da
equagao de Van Den Dool e Kratz (1963).

2.4.Ensaios com Spodoptera frugiperda
2.4.1. Insetos

Lagartas de S. frugiperda foram obtidas de criacdo mantida no Laboratorio de

Ecotoxicologia e MIP do Departamento de Entomologia da UFLA. As lagartas foram
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alimentadas com dieta artificial (Parra, 2001) e os adultos com solugdo de mel a 10%. Os
insetos utilizados em todos os bioensaios foram provenientes da segunda postura dos adultos
providos da criagdo. Os insetos foram mantidos em sala climatizada a temperatura de 25 + 2

°C, umidade relativa de 70 = 10 % e fotofase de 12 horas.

2.4.2 Screening com os 6leos essenciais em ensaio de aplicacio topica

Os OEs provenientes de folhas, caules e inflorescéncias de H. marrubiides, N. cataria,
O. baslicum, O. majorana, O. vulgare e P. amboinicus foram previamente solubilizados em
acetona na concentracao de 90 pg/ uL (dose estipulada por testes realizados anteriormente) e
aplicados de forma topica (1 pL) no dorso das lagartas de S. frugiperda, empregando-se
microsseringa do tipo Hamilton®. Foram empregadas lagartas de S. frugiperda com 72 horas
de idade, previamente alimentadas em dieta artificial. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com 72 repeticdes por tratamento, a parcela
experimental foi constituida por uma lagarta, mantida individualizada em placas de
microtitulacao Elisa® de 24 compartimentos. O controle negativo foi constituido por acetona.
A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada a cada 24 horas durante 168 horas. O experimento

foi repetido duas vezes no tempo.

2.4.3. Screening com dleos essenciais sobre lagartas de S. frugiperda via ingestao

Neste ensaio foram empregados apenas os 0leos essenciais de H. marrubioides e O.
basilicum, que além de serem ativos para S. frugiperda em ensaio topico, também
apresentaram maior rendimento na extracdo. Os OEs (200 pg) foram solubilizados em 20 mL
de solugdo aquosa de Tween 80 a 1% e incorporados em 200 mL de dieta artificial a
temperatura média de 40°C (diluicao estipulada por meio de pré-testes e dados presentes na
literatura).

Os tratamentos constituiram-se de: dois tratamentos com as solu¢des contendo os OEs
de O.basilicum e H. marrubioides diluidos (20ml) em dieta artificial, um tratamento com o
bioinseticida Azamax® (na dose recomendada pelo fabricante, 5 mL/L dgua) diluido em dieta
artificial como controle positivo, o qual apds ser preparado (calda) foi adicionado a dieta (20
mL da calda em 200 mL de dieta artificial); solu¢do aquosa de Tween 80 a 1% (20ml) diluida
em dieta artificial; e a testemunha com apenas a dieta artificial acrescida de 20ml de agua

destilada.
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Pedacos de dieta de igual tamanho foram oferecidos para lagartas recém eclodidas de
S. frugiperda. O delineamento foi inteiramente casualizado com 60 repeticdes por tratamento,
a parcela experimental foi formada por uma lagarta que foi mantida de forma individualizada
em tubo de vidro (8 cm de altura x 2,5 cm de didmetro). Os ensaios foram repetidos duas
vezes no tempo. Os insetos tiveram a sobrevivéncia avaliada a cada 24 horas por 7 dias. Além

disso, também foi avaliado o peso das pupas.

2.4.4. Obtencao de curvas de tempo-resposta e de dose-resposta

Os oleos essenciais de H. marrubioides e O. basilicum foram avaliados nas doses de
10, 30, 50, 70 e 90 pg/uL de acetona. Também foram determinadas curvas de dose-reposta
para o inseticida padrao clorpirifés (95 % de pureza, Sigma-Aldrich®) nas doses de 0,001;
0,01; 0,1; 1 e 10 pg/uL de acetona, conforme descrito no subitem 2.4.2. As avaliagdes de
sobrevivéncia dos insetos foram realizadas a cada 24 horas durante 168 horas, e os ensaios
foram repetidos duas vezes no tempo. A curva de dose resposta foi tragada no tempo de 48

horas.

