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RESUMO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) é um inseto polifago, considerada uma importante
praga de diversas culturas de importancia agricola, sendo, historicamente,
controlada pela utilizacdo do método quimico e, atualmente, pela utilizacdo de
plantas geneticamente modificadas. No entanto, esses métodos de controle
possibilitam a selecdo de populagBes resistentes do inseto. Assim, os 6leos
essenciais de plantas sdo considerados como uma rica fonte de moléculas que
podem possuir atividade biol6gica para artropodes-praga. Na literatura, ha varios
estudos que comprovam que plantas do género Cymbopogon possuem acao
inseticida sobre varios insetos-praga. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade inseticida do 06leo essencial de Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats.
(Poaceae) e de seu constituinte majoritario para S. frugiperda, assim como a
atividade desses compostos para a inibicdo in vitro da enzima
acetilcolinesterase. Inicialmente, o 6leo essencial de C. flexuosus foi obtido de
plantas cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de
Lavras, no municipio de Lavras, Minas Gerais. Aos sete meses de cultivo das
plantas, suas folhas foram coletadas para extragdo do 6leo essencial pelo método
de destilagdo por arraste a vapor. Com o0 bioensaio de concentracdo-
mortalidade, determinou-se a concentracdo letal mediana (CLsy) que foi 1,35
mg.mL™ de dieta e o tempo letal mediano (TLso) que foi de 18,85 horas. Assim,
com a ocorréncia de efeito letal pronunciado do 6leo essencial, foi realizada a
identificacdo dos constituintes quimicos, na qual o citral (77,25%) foi
identificado como constituinte majoritario. Em seguida, as concentragdes CLgg
(2,053 mg.mL™), CLso (1,35 mg.mL™) e CLy (0,675 mg.mL™) do 6leo essencial
e as concentracdes equivalentes a CLgo (1,58 mg.mL™), CLs (1,042 mg.mL™) e
CLg (0,521 mg.mL™) do citral foram adicionadas & dieta artificial e, logo,
foram submetidas a ensaios biol6gicos com S. frugiperda para a determinagéo
dos efeitos letal e subletal do 6leo essencial e do citral. Foi registrada a
ocorréncia de quatro grupos congéneres, nos quais foi observado que o citral
apresentou atividade inseticida para lagartas de S. frugiperda semelhante ao 6leo
essencial de C. flexuosus. Além disso, tanto o 6éleo essencial de C. flexuosus
quanto o citral demonstraram atividade inibitéria in vitro para a enzima
acetilicolinesterase, na qual o citral necessitou de uma menor concentragdo
(0,533 mg.mL™), em relacéo ao 6leo essencial (0.841 mg.mL™), para inibir 50%
da atividade da enzima. Dessa forma, pode-se concluir que 6leo essencial de C.
flexuosus é téxico para lagartas de S. frugiperda, e a atividade inseticida esta
diretamente relacionada ao citral.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho. Oleo essencial. Citral. Acetilcolinesterase.
Produtos naturais.



ABSTRACT

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda) (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) is a polyphagous insect, considered an important pest
for many agricultural cultures. It is historically controlled by means of chemical
method and, currently, by the use of genetically modified plants. However, these
control methods allow the selection of resistant insect populations. Thus,
essential oils extracted from plants are considered a rich source for molecules
with arthropod pests biological activity. In literature, many studies prove that
plants from the Cymbopogon genus present insecticide properties over many
insect pests. Therefore, the objective of this work was to evaluate the insecticide
properties of the essential oil extracted from Cymnopogon flexuosus (Steud.)
Wats. (Poaceae) and its major constituent over S. frugiperda, as well as the
activity of these compounds for the in vitro inhibition of enzyme
acetylcholinesterase. Initially, the C. flexuosus essential oil was obtained from
plants cultivated at the Medicinal Plant Garden at the Universidade Federal de
Lavras, in the municipality of Lavras, Minas Gerais, Brazil. At seven months of
cultivation, leaves were collected for extracting the essential oil by steam
distillation. By means of the concentration-mortality bioassay, we determined
the median lethal concentration (LCsg) of 1.35 mg.mL™ of diet, and the median
lethal time (LTso) of 18.85 hours. Thus, with the pronounced occurrence of
lethal effect of the essential oil, we identified its chemical constituents, of which
Citral (77.25%) was the major constituent. Subsequently, LCqy (2.053 mg.mL™),
LCso (1.35 mg.mL™) and LCy (1.58 mg.mL™) concentrations of the essential oil,
and the equivalent concentration of LCq (1.58 mg.mL™), LCs (1.042 mg.mL™)
and LCq (0.521 mg.mL™) of the Citral were added to the artificial diet and
submitted to biological trials with S. frugiperda for determining the lethal and
sublethal effects of the essential oil and Citral. The occurrence of four related
groups was verified, in which Citral presented insecticide activity over S.
frugiperda caterpillars, similar to what occurred with the C. flexuosus essential
oil. Both C. flexuosus essential oil and Citral showed in vitro inhibitory activity
over the enzyme acetylcholinesterase, for which Citral demanded lower
concentration (0.533 mg.mL™) in relation to the essential oil (0.841 mg.mL™) to
inhibit 50% of the enzyme activity. Thus, we conclude that C. flexuosus
essential oil is toxic to S. frugiperda caterpillars, and the insecticide activity is
directly associated to Citral.

Keywords: Fall Armyworm. Essential oil. Citral. Acetylcholinesterase. Natural
products.
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1 INTRODUCAO

Os lepiddpteros destacam-se por constituirem a segunda ordem mais
diversa de insetos, sendo que muitas espécies sdo consideradas pragas chaves de
cultivos agricolas e florestais (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011). Dentre as
inimeras espécies da ordem Lepidoptera, Spodoptera frugiperda (J.E Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), comumente conhecida no Brasil como lagarta-do-
cartucho. E considerado como um inseto polifago que causa danos econémicos a
diversas culturas de interesse agricola, principalmente, a cultura do milho, sorgo,
arroz, algodio (BARROS et al., 2010; BUSATO et al., 2005; MURUA et al.,
2015; POGUE, 2002).

A lagarta-do-cartucho é nativa das Américas, onde encontra condicoes
climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento. Devido ao seu comportamento
migratério, € amplamente distribuida em vérios paises, com ocorréncia
destacada no Brasil e nos Estados Unidos (NAGOSHI; MEAGHER, 2008) e
ocorréncia ocasional até mesmo na China durante o verdo (ZHANG et al.,
2016).

Historicamente, esse lepidoptero ataca preferencialmente o cartucho das
plantas de milho, consumindo grande parte da area foliar antes das folhas
abrirem (CRUZ, 2008). Entretanto, os habitos desse inseto tém apresentado
mudancas e, atualmente, é encontrado atacando todos os estagios de
desenvolvimento da planta (CRUZ et al., 2013).

Assim, o inseto vem sendo constatado atacando desde 0s primeiros
estadios de desenvolvimento da planta (emergéncia), destruindo a regido basal,
podendo causar a morte da plantula e, em alguns casos, causando ataques na
parte reprodutiva da planta (BUNTIN, 1986; WAQUIL et al., 1982). Tal
mudanca de comportamento deve-se a oferta de alimento constante tanto nas

areas produtivas quanto nas proximidades, em razdo do cultivo intensivo de
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culturas como milho, sorgo, algoddo e outras, além do cultivo de plantas
transgénicas, ndo havendo, assim, a interrup¢do do ciclo bioldgico do inseto,
possibilitando sua reproducédo durante todas as etapas de cultivo.

Nesse sentido, os danos causados pela lagarta-do-cartucho e outras
pragas do complexo da cultura do milho geram uma perda de aproximadamente
seis mil toneladas por ano, que oneram os custos e reduzem a producdo da
cultura (OLIVEIRA et al., 2014). Assim, levando em consideragdo que o Brasil
€ 0 3° maior produtor e 2° maior exportador mundial de milho, com producéo de
cerca de 84,6 milhdes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2016) é de suma importancia o estudo de outras
moléculas que possam ser empregadas para o controle desse inseto.

No que se refere ao controle de S. frugiperda, a alta taxa de infestacéo e
0s danos econdmicos, que esse inseto causa, permitiram que houvesse uma
dependéncia intensiva do método quimico. No entanto, essa dependéncia
histérica e o uso indiscriminado de diversas classes de inseticidas ocasionaram a
selecdo de populagdes resistentes desse inseto, reduzindo assim a eficiéncia
dessa tecnologia (CARVALHO et al., 2013; DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO,
2001).