2.4.5 Ensaio com os constituintes majoritarios

Para os testes com as substiancias majoritarias, foram empregados os compostos
majoritarios de H. marrubioides, identificado como B-tujona, € os de O. basilicum linalol e
1,8-cineol. A partir do percentual de cada substancia por meio da cromatografia (Tabela 2)
presente nos seus respectivos OEs, e ainda os valores de DL50 ¢ DL90 de cada o6leo
adquiridos pelos testes Curva de dose resposta (Tabela 3); as doses de cada subtincia
majoritdria isolada foram determinadas da seguinte forma: D=DL90*(T/100) onde D = dose
da substancia isolada a ser testada; DL90= Dose Letal 90 do OE, obtido no subitem 2.4.4; T =
teor da substancia pura presente no OE, obtida no subitem 2.3.

Assim, os tratamentos empregados consistiram da DL90 dos o6leos essenciais de H.
marrubioides (44,57 ng/uL) e de O. basilicum (75,17 pg/ul), e das substancias puras: o-
tujona (7,05 pg/uL), linalol (29,61 pg/uL) e 1,8-cineol (11,28 pg/ul), além do tratamento
controle com apenas acetona. Os 6leos e as substancias puras foram diluidos em acetona e 1
pL das solucdes adquiridas, foi aplicado no dorso de lagartas com 72 horas de idade. A
sobrevivéncia dos insetos foi avaliada a cada 24 horas durante 168 horas, e os ensaios foram

repetidos duas vezes no tempo.



45

2.5 Seletividade fisioldgica dos oleos essenciais para 7. pretiosum em sua fase imatura

Utilizou-se uma populagdo de 7. pretiosum obtida de ovos de S. frugiperda em cultura
de milho no municipio de Piracicaba, SP. Ovos da traga-da-farinha Ephestia kuehniella Zeller,
1879 (Lepidoptera: Pyralidae) foram utilizados como hospedeiro para o teste com T.
pretiosum oriundos da segunda geracao. As doses utilizadas corresponderam aos valores de
DL90 dos OEs para S. frugiperda. Os tratamentos consistiram dos OEs de H. marrubioides,
O. basilicum e do produto técnico clorpirifoés (controle positivo), nas concentragdes de 75,17
pg/ul; 44,57 png/ul e 0,24 pg/ul, respectivamente. Acetona foi usada como controle
negativo.

Foram utilizados pulverizadores de pressao (vazao de pressdao de aproximadamente 0,3
L/min) para a pulverizagdo dos compostos. Cada tratamento foi representado por uma cartela
contendo cerca de 125 ovos de E. kuehniella, os quais foram previamente inviabilizados sob
lampada germicida, tratados e ofertados as fémeas, uma hora apds a aplicagdo dos compostos.

Para cada tratamento, vinte e oito fémeas com até 12 h de idade foram
individualizadas em tubos de vidro (8 cm de altura x 2,5 cm de diametro), fechados com filme
de polietileno, alimentadas com mel em forma de goticulas depositadas no interior dos
recipientes. Cerca de 125 ovos de E. kuehniella com até 24 horas de idade foram aderidos a
cartelas de cartolina azul (5 cm de comprimento ¢ 0,5 cm de largura), por meio de goma
arabica diluida a 50% em 4gua, inviabilizados sob lampada germicida e ofertados para cada
fémea do parasitoide.

Apo6s 24 horas da oferta, as f€meas foram retiradas e individualizadas em outros tubos
para avali¢ao da longevidade. Os ovos supostamente parasitados foram mantidos em ambiente
climatizado sob as mesmas condi¢cdes da criacdo, até a emergéncia dos parasitoides.
Avaliaram-se os efeitos das substadncias na capacidade de parasitismo, percentual de
emergéncia e longevidade das fémeas.

Cada tratamento foi composto por sete repeticdes, cada parcela formada de quatro
cartelas contendo ovos do hospedeiro. A porcentagem média de reducdo da capacidade
benéfica do parasitoide (parasitismo e emergéncia) foi obtida por meio da equacdo: % redugdo

=100 - [(média geral do tratamento/média geral da testemunha) x 100].
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2.6. Analises estatisticas

Os experimentos foram repetidos duas vezes no tempo ¢ os dados coletados foram
submetidos a andlise conjunto, usando o teste de Bartlet test (R Development Core Team,
2019).