Atualmente, esse cenario tem mudado, existem alternativas de controle
vidveis para S. frugiperda como o controle biolégico por meio da liberacéo de
inimigos naturais, tais como parasitoides de ovos de insetos-praga (PARRA;
ZUCCHI, 2004). Apesar disso, atualmente, a estratégia mais utilizada para o
controle de S. frugiperda, em diversas culturas agricolas, tem sido a utilizac&o
de plantas geneticamente modificadas (WAQUIL et al., 2013). Todavia, ja
existem relatos da selecdo de populagdes resistentes a essa tecnologia (STORER
et al., 2010).

Assim, as substancias produzidas pelo metabolismo secundério de

plantas podem ser uma ferramenta promissora no controle de pragas, pois, em
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sua maioria, sdo mais apropriados ambientalmente por possuirem menor
toxicidade aos inimigos naturais e menor toxicidade ao homem em relagdo aos
pesticidas sintéticos (ISMAN, 2006; REGNAULT-ROGER; VICENT;
ARNASON, 2012; TAVARES et al., 2011).

Salienta-se que algumas classes de inseticidas sintéticos foram
desenvolvidas por moléculas presentes em plantas. Dentre essas, destacam-se 0s
carbamato, piretroides e os neonicotinoides que foram obtidos pelas alteragdes
estruturais das moléculas que ocorrem naturalmente nas plantas das quais foram
obtidos. Dessa forma, com moléculas oriundas do metabolismo secundario de
plantas ha a possibilidade de isolar aquelas com maior potencial inseticida para,
assim, sintetiza-las e, posteriormente, comercializa-las. Ainda pode-se alterar a
estrutura quimica de tais moléculas para que sejam mais estaveis, preservando
dessa forma sua atividade contra artropodes-praga (ISMAN, 2006).

Ressalta-se que, na literatura, sdo encontrados varios estudos acerca da
atividade de metabdlitos secundarios de plantas sobre insetos pragas de interesse
agricola (BASKAR et al., 2011; HUMMELBRUNNER; ISMAN, 2001; ROEL
et al., 2010), fomentando, dessa forma, mais pesquisas com o objetivo de
encontrar moléculas com potencial inseticida, ou ainda verificar a atividade e a
estabilidade dessas moléculas quando modificadas estruturalmente.

Nesse sentido, a utilizacdo desses metabdlitos é uma alternativa
ecoldgica, para o controle de insetos-praga nos mais variados ambientes e,
dentro dessa classe, sdo incluidos os 6leos essenciais. Esses compostos possuem
varias substancias bioativas que podem reduzir o potencial de resisténcia a
pragas devido a sua complexidade (ISMAN, 2006).

Nas Ultimas duas décadas, a atividade inseticida de 6leos essenciais tem
ganhado destaque no meio cientifico, devido esses metabdlitos secundarios
possuirem uma complexa composi¢do quimica, com uma ou mais substancias

ativas, o que pode possibilitar a atuacdo em diferentes sitios e em diferentes
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estagios de desenvolvimento de um inseto alvo, sendo relatadas atividades
fumigante, repelente, antialimentar ou reguladora de crescimento (AKHTAR et
al., 2012; ENAN, 2001; ISMAN, 2000; SILVA et al., 2008).

Nesse aspecto, 0s géneros botanicos capazes de elaborar compostos que
constituem os Oleos essenciais estdo distribuidos em um namero limitado de
familias como Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae e Zingiberaceae (ENAN, 2001).
Nesse ambito, as espécies do género botanico Cymbopogon, pertencente a
familia Poaceae, sdo amplamente conhecidas por produzirem 6leo essencial e
pelas suas propriedades repelentes a insetos.

Dentre as espécies do género Cymbopogon, o Cymbopogon flexuosus
(Steud.) Wats. (Poaceae) é uma espécie botanica conhecida como capim-limao
da india oriental que produz elevada biomassa, podendo chegar a mais de 2
metros de altura (EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA E
EXTENSAO RURAL DE SANTA CATARINA - EPAGRI, 2004). E uma das
plantas produtoras de Oleo essencial mais cultivada em regibes tropicais e
subtropicais da India, Indonésia, Madagascar, e paises da Africa e América do
Sul (GANJEWALA; LUTHRA, 2010), conhecida pelas suas atividades
bioldgicas, por exemplo, a atividade inseticida para pragas de grdos
armazenados (CABALLERO-GALLARDO; OLIVERO-VERBEL;
STASHENKO, 2012), insetos vetores de doenca (TAWATSIN et al., 2001;
TENNYSON et al., 2013; VERA et al., 2014), inclusive, contra pragas de
oleaginosas (HERNANDEZ-LAMBRANO; CABALLERO-GALLARDO;
OLIVERO-VERBEL, 2014). No entanto, ndo h4 relatos sobre sua a¢ao contra S.
frugiperda.

Levando-se em consideragdo os danos provocados por S. frugiperda,
pesquisas com moléculas naturais visando ao seu controle sdo necessérias, pois 0

efeito inseticida de Oleos essenciais para lepidopteros pragas ainda é pouco
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explorado. Dessa forma, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a
toxicidade aguda do Oleo essencial de C. flexuosus e de seu constituinte
majoritario para S. frugiperda, assim como avaliar, in vitro, seus potenciais

efeitos inibitorios sobre a enzima acetilcolinesterase nesse inseto.
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2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Extracdo do 6leo essencial de C. flexuosus e analise qualitativa e
guantitativa por meio de CG-EM;

Determinar a resposta concentracdo-mortalidade do 6leo essencial
para lagartas de S. frugiperda;

Analisar o efeito subletal causado pelo éleo essencial para lagartas
de S. frugiperda;

Avaliar a toxicidade do constituinte majoritario do 6leo essencial
para S. frugiperda;

Estudar a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelo 6leo

essencial de C. flexuosus e do seu constituinte majoritario.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Importéncia econdmica do milho Zea mays L.

O milho é uma graminea pertencente a familia Poaceae, tribo Maydeae,
espécie Zea mays L. Tem sua origem ligada a América, mais provavelmente na
regido onde esta situado o México e representa um dos principais cereais, sendo
cultivado nos hemisférios norte e sul, em climas Umidos e regifes secas
(PATERNIANI; CAMPQOS, 1999; PATERNIANI; NASS; SANTOS, 2000), em
praticamente todas as regifes do mundo (CONAB, 2014).

Em virtude de possuir alto potencial produtivo, constituicdo quimica
que lhe confere valor nutritivo, o milho é um dos mais importantes cereais
cultivados e consumidos no mundo. Esse cereal possui grande importancia
social e econbmica, pois possibilita a geracdo de empregos nas zonas rurais e
urbanas.

A cultura do milho gera diversos produtos largamente utilizados na
alimentagdo humana, tanto na forma “in natura” como processada e para
alimentagdo animal, sendo considerado o principal insumo para a producdo de
racOes e de biocombustiveis como o etanol (FORNASIERI FILHO, 2007).

Salienta-se que o milho e seus derivados constituem-se em matéria-
prima para varios segmentos da industria, como, por exemplo, farmacéutica,
téxtil, bebidas, cosméticos, papéis dentre outras (SILVA; BENEZ, 2005). No
entanto, a maior parte da producdo mundial (70%) é destinada & alimentagédo
animal, sendo que nos Estados Unidos cerca de 36% é destinada a este fim,
enguanto que, no Brasil, varia de 60 a 80% (DUARTE et al., 2010; FANCELLI,
DOURADO NETO, 2004; UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE - USDA, 2016).
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Atualmente, o milho é cultivado em todo o territdrio brasileiro e, devido
aos avangos na tecnologia de produgdo, hd cada vez mais &reas produtivas,
sendo o Brasil um dos maiores exportadores do cereal (CRUZ et al., 2006). Na
safra de 2013/2014, o Brasil alcangou uma producao total de 79,9 milhdes de
toneladas do cereal, ratificando sua posi¢do como o 3° maior produtor mundial
de milho, perdendo apenas para China e Estados Unidos (CONAB, 2014).

Todavia, 0 aumento de areas produtivas do cereal e a ocorréncia de duas
safras durante o ano sdo um dos fatores que geram condicGes favoraveis para o
ataque de pragas, durante todo o periodo de cultivo, e os agricultores geralmente
utilizam com maior frequéncia o0 método quimico (CRUZ, 2008; FARIAS et al.,
2008), o que onera o0s custos de producdo e aumenta a pressdo de selecdo de

populagdes resistentes de artropodes-pragas.

3.2 Aspectos gerais de S. frugiperda e seu controle

Das 30 espécies descritas no mundo do género Spodoptera, a metade é
considerada praga de varias culturas de importancia econémica (POGUE, 2002)
e sdao amplamente distribuidas pelo mundo. A espécie S. frugiperda,
popularmente conhecida como lagarta militar ou lagarta-do-cartucho, é
considerada, historicamente, em todo o hemisfério ocidental como a principal
praga da cultura do milho (CRUZ et al., 2013; DEQUECH et al., 2007;
MENDES et al., 2011).

No entanto, atualmente, esse inseto causa danos em diversas culturas de
interesse agricola, sendo relatado por predar cultivos de arroz (BUSATO et al.,
2005), amendoim (ISIDRO; ALMEIDA; PEREIRA, 1997), algoddo (BARROS
et al., 2010; HARDKE et al., 2015), e sorgo (MEAGHER; NAGOSHI, 2004),

possuindo ampla distribuicdo na América Latina, Caribe e sul dos Estados
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Unidos (BUSATO et al., 2005; NAGOSHI; MEAGHER; HAY-ROE, 2014,
VIRLA et al., 2008).

E uma espécie polifaga que pode estar associada a 23 familias boténicas
(BUSATO et al., 2005), podendo infestar até 186 espécies de plantas dentro da
sua zona de distribuicdo e ocorréncia (CASMUZ et al., 2010). No Brasil ocorre
em todas as regides produtoras, tanto nos cultivos de verdo quanto nos cultivos
safrinha (FIGUEREDO; DIAS-MARTINS; CRUZ, 2006).

A lagarta-do-cartucho se alimenta de todas as fases de desenvolvimento
da planta, como o cartucho de plantas jovens (Figura 1a) (CRUZ, 2008; GIOLO
et al., 2002). Os insetos atacam j& nos primeiros estadios de desenvolvimento da
planta, destruindo a regido basal do caule, podendo causar a morte da plantula
(WAQUIL et al., 1982). Assim, apds eclodirem, as lagartas se alimentam das
partes mais tenras das folhas, raspando-as sem consumirem a epiderme
membranosa da face inferior (Figura 1b). Quando as plantas estdo mais
desenvolvidas, as lagartas podem se alimentar do penddo (Figura 1c) e das
espigas (Figura 1d), alimentando-se dos grdos em formacdo (CRUZ, 2008).

Apo0s a primeira ecdise, as lagartas possuem aspecto esbranqui¢ado, com
sombreamento dorsal marrom, possuindo cerca de 4 mm de comprimento. Nesse
momento, as lagartas comecam a raspar e/ou furar o limbo foliar, indo em
direcdo ao cartucho da planta, onde permanecem até completar seu
desenvolvimento larval. Quando bem desenvolvidas, as lagartas chegam a
possuir cerca de 50 mm de comprimento, tendo duracdo do periodo larval
variavel de 12 a 30 dias (Figura 2a) (CRUZ, 2008).
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N —

Figural Danos causados pelo ataque de S. frugiperda: sinais de ataque da
lagarta (a), ataques iniciais caracterizados pela raspagem e perfuragédo
das folhas (b), lagarta se alimentando do penddo (c) e lagarta se
alimentando da espiga do milho (d)

Fonte: Moreira e Aragéo (2009).

Apos esse periodo, a lagarta penetra no solo e transforma-se em pupa,
estagio esse que dura de 8 a 25 dias (Figura 2b). Por fim, a mariposa (Figura 2c),
apos realizar a copula, faz sua postura na forma de aglomerado de ovos,
formando uma massa que pode conter mais de 300 ovos (Figura 2d) (CRUZ,

2008).
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(c) Adultos de S. fiugiperda: Fémea (esquerda) e Macho (direita)
Fase adulta (4 a 14 dias)

(b) Pupa de S. fiugiperda (d) Massa de ovos de S. fiugiperda
Fase pupal (8 a 25 dias) Periodo de incubacdo (2 a 4 dias)

4

(a) Vista lateral de lagarta de S. fiugiperda (esquerda) com Y invertido
na parte frontal da cabega (direita) - Fase larval (12 a 30 dias)

Figura2 Ciclo bioldgico de S. frugiperda: Vista lateral de lagarta de S.
frugiperda (esquerda) com Y invertido na parte frontal da cabega
(direita) (a), pupa de S. frugiperda (b), adultos de S. frugiperda (c) e
ovos de S. frugiperda (d)

Fonte: Bertone (2015)

A reducéo nos rendimentos de gréos provocada pelo ataque desse inseto
varia de 17,7 a 55,6%, de acordo com o estadio de desenvolvimento e dos
genotipos de milho, sendo o estadio em que a planta possui de 8 a 10 folhas o
mais sensivel ao ataque da praga (CRUZ, 2008).

A lagarta-do-cartucho era controlada, geralmente, com inseticidas
sintéticos, todavia com o uso inadequado dessa tecnologia aumenta os riscos de
contaminacdo ambiental e eleva os custos de produgdo, muitas vezes ndo
produzindo o efeito esperado para o controle desse inseto (BUSATO et al.,
2005; MENDES et al., 2011). Além disso, estudos revelam que os pesticidas
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sintéticos utilizados favoreceram a selegdo de populagdes resistentes da praga
em varios locais (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; VIRLA et al., 2008;
YU; MCCORD JUNIOR, 2007).

Atualmente, a principal método de controle, inserido em programas de
manejo integrado de pragas, é a utilizacdo de plantas geneticamente modificadas
gue possuem proteinas inseticidas expressas pela bactéria Bacillus thuringiensis
Berliner, representando cerca de 82,5% da area plantada de milho no Brasil
(CELERES, 2015). No entanto, pesquisas ja registraram, em condicbes de
campo, a ocorréncia de populagfes da lagarta-do-cartucho resistentes a proteina
em Porto Rico (STORER et al., 2010) e no oeste da Bahia (FARIAS et al., 2014)
comprovando, assim, a quebra de resisténcia a proteina.

Dessa forma, a busca por substancias inseticidas que apresentem menor
impacto sobre o ambiente e menor toxicidade a organismos ndo-alvo torna-se
necessaria. Nesse ambito, nas Ultimas duas décadas, as pesquisas tém sido
direcionadas para a descoberta de novos pesticidas ecologicamente seguros, em
substituicdo aos pesticidas sintéticos téxicos atuais (ISMAN, 2006;
REGNAULT-ROGER; VICENT; ARNASON, 2012).

Nesse aspecto, inseticidas oriundos do metabolismo secundario das
plantas sdo apontados como promissores agentes no controle de insetos pragas,
pois possuem complexa constituicdo quimica o que possibilita a atuagdo dessas
substancias em diferentes sitios no inseto, menor toxicidade ao homem em
relacdo aos pesticidas sintéticos (ISMAN, 2006; TAVARES et al., 2011) e
podem ser seletivos a inimigos naturais (WERDIN GONZALEZ et al., 2013).

Sendo assim, pesquisas a respeito do metabolismo secundario de plantas
possibilitam a descoberta de novas moléculas com potencial inseticida, para que
sejam testadas para o controle de insetos pragas, possibilitando, dessa forma, a

sintese de moléculas analogas com igual ou superior atividade inseticida.
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3.3 Metabdlitos secundarios

As plantas possuem a capacidade de produzir, geralmente, uma
variedade de compostos que desempenham um importante papel ecoldgico na
regulacdo das interacdes entre plantas, microrganismos, insetos e outros animais,
gue sdo chamados metabdlitos secundarios, os quais sdo empregados na
protecdo ao ataque de herbivoros. As plantas sintetizam substancias defensivas
com propriedades toxicas ou criam condic@es inibidoras para o desenvolvimento
de patogenos (WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002).

Os metabolitos secundarios podem se acumular em concentracdes
varidveis de acordo com a espécie de planta. Esses compostos possuem
diferencas estruturais e sdo encontrados em poucas familias boténicas. Tais
compostos foram ignorados, durante muito tempo, todavia, devido ao papel que
esses desempenham nas plantas, varias pesquisas foram desenvolvidas, pois
alguns desses compostos atuam na protecdo das plantas a herbivoria e infeccdo
microbiana, como atrativos para polinizadores e de dispersdo de sementes por
animais, como agentes alelopaticos e protetores contra raios UV (CROTEAU;
KUTCHAN; LEWIS, 2000; DEWICK, 2009).