Os dados referentes a sobrevivéncia dos insetos ao longo do tempo foram submetidos
a analise de sobrevivéncia, aplicando-se o modelo de Weibull, por meio do pacote Survival do
software R® (R Development Core Team, 2019). Apds a selegdo do modelo matematico mais
adequado por meio da andlise de residuos, foi realizada a anélise de contraste para verificar a
semelhanga entre os tratamentos empregados com vista a formagdo de grupos congéneres.
Também foram calculados os tempos letais medianos (TL50) para cada grupo formado. O
ajustamento dos dados a distribuicdo de Weibull foi verificado por meio do teste de
Kolmogorov — Smirnov.

Para a constru¢do das curvas de dose-resposta, foi empregada analise de Logit usando
o pacote drc (Ritz 2013) no software R® (R Development Core Team, 2019). As andlises de
emergéncia e parasitismo, foram avaliados por meio do teste Kruskal-Wallis, utilizando o

pacote pgirmess no software R® (R Development Core Team, 2019).

3. RESULTADOS

3.1. Screening com os 6leos essenciais em ensaio de aplicaciao topica

Os dados se ajustaram a distribuicdo de Weibull (D = 0,0456; p-valor = 0,6703) ¢
houve diferenca significativa entre os tratamentos (X2 = 622,76, df = 6, p <0,0001). Foi
possivel a formagdo de quatros grupos congéneres, o grupo 1 agrupou as espécies O.
basilicum, H. marrubioides, O. majorana e P. amboinicus, os quais apresentaram TLs, de 23
h e sobrevivéncia acumulada de 0%. O segundo grupo constituiu-se do 6leo essencial de O.
vulgare apresentando TLso de 37 h e sobrevivéncia acumulada de 0,17%. A espécie N. cataria
formou o grupo 3 apresentando TLsy de 53 h e sobrevivéncia acumulada de 2,3%. O quarto
grupo englobou o controle negativo com acetona com TLsy maior que 168 horas e
sobrevivéncia acumulada de 98,6% (Figura 1). Com base nos resultados de teor e rendimento
dos OEs (Tabela 1) as espécies O. basilicum e H. marrubioides foram escolhidas para dar

continuidade aos testes biologicos.
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Tabela 1 - Teor e rendimento do 6leo essencial das folhas, caules e inflorescéncias de

Ocimum basilicum, Hyptis marrubioides, Nepeta cataria, Plectranthus amboinicus,
Origanum majorana e Origanum vulgare.

Espécie Teor (%) Rendimento

(nl/ g planta)
Ocimum basilicum 1,03 0,61
Hyptis marrubioides 0,46 0,27
Nepeta cataria 0,40 0,24
Plectranthus amboinicus 0,15 0,09
Origanum majorana 0,45 0,26
Origanum vulgare 0,54 0,32
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Figura 1 - Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda submetidas a aplicacdo topica com Oleos
essenciais de plantas da familia Lamiaceae. Onde: S (t) = exp(-(time/d)a); & = parametro de forma; o =
pardmetro de escala. Grupos 1 = oleos essenciais de Ocimum basilicum, Hyptis marrubioides, Origanum
majorana e Plectranthus amboinicus. Grupo 2 = 6leo essencial de Origanum vulgare. Grupo 3 = 6leo essencial
de Nepeta cataria. Grupo 4 = acetona.



48

3.2. Efeitos dos oleos essenciais sobre lagartas de S. frugiperda via ingestio

No ensaio de ingestdo, houve ajuste dos dados a distribui¢do de Weibull (D = 0,0766;
p-valor = 0,3412), ¢ foi constatada diferenca significativa entre os tratamentos (x*= 155,51; df
=4, p <0,0001). Foi possivel a formagao de dois grupos congéneres; grupo 1 foi formado
pelo tratamento com bioinseticida Azamax® (controle positivo), apresentando TLsy igual a
120 horas e sobrevivéncia acumulada de 25,37%. O segundo grupo englobou a testemunha