O interesse na possivel aplicacdo dessas substancias para combater
insetos e doencas que afetam a produgdo de alimentos resultou na busca de
novas formulacdes de pesticidas (ISMAN, 206). Para S. frugiperda, em estudo
avaliando-se a eficiéncia de inseticidas naturais a base de nim, Azadirachta
indica A. Juss. (Meliaceae) e rotenona Derris sp. (Fabaceae) registrou-se
eficiéncia semelhante a dos inseticidas a base de nim quando comparado ao um
inseticida padrdo, sugerindo dessa forma que inseticidas a base de nim podem
ser utilizados como alternativa para o controle de S. frugiperda (LIMA et al.,
2008).
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3.4 Oleos essenciais

As plantas medicinais e aromaticas sdo conhecidas por produzirem
varios metabolitos secundarios com atividade bioldgica, dentre eles destacam-se
0s Gleos essenciais. Os 6leos essenciais sdo fracbes altamente volateis naturais
de composicdo complexa, lipofilicas, geralmente odoriferas, sdo limpidos,
raramente coloridos, lipossolUveis e solGveis em solventes organicos, com
densidade geralmente mais baixa que a da agua, constituidos principalmente de
terpenos (terpenoides) e fenilpropanoides (SIMOES et al., 2007).

Esses constituintes quimicos que estdo presentes nos 6leos essenciais
sdo classificados de acordo com sua origem biossintética. Os compostos do
grupo dos terpenoides sdo sintetizados pela condensacdo de unidades
pentacarbonadas, o difosfato de isopentenila (IPP), que, ap6s sua sintese, é
convertido em seu isomero difosfato de dimetilalila (DMAPP), pela enzima IPP
isomerase, dando inicio assim a formacéao dos terpenos. A formagéo do IPP pode
ocorrer por duas rotas biossintéticas: a via classica ou via do mevalonato
(MVA), responsavel pela formagdo dos sesquiterpenos e triterpenos, que ocorre
preferencialmente no citosol e cujos precursores sdo piruvato e acetilcoenzima
A; e a via alternativa ou via do metileritritol fosfato (MEP), que origina os
monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos, ocorrendo preferencialmente nos
plastideos e tem como precursores piruvato e gliceraldeido-3-fosfato
(AHARON!I et al., 2006).

A unido de uma molécula de IPP a uma molécula de DMAPP forma o
difosfato de geranila (GPP), precursor dos monoterpenos (C10). A medida que
sdo adicionadas unidades de IPP é formado o difosfato de farnesila (FPP),
precursor dos sesquiterpenos (C15) e o difosfato de geranil geranila (GGPP),
precursor dos diterpenos (C20). Essas estruturas séo posteriormente modificadas

por enzimas (hidroxilases, desidrogenases, redutases e glicosil, metil e acil
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transferases), que juntas geram uma série de compostos diferentes originando o0s
6leos essenciais (AHARONI et al., 2006).

S8o considerados como misturas naturais que podem conter,
aproximadamente, 20-60 componentes em concentragdes diferentes,
caracterizando-se por apresentar 2 ou 3 constituintes majoritarios que compdem
20-70% do 6leo e o constituinte majoritario, em geral, é o responsavel pela
atividade do 6leo. Quimicamente sdo compostos de hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpenos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, dxidos, peréxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos contendo enxofre
em diferentes concentragdes (BAKKALLI et al., 2008; SIMOES et al., 2007). A
constituicdo quimica de 06leos essenciais pode variar em qualidade e quantidade
de acordo com a temperatura, a composi¢do do solo, érgdo de planta, idade e
fase do ciclo vegetativo (BAKKALI et al.,, 2008; GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Sdo0 armazenados em estruturas especializadas como células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae e Poaceae), bolsas
lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae e Rutaceae), canais oleiferos (Apiaceae),
células epidérmicas ou tricomas glandulares (Lamiaceae), nos quais nao se
distribuem de maneira homogénea na planta. Podem estar concentrados em
orgdos anatdmicos especificos, como folhas (capim-limao, eucalipto), cascas de
caule (canela), rizomas (gengibre), dentre outros (SIMOES et al., 2007).

Os compostos mais comuns em 6leos essenciais sd0 0s monoterpenos e
sesquiterpenos. Os monoterpenos sdo 0s mais representativos, constituindo 90%
dos Oleos essenciais e com uma grande variedade estrutural e funcional
(BAKKALI et al., 2008). Esses compostos séo alvos de inimeros estudos como
bioinseticidas, pois uma das principais finalidades destas classes de compostos é
a protegdo contra insetos-herbivoros em plantas (SIMOES et al., 2007) e seus

efeitos bioldgicos sdo o resultado de uma sinergia de algumas ou de todas as
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moléculas, ou ainda apenas das principais moléculas presentes em niveis mais
elevados, ou seja, do(s) componente(s) majoritario(s) (BAKKALI et al., 2008).

Na literatura, ha registros de varios modos de acdo de Gleos essenciais e
seus constituintes sobre artropodes-praga, tais como: toxicidade por ingestao ou
contato por meio da cuticula ou inalacdo de compostos volateis, repeléncia,
deterréncia, reducdo do crescimento e fecundidade, rompimento da cuticula,
além de atuarem sobre ciclos bioguimicos desses organismos como inibicdo da
acetilcolinesterase e antagonista dos receptores de octopamina. Assim, os 6leos
essenciais podem atuar sobre varios sitios fisiolégicos na mesma ou em
diferentes fases de desenvolvimento dos insetos (AKHTAR et al.,, 2012;
COPPING; MENN, 2000; ENAN, 2001; ISMAN, 2000; ISMAN;
MIRESMAILLI; MACHIAL, 2011).

3.5 Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats. (Poaceae)

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae, sendo originario do
Sul Asiatico, Sudeste Asiatico e Australia. Este género foi perfeitamente
adaptado no Brasil e € comumente encontrado nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Pard, Pernambuco, Maranhdo e da Bahia ao Rio de Janeiro. A espécie C.
flexuosus é uma planta conhecida como capim-lim4o da india oriental, possui
florescimento intenso durante os meses de inverno nas condicBes climaticas do
Brasil (MAY et al., 2008) e produz elevada biomassa, podendo chegar a mais de
2 metros de altura (EPAGRI, 2004).

E uma das plantas produtoras de 6leo essencial mais cultivada em
regides tropicais e subtropicais da india, Indonésia, Madagascar e paises da
Africa e América do Sul (GANJEWALA; LUTHRA, 2010). E uma espécie
perene que pode ser cultivada em 4&reas irrigadas ou ndo e que ocorre,

naturalmente, em areas de floresta mista e ao longo das margens de rios e canais.
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E utilizada também como cerca viva e como medida conservacionista no
controle de erosdo do solo (POUDEL; MIDMORE; WEST, 2000). A espécie
também possui potencial para ser utilizada na producdo de biocombustiveis
(ZHELJAZKOV et al., 2011).

A espécie é cultivada como ornamental e aromatica (CORREA;
PENNA, 1984) e das suas folhas € extraido seu éleo essencial que é amplamente
utilizado na indUstria de alimentos e farmacéutica, perfumaria e cosmética. E
também utilizada como repelente natural de insetos (GANJEWALA; LUTHRA,
2010) e, na medicina popular, ao seu 6leo essencial sdo atribuidas atividades
sedativas, digestivas, antirreumaticas, calmantes, antifebris, carminativas,
estomaquicas, analgésicas, antiespasmodicas e antimicrobianas (CORREA
JUNIOR, 1991).

O constituinte majoritario do 6leo essencial, geralmente, é o citral (3,7-
dimetil-2,6-octadienal), que é um aldeido alifatico, formado pela mistura de dois
monoterpenos aciclicos estereoisdbmeros, neral (cis-citral) e geranial (trans-
citral) (Figura 3), com propriedades sedativas (VALE et al., 2002),
antidepressivas (KOMORI et al., 1995), antifingicas (ZHENG et al., 2015) e
inseticida (KUMAR et al., 2013; PINTO et al., 2015; YANG; MA; ZHENG,
2005).

CHO

CHO

(a) (b)

Figura 3 Estrutura do citral: neral (a) e geranial (b)
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A localizacdo histoquimica do 6leo essencial e de seu constituinte
majoritario (citral) em C. flexuosus foi observada, por meio de técnica de
deteccdo de aldeidos (Reagente de Schiff), na qual células parenquimaticas
especializadas localizadas na superficie adaxial do mesdfilo foliar foram
identificadas como responsaveis pelo armazenamento do 6leo essencial (Figura
4) (LUTHRA; SRIVASTAVA; GANJEWALA, 2007).

co

A

Figura4 Células de armazenamento de Oleo essencial: seccdo transversal da
folna de C.flexuosus cv. OD-19 apresentando ceélula de
armazenamento de 6leo essencial de cor vermelho (CO) identificando
o local de acumulag&o de citral (A); seccdo transversal da folha de C.
flexuosus quimiotipo mutante GRL-1 mostrando célula de dleo
essencial incolor como indicagdo da auséncia de citral (B)

Fonte: Luthra, Srivastava e Ganjewala (2007).

No &mbito do controle de pragas, na literatura, ha varios relatos sobre
atividade bioldgica do 6leo essencial de C. flexuosus a diversos organismos
alvos. Guynot et al. (2003), Kumar et al. (2009) e Pandey, Rai e Acharya (2003)
realizaram estudos comprovando a acdo antifingica desse 6leo essencial.
Agnolin, Olivo e Parra (2014), estudando a acdo do 6leo essencial de C.

flexuosus in vitro e in vivo sobre o carrapato dos bovinos Rhipicephalus
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(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae), mostraram que o
6leo essencial possui agdo carrapaticida. No que se refere a utilizagdo do 6leo
essencial para insetos, Caballero-Gallardo, Olivero-Verbel e Stashenko (2012)
relataram que o 6leo essencial de C. flexuosus demonstrou efeito repelente para
0 besouro castanho Tribolium castaneum (Herbst, 1797) (Coleoptera:
Tenebrionidae) que é praga de grdos armazenados. C. flexuosus também
apresentou atividade inseticida para larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera: Culicidae) (TENNYSON et al., 2013; VERA et al., 2014), tendo como
compostos majoritarios geranial, neral e acetato geranil (VERA et al., 2014).
Entretanto, apesar dos relatos da a¢éo do 6leo essencial de C. flexuosus, este é o

primeiro trabalho com S. frugiperda.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As plantas de C. flexuosus foram cultivadas em solo com adubacéo
organica (esterco bovino), na dose 3,0 Kg.m?, irrigadas, periodicamente, com
espacamento entre plantas de 45 cm, no Horto de Plantas Medicinais (21°14' 43
S 44 °59' 59 W), do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras, Minas Gerais. No dia 5 de agosto de 2013, pela manha, as folhas das

plantas, com sete meses de idade, foram coletadas a 20 cm do solo.

4.2 Extracgdo do 0leo essencial

As folhas frescas de C. flexuosus foram submetidas a destilagdo por
arraste a vapor, por uma hora e meia, em destilador de 6leos essenciais Marconi
MA480. O oleo essencial foi separado por decantacdo por 20 minutos e

armazenado em freezer a -10°C, até as analises quimicas e 0s ensaios bioldgicos.

4.3 Analise quimica do 6leo essencial de C. flexuosus

Para a analise quantitativa do 6leo essencial de C. flexuosus, foi
utilizado Cromatografo Agilent® 7890A, operado com sistema de
processamento de dados HP GC ChemStation ver. A.01.14, equipado com
injetor/amostrador automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic
AG, Switzerland) e detector de ionizacdo em chama de hidrogénio (CG-DIC).
As amostras foram preparadas diluindo-se o 6leo essencial em acetato de etila
(1%, v/v). O volume de injecdo foi de 1,0 uL, no modo split a uma razéo de

injecdo de 50:1. Foi empregada coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m
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de comprimento x 250 um de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme)
(Califérnia, EUA). O gas hélio foi utilizado como géas de arraste com fluxo de
1,0 mL.min™, as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em
240°C. A temperatura inicial do forno foi de 60 °C, mantido por 1 minuto,
seguido por uma rampa de temperatura de 3 °C/min até 240 °C, seguida de
rampa de 10 °C/min até 250 °C, mantendo-se em condicdo isotérmica por 1
minuto. As concentragbes dos constituintes foram expressas pela média da
porcentagem de area relativa dos picos cromatograficos + o desvio padrdo das 3
amostras analisadas.

As analises qualitativas foram realizadas em Cromatdgrafo Agilent®
7890A, acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operado por ioniza¢do por impacto
eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condi¢Oes operacionais
foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes quimicos das amostras foram identificados por
comparagdo dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca
NIST/EPA/NHI  (NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND
TECHNOLOGY - NIST, 2008). Além disso, foram comparados os indices de
retencdo da literatura Adams (2007) com os indices de retencdo calculados com
base na equagdo de Dool e Kratz (1963) relativos a coinje¢cdo de uma solugdo
padréo de n-alcanos (Cg-Coo, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e coinjecdo com
citral (mistura de neral e geranial com 95% de pureza) de referéncia (Sigma-
Aldrich®).
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4.4 Criacéo de S. frugiperda

Lagartas de S. frugiperda, com 48 horas de idade, provenientes da
segunda postura de espécimes criadas em laboratorio e alimentadas com dieta
artificial, foram utilizadas para os experimentos. A dieta artificial foi constituida
de feijdo do grupo Carioca (166,66 g); gérmen de trigo (79,20 g); levedo de
cerveja (50,70 g); acido sérbico (1,65 g); acido ascérbico (5,10 g); 4-
hidroxibenzoato de metila (3,15 g); agar (27,0 g); formaldeido (4,15 mL);
solucéo inibidora de crescimento microbiano (4,15 mL) preparada com &cido
propanoico (18,0 mL), 4cido fosférico (43,0 mL) e agua (540,0 mL). Para o
preparo da dieta, o feijdo foi cozido com 1,5 L de agua. As propor¢des de
ingredientes supracitadas foram empregadas para o volume de 750 mL de agua
destilada, usada para dissolucdo do &gar, mais 750 mL de caldo de feijdo,
proveniente do cozimento do feijdo (PARRA, 2001). Os adultos foram
alimentados com solucdo aquosa de mel a 10%. Todos os insetos foram
mantidos em sala climatizada a 25 + 2 °C, 70 £ 10% UR e fotofase de 12 horas.

4.5 Bioensaio com S. frugiperda
As lagartas de S. frugiperda foram criadas permanentemente, e aquelas

referentes a segunda postura com 48 horas de idade foram utilizadas para a

realizagdo dos bioensaios.
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4.5.1 Determinacéo da resposta concentracdo-mortalidade para lagartas de
S. frugiperda alimentadas com dieta contendo o dleo essencial de C.

flexuosus

O 6leo essencial de C. flexuosus, nas faixas de concentracdo de 0,5 a 4,0
mg.mL™ de dieta, foi solubilizado em solucdo aquosa de Tween® 80
(Polissorbato 80, Sigma-Aldrich®) a 1% (20 mL) e incorporado em dieta
artificial (200 mL) a 40°C. Com o objetivo de certificar-se de que houve a
homogeneizagdo da solugdo aquosa de Tween® 80 ao 6leo essencial, foram
adicionadas, com auxilio de pipeta de Pasteur, 10 gotas de corante alimenticio
(Arcolor®).

O delineamento foi inteiramente casualizado, composto pelo 6leo
essencial de C. flexuosus solubilizado em diferentes concentracdes e pelas
testemunhas: dieta acrescida de dgua e corante alimenticio e dieta acrescida de
solucdo aquosa Tween® 80 e corante, totalizando 14 tratamentos. A parcela
experimental foi constituida por uma lagarta mantida de forma individualizada e
trinta repeticGes. Foram seccionados pedacos de dieta de mesmo tamanho (1 cm
de didmetro x 1,5 cm de altura) e peso (9 £ 0,35 g) e, posteriormente,
transferidos para tubos de vidro (8 cm x 2,5 cm), nos quais foi introduzida uma
lagarta com 48 horas de idade, previamente alimentada com dieta artificial sem
adicao de 6leo essencial.