acetona e os OF de H. marrubioides e O. basilicum, com TLsy maior que 168, e sobrevivéncia

acumulada de 98,34% (Figura 2).
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Figura 2 — Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo dleo
essencial de Ocimum basilicum e Hyptis marrubioides (2 mg mL'de dieta) e bioinsetida Azamax® na dose
recomendada (8 mg mL'de dieta). Grupo 1 = Dieta artificial acrescida de Azamax® (controle negativo). Grupo
2 = controle negativo 1(dieta artificial), controle negativo 2 (dieta artificial acrescida de solu¢do aquosa Tween®
80 0.01 g mL-1), dieta artificial com oleo essencial de O. basilicum e dieta artificial com 6leo essencial de H.
marrubioides.

No que se refere ao peso de pupas de S. frugiperda, ndo foi constatada diferenga entre
os tratamentos. Os pesos variaram de 0,02g e 0,10g. Assim como no teste via ingestao para a
obtencdo da curva de sobrevivéncia (Figura 2); observa-se que o OEs de H. marrubioides e O.
basilicum nado tiveram atividade inseticida via oral. As substincias podem ter sido
metabolizadas, ou trabalhos futuros poderdo ser feitos para a verificagdo de efeitos subletais

ao inseto via ingestao dos 6leos.
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3.3. Analise e identificaciio dos constituintes de cada espécie vegetal

O 6leo essencial de O. basilicum, apresentou dez constituintes principais (Tabela 2), -
linalol (39,49%) ¢ 1,8-cineol (15,04%) foram os que apresentaram maiores teores. Ja o 6leo
de H. marrubioides, o resultado cromatografico apresentou oito constituintes principais
(Tabela 2), e os que apresentaram maiores teores foram B-tujona (41,49%) e a-tujona (15,81

%).

Tabela 2 - Composi¢do quimica do Oleo essencial das folhas, caules e inflorescéncias de
Hyptis marrubioides € Ocimum basilicum.

Identificagdo TR Area %

Ocimum basilicum

1 1,8 Cineol 7,21 15,04%
2 Fenchona 9,16 1,684
3 B linalol 9,73 39,493
4 Octanoato de Metila 10,63 2,637
5 Canfora 11,28 11,74
6 a Terpineol 13,16 2,3

7 Isoeugenol 20,1 5,859
8 Z Cariofileno 22,49 1,868
9 Germacreno B 24,98 3,87
10 & Cadinol 30,42 3,892

Hyptis marrubioides

1 Sabineno 5,51 5,422
2 o tujona 9,83 15,82
3 B tujona 10,28 41,499
4 Octanoato de Metila 10,63 3,295
5 Pinocanfeno 12,44 3,969
6 a Copaeno 20,77 3,515
7 o Cariofileno 22,49 4311
8 Germacreno D 24,98 5,478

*TR = tempo de retengdo calculado de acordo com a série de n-alcanos (C8-C20) HP-5 MS por ordem de eluigdo; Ni =
constituinte ndo identificado.
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3.4. Obtencdo de curvas de dose resposta

As diferentes concentragdes do OE de H. marrubioides apresentaram atividade
inseticida para lagartas de S. frugiperda (x’= 866,12; df =4, p<0,0001), com os dados se
ajustando a distribuicdo de Weibull (D = 0,0375; p-valor = 0,692). Houve a formagdo de 5
grupos distintos, as concentragdes de 70 e 90 pg/uL foram integrantes do grupo 1, com TLsg
equivalente a 20,5 h e sobrevivéncia acumulada de 0 %. O grupo 2 foi composto pela
dosagem de 50 pg/uL apresentando TLsy de 31,5 h e sobrevivéncia acumulada de 0,15%. A
dosagem de 30 pg/ul compoés o grupo 3, com TLsy equivalente a 76 h e sobrevivéncia
acumulada de 77,53%. Em seguida, a dosagem de 10 pg/ul compds o grupo 4, com TL50
maior que 168 horas e sobrevivéncia acumulada de 92,24%. O quinto grupo foi formado pelo

controle acetona, com TLsy maior 168 h e sobrevivéncia acumulada de 92,24% (Figura 3).
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Figura 3 - Andlise de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda submetidas a aplica¢do topica de
diferentes concentracdes (10, 30, 50, 70 e 90 pg/ul) do o6leo essencial de Hyptis marrubioides. Onde: S (t) = exp
(-(time/d)a); & = pardmentro de forma ; o = parametro de escala. Grupo 1= concentragdes de 70 e 90 ng/pL.
Grupo 2= concentra¢ao de 50ug/pL. Grupo 3= concentracdo de 30 pg/uL. Grupo 4= concentragdo 10 pg/pL.
Grupo 5 = acetona (controle negativo).