A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada, diariamente, durante 11 dias,

para a verificagdo da anélise de sobrevivéncia.
4.5.2 Efeito subletal do dleo essencial para S. frugiperda

As concentracdes referentes a concentraco letal CLy, (0,675 mg.mL ™ de

dieta) e CLs (1,35 mg.mL™ de dieta) de C. flexuosus, obtidas no bioensaio
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anterior, foram utilizadas para a execucéo deste experimento. Os procedimentos
referentes a solubilizacdo do 6leo essencial & solucdo aquosa de Tween® 80,
incorporacdo do 6leo essencial a dieta artificial e introducdo das lagartas aos
pedacos de dieta artificial em tubos de vidro, foram 0s mesmos descritos no item
2.4.1.

O bioensaio foi realizado em delineamento experimental inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos: dieta acrescida de oOleo essencial nas
concentracdes de 0,675 mg.mL™ de dieta (CLy) e 1,35 mg.mL™ de dieta (CLso)
de dieta, e as testemunhas foram dieta acrescida de agua e corante alimenticio, e
dieta acrescida de solugdo aquosa Tween® 80 e corante. Cada tratamento foi
constituido por 120 repeticbes com uma lagarta por repeticdo, em que a parcela
experimental foi constituida por uma lagarta mantida individualizada. O
desenvolvimento dos insetos foi avaliado, diariamente, até a fase de pupa,
registrando-se a sobrevivéncia larval, durante 11 dias a cada 24 horas, duragdo
da fase larval e peso de pupa.

4.5.3 Toxicidade do citral para S. frugiperda

Neste bioensaio, foi utilizado o citral (mistura de neral e geranial com
95% de pureza) de referéncia (Sigma-Aldrich®), visto que foi o composto
majoritario presente na constituicdo quimica do 6leo essencial de C. flexuosus. O
citral foi adicionado a dieta artificial de S. frugiperda, de acordo com o
percentual desse composto, determinado na analise cromatogréafica do Oleo
essencial, em trés concentragdes equivalentes & CL, (0,521 mg.mL™" de dieta),
Clso (1,042 mg.mL* de dieta) e Clg (1,58 mg.mL™ de dieta) obtidas
previamente para o 6leo essencial de C. flexuosus. A metodologia para diluicdo
do citral & dieta artificial foi a mesma utilizada para o 6leo essencial de C.

flexuosus.
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O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
sendo composto por 8 tratamentos, sendo eles: CL,, do dleo essencial (0,675
mg.mL™), CLs, do 6leo essencial (1,35 mg.mL™), CLg (2,053 mg.mL™) do 6leo
essencial, CL,y, CLsy e ClLgg do citral, e as testemunhas foram dieta acrescida de
4gua e corante alimenticio, e dieta acrescida de solucdo aquosa Tween® 80 e
corante. Cada tratamento foi constituido por 60 repeticbes, cada qual
representada por uma lagarta de 48 horas de idade, mantida em tubo de vidro (8
cm x 2,5 cm), contendo dieta artificial de mesmo tamanho (1 cm de diametro x

1,5 cm de altura), incorporada com os referidos tratamentos.

4.5.4 Inibicdo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase

A atividade inibitoria da acetilcolinesterase foi determinada conforme
metodologia descrita por Aazza, Lyoussi e Miguel (2011) com modificagGes.
Para isso, 4,25 uL de tampdo Tris-HCI (0,1M, pH = 8) e 25 uL do composto
teste (6leo essencial ou citral) foram dissolvidos em etanol, em diferentes
concentracdes 0,01 a 2,24 mg.mL™ ,para o 6leo essencial e para o citral.
Posteriormente, foram adicionados 25 pL da enzima AChE (0.22 U/mL)
(Sigma-Aldrich®) e homogeneizado. Apés a incubagdo a 37°C por 15 minutos,
75 uL do substrato de iodeto de acetilcolina (Sigma-Aldrich®) a 15 mM e 475
uL de acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzéico) a 3 mM (Sigma-Aldrich®) foram
adicionados e a solucéo resultante foi incubada a temperatura ambiente durante
30 minutos. O mesmo procedimento foi realizado para o controle positivo, um
produto comercial a base de metomil, que foi realizado para o controle negativo
(etanol). As solucdes foram transferidas para microplacas e a absorbancia das
solugbes foi medida a 405 nm em leitor de microplacas de leitura TECAN
Infinite® M200 PRO. O efeito inibitério da atividade enzimatica foi calculado

por comparagdo com o controle negativo: % = [(A0—-A1)/AQ] x 100, sendo A0 a
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absorbancia do controle negativo e Al a absorbancia da amostra teste. Cada
teste foi realizado em triplicata.

4.6 Analise estatistica

Os dados de sobrevivéncia foram submetidos a analise de sobrevivéncia,
aplicando-se o modelo de Weibull, por meio do pacote Survival (THERNEAU,
2014) do software R® (R CORE TEAM, 2014). Apés a selecdo do modelo
matematico mais adequado, por meio da analise de residuos, foi realizada a
andlise de contraste, para verificar a semelhanca entre os tratamentos
empregados com vista & formagdo de grupos congéneres, sendo calculado o
tempo letal mediano (TLsy) para cada grupo formado.

Para determinagdo da resposta concentragdo-mortalidade, os dados de
sobrevivéncia obtidos, 72 horas ap6s o inicio do bioensaio, foram submetidos a
andlise de Logit, usando-se o pacote drc (RITZ; STREIBIG, 2013) do software
R® (R CORE TEAM, 2014).

Os dados referentes a duragdo do periodo larval e peso de pupas foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e, em seguida, ao teste
de comparagdes mdltiplas utilizando o software R® (R CORE TEAM, 2014) e 0
pacote Pgirmess (GIRAUDOUX, 2015).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise quimica do 6leo essencial de C. flexuosus

Por meio da CG-EM foi constatada a presenca de 21 constituintes no
Oleo essencial de C. flexuosus correspondentes ao percentual de 90,57% de sua
composicdo quimica. Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de C.
flexuosus foram neral (Z-citral) 32,59% e geranial (E-citral) 44,65% e esses
monoterpenos isoméricos totalizaram 77,25% desse 6leo essencial, enquanto 0s

demais compostos somaram 13,32% do contetdo total do dleo (Tabela 1).

Tabelal Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas frescas de C.

flexuosus

COMPOSTO TR IR* AREA %
1 5-Hepten-2-one, 6-methyl- 7,820 985 1,58
2 Mirceno 7,971 990 0,45
3 Oxido de Tras-linalol 11,711 1088 0,14
4 Linalol 12,171 1100 2,79
5 Exo-isocitral 14,127 1144 0,42
6 Photocitral A 14,345 1149 0,38
7 Citronelal 14,493 1152 0,29
8 Z-isocitral 15,003 1164 0,98
9 E-isocitral 15,815 1182 1,28
10 Estragole 16,513 1198 0,35
11 n-decanal 16,843 1205 0,42
12 Neral 18,523 1242 32,59
13 Geraniol 19,061 1254 0,93
14 Geranial 19,897 1273 44,65
15 Acido nerélico 22,168 1323 0,54

16 Ni m/z = 168 22,850 1339 2,31
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“Tabela 1, conclusdo”

COMPOSTO TR IR* AREA %
17 Acido Geranico 23,939 1363 0,18
18 Ni m/z = 169 24,479 1375 3,41
19 Geranyl Acetate 24,882 1384 1,92
20 Ar-Curcumeno 29,165 1483 0,46
21 Sandacopimara-8(14),15-dieno 47,356 1966 0,22

TR= tempo de retencdo; *IR= indice de reten¢do calculado relativo a série n-alcanos
(C8-C20) em coluna HP-5MS na ordem de eluigdo;
Ni = composto nao identificado

5.2 Determinacéo da resposta concentracdo-mortalidade para lagartas de
S. frugiperda alimentadas com dieta contendo o dleo essencial de C.