A analise de sobrevivéncia com diferentes concentracdes do o6leo de O. basilicum

também apresentou diferenca estatistica significativa (X2: 582,56; df =5, p<0,01); os dados se
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ajustaram a distribui¢do de Weibull (D = 0,0456; p-valor = 0,469). Foram formados cinco
grupos distintos : as maiores concentragdes (70 e 90 ug/uL) formaram o grupo 1 com TLsy de
24 horas e sobrevivéncia acumulada de 0,54%; o grupo 2 foi composto pela dosagem de 50
png/uL, apresentando TLsy de 68 h e sobrevivéncia acumulada de 17,06%; a dosagem de 30
pug/ul compds o grupo trés com TLsy de 125 h e sobrevivéncia acumulada de 39,26%; a
dosagem de 10 pg/ul. compos o grupo 4, € o controle com acetona compds o grupo 5, ambos

com TLsy maior que 168 horas e sobrevivéncia acumulada de 82,80% (Figura 4).
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Figura 4 - Analise de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda submetidas a aplicagdo topica de
diferentes concentragdes (10, 30, 50, 70 e 90 pg/ul) do dleo essencial de Ocimum basilicum. Onde: S (t) = exp (-
(time/d)a); & = paramentro de forma ; o = parametro de escala. Grupo 1= concentragdes de 90ug/puL. 70pg/ul.
Grupo 2 = concentragdo de 50 pg/pL. Grupo 3= concentrac¢do de 30 pug/uL. Grupo 4= concentracdo 10 ug/pL.
Grupo 5 = acetona (controle negativo).

No que se refere as curvas de dose-resposta, o OE de H. marrubioides apresentou os
resultados mais promissores, com DLsy de 18,49 pg/ul. e DLgy de 44,57 ng/uL. O o6leo
essencial de O. basilicum apresentou os valores de 38,21 ug/ul e 75,169 pg/ul para DLsg e
DLy, respectivamente. Em adic¢do, para o produto técnico clorpirifos, este apresentou DLsy de

0,019 pg/ul e DLy de 0,234 pg/ul (Tabela 3).
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Tabela 3 - Curvas de dose-resposta para os dleos essenciais de Hyptis marrubioides, Ocimum
basilicum, e o produto técnico clorpirifés aplicados via topica sobre lagartas de Spodoptera
frugiperda.

Tratamento DLso (LI -LS) DLy (LI -LS) x P n e B
(ng/pl) (ng/nl)
Hyptis 18,49 44,57 518,85 0,9913 720 18,493 -2,498
marrubioides (16,32 - 20,66) (38,48— 50.66)
Ocimum basilicum 38,21 75,16 601,05 0,4573 720 38,213 -3,248

(35,30 - 41,12) (66,91— 83,42)

Clorpirifos 0,0190 0,234 11927 0,4499 720 0,0191  -0,875
(0,0065-0,0316)  (0,0154-0,4848)

“b” e “e” = coeficientes da equagdo f(x)=1/1+exp(b(log(x)-log(e))).