flexuosus

O o6leo essencial de C. flexuosus apresentou atividade inseticida por
ingestdo para lagartas de S. frugiperda. Pela analise de sobrevivéncia de lagartas
de S. frugiperda, alimentadas com dieta contendo Gleo essencial da referida
espécie botéanica, foi constatada a formagdo de quatro grupos congéneres. O
grupo 1 englobou as lagartas alimentadas com dieta, contendo 6leo essencial nas
concentragdes 2,25, 2,5 e 4,0 mg.mL™* de dieta com TLs, de 18,85 horas. O
grupo 2 foi formado pelos tratamentos nas concentragdes 1,5; 1,75 e 2,0 mg.mL"
! de dieta, com TLs, de 106,5 horas. O grupo 3 foi formado pelos tratamentos
na faixa de concentragéo de 0,5a 1,4 mg.mL™ de dieta, os quais apresentaram
TLs, superior as 264 horas de avaliagdo. As testemunhas dieta, acrescida de agua
e corante alimenticio, e dieta acrescida de solucdo aquosa Tween® 80 a 1% e
corante formaram o grupo 4, apresentando TLsy superior as 264 horas de

avaliagdo (Figura 5).
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Figura5 Curvas de sobrevivéncia para lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo diferentes
concentragdes do 06leo essencial de C. flexuosus e os tratamentos controle. Em que: S(t) = exp(-(tempo/d)®), &
= pardmetro de forma; o = parametro de escala. Sendo: Grupo 1 = dieta acrescida de 6leo essencial de C.
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A determinagdo da CLs,, concentracdo estimada capaz de provocar
morte de 50% da populacdo, foi realizada ap6s 72 horas de alimentacdo das
lagartas com a dieta artificial contendo éleo essencial de C. flexuosus. Assim, a
CLs, foi de 1,33 £ 0,05, com limite inferior (LI) de 1,21 e limite superior (LS)
de 1,45 mg.mL™? de dieta (x2 = 395,68; df = 351; p = 0,1088). A CLg, foi
estimada em 2,81 + 0,26 mg.mL™ de dieta (LI = 2,29; LS = 3,32), e a CLy
estimada foi de 0,84 + 0,06 mg.mL™ de dieta (LI = 0,7; LS = 0,96).

5.3 Efeito subletal do dleo essencial para S. frugiperda

Com base na analise de sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda,
alimentadas com dieta contendo 6leo essencial de C. flexuosus, foi registrada a
formacdo de trés grupos congéneres. O grupo 1 foi formado pelo tratamento
constituido pela dieta artificial acrescida do 6leo essencial em concentracdo
equivalente a ClLsy (1,35 mg.mL™ de dieta), o qual causou mortalidade de
65,83% para as lagartas de S. frugiperda, durante as 264 horas de avaliacdo,
registrando tempo letal (TLs,) de 102,6 horas (Figura 2). O grupo 2 foi formado
pelo tratamento referente & concentracdo de 0,675 mg.mL™ (CL,) do 6leo
essencial, a mortalidade registrada foi de 29,17% (Figura 3), em que a TLs, foi
maior que 264 horas. As testemunhas dieta acrescida de agua e corante
alimenticio, e dieta acrescida de solucfo aquosa Tween® 80 a 1% e corante ndo
se diferiram estatisticamente entre si, formando assim o grupo 3, com média de
94% de sobrevivéncia (Figura 6), e apresentaram, também, tempo letal (TLsg)

maior que as 264 horas.
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Figura6 Curva de sobrevivéncia para lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo diferentes
concentracdes do 6leo essencial de C. flexuosus e tratamentos controle. Em que: S(t) = exp(-(tempo/d)*), & =
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O oleo essencial de C. flexuosus interferiu, significativamente, no
desenvolvimento das lagartas de S. frugiperda prolongando seu o estéagio larval.
Para as lagartas que foram alimentadas com dieta artificial, contendo 6leo
essencial na concentracdo equivalente a CLs, € CL,y, foi observada prolongacao
no estagio larval, podendo ser até 23% maior em relagdo as testemunhas. No
entanto, para o peso das pupas, ndo houve diferenca estatistica entre 0s

tratamentos (Tabela 2).

Tabela2 Duragdo do estdgio larval (média + erro padrdo) de S. frugiperda
quando suas larvas com 48 horas de idade foram alimentadas com
dieta artificial contendo 06leo essencial de C. flexuosus

Tratamento Pen’c()(tj:ii:1 SI;irvad PES(() nt]:ig)r%upa
Agua + Corante 16,90+0,16 a 243,83+2,25
Agua + Corante + Tween® 80 a 1% 17,32+0,14 a 243,12+2,75
C. flexuosus — 0,675 mg.mL™* de dieta 18,36+0,37 b 242,1743,32
C. flexuosus — 1,35 mg.mL™ de dieta 20,85+0,72 ¢ 241,81+4,25
p <0,05 0,0000 0,0855
F 24,472 0,968
Df 3 3

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott (p < 0,05%). ™ Valores ndo se diferenciaram estatisticamente.

5.4 Toxicidade do citral para S. frugiperda

O citral apresentou atividade inseticida para lagartas de S. frugiperda
semelhante ao 6leo essencial de C. flexuosus, causando alta mortalidade. Por
meio da analise de sobrevivéncia, foi verificada a formagdo de quatro grupos
congéneres, em que o grupo 1 foi formado pelos tratamentos CLg, do Oleo
essencial de C. flexuosus (2,053 mg.mL™) e CLgo do citral (1,58 mg.mL™) com

TLs de 44,5 horas, sendo registrada mortalidade acumulada de 93%. O grupo 2
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foi composto pelos tratamentos CLs, do dleo essencial de C. flexuosus (1,35
mg.mL™) e CLs, do citral (1,042 mg.mL™), apresentando TLs, de 120,5 horas,

com mortalidade acumulada de 71%. Ao passo que o grupo 3 foi constituido

pelos tratamentos CL,, do 6leo essencial de C. flexuosus (0,675 mg.mL™) e CLy

do citral (0,521 mg.mL™), no entanto esse grupo apresentou TLs, maior que 264

horas, sendo registrada sobrevivéncia de 69,9%. As testemunhas dieta acrescida

de 4gua e corante alimenticio, e dieta acrescida de solugdo aquosa Tween® 80

formaram o grupo 4 com sobrevivéncia acumulada de 98,33% (Figura 7).
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Figura7 Sobrevivéncia de larvas com 48 horas de idade de S. frugiperda apés

exposicdo a dieta artificial contendo 6leo essencial de C. flexuosus e
seu constituinte majoritario puro (citral) em diferentes concentragdes.
Grupo 1: Clg (2,053 mg.mL™) do 6leo essencial de C. flexuosus e
CLgo (1,58 mg.mL™) do citral. Grupo 2: CLs, (1,35 mg.mL™) do 6leo
essencial de C. (1,042 mg.mL™). Grupo 3: CLy (0,675 mg.mL™) do
6leo essencial de C. flexuosus e CLy (0,521 mg.mL-1), do citral.
Grupo 4: = testemunhas dieta acrescida de agua e corante alimenticio,
e dieta acrescida de solugdo aquosa Tween® 80 a 1% e corante. Em
que: S(t) = exp(-(tempo/d)*), & = pardmetro de forma; o = parametro
de escala
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5.5 Inibicéo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase

Tanto o Oleo essencial de C. flexuosus quanto seu constituinte
majoritario (citral) causou inibicdo de acetilcolinesterase em ensaio realizado in
vitro (Figura 8). Para o 6leo essencial, a concentracdo média requerida para
inibir a atividade de acetilcolinesterase em 50% (ICs), foi de 0,84 mg.mL™.
Para o citral, a ICs, foi de 0,523 mg.mL™" (Tabela 3).

—e—C. flexuosus
—&—Citral

Inibicéo (%)

Concentrac&o (mg.mL1)

Figura8 Atividade inibitéria da AChE do 0leo essencial das folhas de C.
flexuosus e do citral
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Tabela 3 Porcentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase para o 6leo

essencial de C. flexuosus e para o citral

Concentracédo % de Inibicdo + Dp % de Inibicdo + Dp
(mg.mL™) C. flexuosus Citral
0,01 3,88 2,14 3,70+ 0,51
0,02 5,81+0,91 4,11 £0,99
0,04 6,41+1,11 7,05+0,28
0,07 10,48 + 1,57 8,55+ 0,24
0,14 18,71 £ 0,05 16,08 + 0,86
0,28 25,59 + 0,67 31,06 + 0,52
0,56 40,22 £ 0,15 51,57 £0,77
1,12 61,30 £ 0,21 64,40 = 0,36
2,24 74,36 £ 0,37 75,57 £ 0,56

Dp: Desvio padrdo
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6 DISCUSSAO

A atividade inseticida de 6leos essenciais do género Cymbopogon sobre
lepidopteros-praga ainda é pouco explorada (JIANG et al., 2009; LABINAS;
CROCOMO, 2002), sendo este o primeiro estudo sobre a atividade inseticida do
Oleo essencial de C. flexuosus para S. frugiperda. A atividade inseticida,
constatada nesse trabalho, pode ser atribuida ao citral, presente majoritariamente
na constitui¢cdo quimica do 6leo essencial.