3.6. Ensaios com os compostos majoritarios

Os dados nio apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (x’= 552,85; df
=5, p<0,01), se ajustaram a distribui¢ao de Weibull (D = 0,04965; p-valor = 0,2361). Houve a
formacao de cinco grupos congéneres: o grupo 1 foi formado pelo tratamento OE de O.
basilicum, e o TLs foi de 20 h e a sobrevivéncia acumulada de 0,23%. O grupo 2 englobou o
tratamento com o OE de H. marrubioides, com TLsy de 31 h e sobrevivéncia acumulada de
2,01%. O grupo 3 foi formado pelas substancias linalol e a-tujona, o TLs, para este grupo foi
de 59 h e sobrevivéncia acumulada de 13,67%. A substancia 1,8-cineol se enquadrou no
grupo 4, com TLsy de 98 h e sobrevivéncia acumulada de 30,79%; e por fim o grupo 5
composto pelo controle (acetona), apresentando TLsy maior que 168 horas e sobrevivéncia

acumulada de 92,40% (Figura 5).
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Figura 5 - Analise de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda submetidas a aplicacdo topica de
Hyptis. marrubioides, Ocimum basilicum e suas respectivas substancias majoritarias sendo estas linalol, 1,8-
cineol, a-tujona e acetona como controle. Onde: S (t) = exp (-(time/d)a); & = pardmentro de forma ; o =
paradmetro de escala. Grupol= Ocimum. basilicum. Grupo 2= Hyptis marrubioides. Grupo 3= Linalol mais a-
tujona. Grupo 4= 1,8-cineol. Grupo 5= Acetona.

3.7. Seletividade para T. pretiosum

Os resultados da avaliagdo da longevidade das fémeas de 7. pretiosum utilizadas no
teste de parasitismo (Figura 6) se ajustaram a distribuicao de Weibull (D = 0,04965; p-valor =
0,239), foi constatada diferenca significativa entre os tratamentos (x2 =74,62; df =3, p<0,01).
O grupo 1 constituiu-se das f€meas que tiveram contato com os ovos tratados com o inseticida
clorpirifés (controle positivo), apresentando TLsy de 22,1 h e sobrevivéncia acumulada de
4,69%. Os ovos tratados com os OE de H. marrubioides e O. basilicum formaram o grupo 2,
apresentando TLso de 78 h e sobrevivéncia acumulada de 63,75%. O grupo 3, com um TLsg
de 84 h foi composto por f€meas que estiveram em contato com ovos tratados com acetona

(controle negativo), e apresentaram sobrevivéncia acumulada de 82,30% (Figura 6).
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Figura 6 - Longevidade de fémeas de Trichogramma pretiosum submetidas ao contato de ovos de Anagasta
kuehniella, tratados com solucdo de oleo essencial de Hyptis marrubioides, Ocimum basilicum, Clorpirifos.
Grupo 1 = Clorpirifos (0,24 pg/ul). Grupo 2= 6leo essencial de Hyptis marrubioides e Ocimum basilicum. Grupo
3= acetona (controle negativo).

No que se refere a percentagem de parasitismo de 7. pretiosum, os ovos tratados com
acetona, OE de H. marrubioides e O. basilicum apresentaram os valores percentuais de
parasitismo equivalentes 81,63; 75,95 e 74,25 % respectivamente, € estes ndo se apresentaram
diferentes entre si. De forma andloga, ndo foi constatada reducdo no percentual de
emergéncia, com as médias de 41,94; 31,19 e 47,64%, respectivamente. Para o controle
positivo (inseticida clorpirifos), foi constatada diferenga significativa, com médias de 49,29 e

2,34% para o percentual de parasitismo e emergéncia, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4 - Porcentagem de emergéncia e de parasitismo de Trichogramma pretiosum
submetidos ao contato com de ovos de Anagasta kuehniella, tratados com solucdo de dleo
essencial de Hyptis marrubioides, Ocimum basilicum, clorpirifos e acetona.

Tratamentos % de parasitismo £EP* % de emergéncia £EP*
Acetona (controle negativo) 81,63+ 1,7903 a 41.94+£1.9805a
Hyptis marrubioides 74.95+£3.8115a 31.19+£0.4383 a
Ocimum basilicum 74.25+£2.4308 a 47.64 +£2.6697 a
Clorpirifos (controle positivo) 45.29 +£8.6036 b 2.34+2.6827Db

*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis a 5% de significancia.

4. DISCUSSAO

Os oleos essenciais das espécies O. basilicum, H. marrubioides, P. amboinicus, O.
majorana, O. vulgare e N. cataria, escolhidas para o teste preliminar, apresentaram atividade
inseticida para lagartas da espécie S. frugiperda; principalmente as primeiras quatro espécies;
0 que corrobora os demais dados presentes na literatura referente a atividade inseticida dessa
familia (Giatropoulos et al., 2018; Silva et al., 2017; Hashemi et al., 2013; Tripathi et al.,
2009).

O OE de H. marrubioides apresentou atividade inseticida via contato para S.
frugiperda (DLso= 18,49 pg/ul) comprovando, assim, acdo inseticida do género Hyptis ja
verificada por outros autores. Entre as outras espécies deste mesmo género estdo Hyptis
pectinata, Hyptis suaveolens, Hyptis spicigera, estas sdo testadas para efeito larvicida contra
Aedes albopictus e acdo fumigante contra Sitophilus granarius (Feitosa-Alcantara et al., 2018;
Conti et al., 2012; Singh et al. 2012, Conti et al., 2011; Tripathi et al., 2009).

Trabalhos com a espécie Hyptis suaveolens verificaram a atividade larvicida dessa
espécie para Spodoptera litura (Pavunraj et al., 2014). Tripathi et al. (2009) também
verificaram resultados parecidos; encontraram um DLsy de 57.0 pg/mg (peso OE/ peso inseto)
6leo essencial de para Callosobruchus maculatus

O OE de O. basilicum também apresentou atividade inseticida contra S. frugiperda,
comprovada pelos bioensaios via aplicagdo topica (DLsp= 38,21 pg/uL) (Tabela 3) o que
corrobora os recentes estudos que mostraram também a versatilidade do género Ocimum

como agente inseticida. Como exemplo, a espécie Ocimum tenuiflorum no controle do
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Sitophilus orzyae (Bhavya et al., 2018), ou Ocimum sanctum como larvicida do vetor
Chrysomya putoria (Chil-Nufiez et al., 2018), além de outras espécies como Ocimum
gratissimum e Ocimum canum (Cruz et al., 2017; Essolakina et al. 2014).

A acdo inseticida encontrada nos OEs neste trabalho, corroboram o efeito similar
encontrado em trabalhos realizados com o 6leo de Artemisia absinthium no controle de
Spodoptera littoralis sobre lagartas de terceiro instar. Os autores encontraram valores de
10,59 e 17,12 uL/L de solvente para DLsy € DLgg respectivamente (Dhen et al., 2014). Efeito
larvicida do OE de O. basilicum também foi observado por Dris et al., (2017) no controle de
Culex pipiens.

Quanto a composicao quimica dos OEs, para a espécie H. marrubioides foi possivel
verificar que os resultados do presente estudo diferem um pouco dos encontrados por Botrel
et al (2010) que identificaram 3,36 % e 9,98% para B-tujona e a-tujona, respectivamente, em
plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Estudos realizados com essa mesma espécie sobre
diferentes niveis de radiacdo também apresentaram valores distintos; os autores encontraram
B-tujona com um percentual de 32% sob alta radiagao (Sales et al., 2009).

De igual modo ocorreu com o OE de O. basilicum, o qual o teor de linalol (39,49%)
foi relativamente baixo se comparados com trabalhos de outros autores como Silva et al.,
(2017). Estes autores verificaram um teor de 77,34% da substancia linalol. Por outro lado, o
teor de 1,8-cineol encontrado por estes mesmos autores foi relativamente mais baixo (6,05%)
se comparado com o encontrado neste estudo (15,04%). Outros trabalhos realizados com O.
basilicum apresentaram teores de linalol de aproximadamente 62% (Cruz et al., 2017), o que
comprova que essas espécies podem sofrer alteracdes no teor dos seus constituintes do
metabolismo secundario devido a varios fatores como sazonalidade e variedade da espécie.

A atividade inseticida para S.frugiperda mostrou alta nos tratamentos com os 6leos
essenciais (sobrevivéncia acumulada de 0,23% e 2,01%; respectivamente) do que nos testes
com as substincias isoladas linalol, a-tujona (sobrevivéncia acumulada de 13,67%) e 1,8-
cineol (sobrevivéncia acumulada de 30,79%). Os dleos essenciais por apresentarem grande
complexidade de substancias que podem, muitas vezes, apresentar efeito bioldgico por
atuacdo sinérgica de substincias (Benelli et al., 2017; Andrés et al., 2017). Os resultados
deste trabalho corroboram os estudos realizados por Cruz et al. (2017) nos quais, embora
limoneno e trans-anetol tenham sido identificados como compostos majoritarios, os testes de
toxicidade com as substancias isoladas para larvas de S. frugiperda apresentaram diferentes

resultados se comparados com os encontrados nos ensaios com os 6leos essenciais.



57

Resultados similares ao deste trabalho foram encontrados em estudos realizados com
misturas bindrias em teste com Spodoptera litura. Os autores verificaram que a acdo da
mistura de linalol e 1,8-cineol proporcionaram um incremento de toxicidade de quase 45% se
comparado com testes com as substancias isoladas (Koul et al., 2013).

Adicionalmente, foram identificados por Herrera et al. (2015), os quais realizaram
testes de toxicidade fumigante de doze tipos de ketonas no controle de Sitophilus zeamais
(Coleoptera: Curculionidae). Dentre as substancias estudadas, estas incluiram a-tujona; a qual
apresentou (24 horas apos a aplicacao) 65,5 uL/L de ar e 111,6 uL/L de solvente como DLs e
DLys respectivamente

Substancias isoladas com caracteristicas similares as testadas neste trabalho foram
utilizadas em bioensaios no controle de de lagartas de terceiro instar de Spodoptera litura
(Benelli et al.,2017). Os autores encontraram valores de DLgy de 12,16 pg/ml e 20,56 ug/ml
de solvente, para as substancias majoritdrias do OE de Wedelia prostrata, canfeno e y-
elemeno, respectivamente.

No que se refere aos testes realizados com o inimigo natural 7. pretiosum, os resultados
comprovaram que os OEs das duas espécies vegetais testadas ndo foram toxicos ao
parasitoide, ndo afetando a longevidade das fémeas nem o percentual de emergéncia da
geragdo F1. Estes resultados corroboram os de Poorjavad et al. (2014) que também realizaram
trabalhos com espécies do género Trichogramma. Estes autores verificaram a seletividade de
Oleos essenciais para este género de parasitoides; embora os OEs tenham reduzido a
longevidade das fémeas, estes apresentaram-se seletivos para o inimigo natural em outros
parametros.

De forma analoga ao mencionado anteriormente por Parreira et al. (2018) que testaram
10 diferentes 6leos essenciais e verificaram seus efeitos em diferentes estagios de 7.
pretiosum, os autores utilizaram a DLsy dos 6leos essenciais testados para o controle de
Anticarsia gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae). Uma das espécies testadas foi
Origanum vulgare ¢ o OE desta espécie se apresentou seletivo para o parasitoide e
enquadrou-se na classe toxica indcua tanto para primeira quando para segunda geragao;
corroborando os dados encontrados neste trabalho para H. marrubioides e O. basilicum.

Outros trabalhos realizados com OEs mostraram a versatilidade dessas substancias do
metabolismo secundario das plantas e seu potencial seletivo para organismos ndo alvo
(Purwatiningsih & Hassan, 2012). Estes autores verificaram que o O6leo essencial de
Leptospermum petersonii apresentou atividade inseticida para Plutella xylostella (L.), porém

o OE em todas as concentracdes testadas (0,5 a 6%) ndo causaram mortalidade de 7.
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pretiosum, bem como ndo afetou o percentual de parasitismo e emergéncia do parasitoide. Em
estudo com OE de Alpinia conchigera e Curcuma zedoaria, os autores verificaram que o
constituinte 1,8-cineol em baixas doses apresentou-se seletivo para a espécie 7. deion

(Suthisut et al., 2011).

5. CONCLUSAO

Os O6leos essenciais de H. marrubioides e O. basilicum apresentam potencial para
controle de S. frugiperda. Os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais, a-tujona, linaol e
1-8 cineol testados isoladamente, também apresentaram atividade inseticida para S.
frugiperda; no entanto, sugere-se que essa atividade estd diretamente relacionada ao
sinergismo entre as substancias testadas e demais majoritarias presente nos 6leos. Os 6leos

essenciais de H. marrubioides e O. basilicum apresentam baixa toxicidade para 7. pretiosum.
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