O 6leo essencial de C. flexuosus, geralmente, expressa como compostos
majoritarios os aldeidos geranial e neral, que juntos formam o citral, podendo
variar em contelido de acordo com a origem da planta. O conteudo registrado de
citral (77,25%), no presente estudo, foi relativamente menor em relacdo a alguns
estudos na literatura cientifica. Adukwu, Allen e Phillips (2012) identificaram 10
componentes (91,6%) do 6leo essencial de C. flexuosus e, também, verificaram
o citral (80%) como composto majoritario. Ahmad e Viljoen (2015), utilizando
CG-EM, identificaram 7 componentes para C. flexuosus correspondentes a
93,5% da constituicdo quimica do dleo essencial tendo citral (79%) e geraniol
(6,1%) como principais componentes. Ao passo que Silva et al. (2015),
utilizando as mesmas condicOes das utilizadas neste estudo, identificaram 20
componentes (97,69%), tendo também como composto majoritario o citral
(80,26%).

No entanto, os resultados encontrados no presente trabalho foram
maiores do que os reportados por Anaruma et al. (2010), por meio da mesma
técnica, identificaram 30 componentes e observaram que 0S componentes
majoritarios foram o transgeraniol (27,02%), citronelal (23,3%), nerol (13,47%),
citral (22,24%). De forma anéloga, Vera et al. (2014), também, encontraram
menores teores dos principais componentes quimicos, sendo identificados

apenas 5 componentes, dentre eles citral (65,7%) e acetato de geranil (10%)
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foram os componentes mais representativos. Dessa forma, com base na anélise
qualitativa dos principais constituintes quimicos, presentes no 6leo essencial de
C. flexuosus, pode-se afirmar que a constituicdo quimica, observada no presente
estudo, corrobora com os estudos que constam na literatura cientifica para C.
flexuosus.

As diferencas na composicdo quimica quantitativa de C. flexuosus,
observadas neste estudo em relacdo aos trabalhos reportados, podem ser
explicadas devido a variagdo no genotipo, origem geogréfica, fatores ambientais,
ao estadio de desenvolvimento da planta, época de colheita, tipo de adubacéo e a
forma de obtencdo do 6leo essencial (BAKKALI et al., 2008; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). Verifica-se que plantas de uma mesma espécie, mas de origens
diferentes, podem expressar diferentes padrdes de metabdlitos. Dessa forma,
para a obtencdo de Oleos essenciais de composicdo quimica constante, €
necessario que esse seja extraido, sob as mesmas condi¢des (método de
extracdo), com base em um mesmo 6rgdo da planta, mesmas condi¢Bes de
cultivo (solo e clima) e que seja colhido/extraido na mesma estacao do ano.

No corrente estudo, a acdo do 6leo essencial de C. flexuosus ocasionou
alta mortalidade para lagartas de S frugiperda, em que a mortalidade registrada
para as lagartas foi dependente da concentracdo. Tal mortalidade pode ser
atribuida a funcionalidade molecular dos compostos presentes no 6leo essencial
gue majoritariamente foram monoterpenoides aciclicos. A rapida atividade
inseticida, registrada para as maiores concentragGes, pode ser atribuida a uma
interacdo desses compostos com sitios de a¢do no sistema nervoso das lagartas.
Estudos com monoterpenos de 6leos essenciais mostraram que a toxicidade em
insetos é mediada por mecanismos neuroldgicos (LEE; PETERSON; COATS,
2002; RYAN; BYRNE, 1988).

Salienta-se que as espécies do género Cymbopogon sdo amplamente
conhecidas pela sua atividade inseticida (MOORE et al., 2007; NERIO;
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OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; TRONGTOKIT et al., 2005).
Labinas e Crocomo (2002) avaliaram a acdo inseticida do 6leo essencial de
Cymbopogon winterianus Jowit (Poaceae) para S. frugiperda e concluiram que o
Oleo essencial possui propriedades inseticida e repelente para esse inseto e
sugeriram que acdo do O6leo essencial pode ser devido a estrutura do
monoterpenoide presente na sua constituicdo quimica. Segundo os autores, 0
nivel de saturacdo (dupla ligagdo) e o grupo funcional presentes nas moléculas
influenciam a penetracdo dessas substancias pela cuticula do inseto. Em outro
estudo, foi relatado que o 6leo essencial de C. winterianus possui efeito
inseticida para Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae) nas fases
de ovo, pupa e adulto. Os autores relacionaram tais efeitos ao composto
majoritario, o citral, sendo a mortalidade de pupas relacionada a interrupgao
metabdlica, devido a uma possivel obstrucdo dos espiraculos ou ainda pela
penetracdo dos canais traqueais (COLPO; JAHNKE; FULLER, 2014).

Na literatura, ha varios relatos sobre atividade bioldgica do o6leo
essencial de C. flexuosus a diversos insetos-alvo. Estudos com 6leo essencial de
C. flexuosus comprovaram atividade inseticida para larvas de Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) (TENNYSON et al., 2013; VERA et al.,
2014), em que tal atividade foi atribuida a toxicidade dos compostos
majoritarios, geranial e neral, presentes na constituicdo quimica dos 6leos
essenciais. No entanto, nos dois estudos, 0 modo de acdo n&o foi analisado. Em
estudo, avaliou-se a toxicidade e a atividade deterrente do 6leo essencial de C.
flexuosus para Euprosterna elaeasa Dyar e Acharia fusca Stoll (Lepidoptera:
Limacodidae) e foi constatado que o 6leo essencial possui atividade para ambos
0s parametros. Destaca-se que, ap0s 24 horas de avaliagcdo, 0s insetos
apresentaram mudancgas de comportamento, caracteristicas de toxicidade por
inibicdo da atividade de acetilcolinesterase, tais como agitagdo extrema,

caminhamento aleatério e sem direcdo, tremores e convulsdes, levando-os a
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paralisia e morte (HERNANDEZ-LAMBRANO; CABALLERO-GALLARDO;
OLIVERO-VERBEL, 2014).

Oleos essenciais geralmente apresentam maior atividade inseticida
guando comparados a qualquer um dos componentes presentes em sua
constituicdo quimica (AKHTAR et al., 2012; HUMMELBRUNNER; ISMAN,
2001; JIANG et al., 2009). Ndo obstante, no presente estudo, a atividade
inseticida do Gleo essencial de C. flexuosus foi estatisticamente igual ao seu
componente majoritéario (citral). Com base nesse resultado pode-se afirmar que
a toxicidade do 0Oleo essencial deve-se a acdo do citral. Resultado semelhante ao
corrente estudo foi encontrado por Tak, Jovel e Isman (2016), ao avaliarem a
atividade inseticida do 6leo essencial de Cymbopogon citratus Stapf. (Poaceae) e
dos seus constituintes majoritarios citral e limoneno. Esses autores verificaram
que a aplicacdo topica desses compostos em lagartas de 3° instar de Trichoplusia
ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) revelou que a toxicidade do citral foi
semelhante a do 6leo essencial, sendo esse o principal responsavel pela atividade
inseticida do referido Oleo essencial. Entretanto, em estudo avaliando a
toxicidade aguda da espécie Lippia alba (Mill) N. E. Brown (quimiotipo citral)
para lagartas de terceiro instar de S. frugiperda via aplicacdo topica, foi
registrada mortalidade de 64% das lagartas na dose de 3 pg de citral/mg de
inseto, atribuindo-se a atividade inseticida ao citral (composto majoritario da
planta), sendo essa do tipo dose-dependente (NICULAU et al., 2013).

A acéo de 0leos essenciais em insetos pode ser neurotdxica ocasionando
sintomas semelhantes aos produzidos pelos inseticidas organofosforados e
carbamatos (ISMAN, 2000). Nesse ambito, alguns Oleos essenciais e
monoterpenos tém sido amplamente investigados, devido a capacidade de inibir
significativamente a enzima acetilcolinesterase (AChE) (PICOLLO et al., 2008).
Nesse contexto, salienta-se que a acetilcolina € um neurotransmissor sintetizado

pelas celulas pré-sindpticas responsdveis pela transmissdo dos impulsos
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nervosos de uma célula nervosa ou musculos involuntarios. Nas sinapses
colinérgicas, a AChE catalisa a hidrdlise da acetilcolina para colina e acetato.
Portanto, a AChE regula a transmissdo do impulso nervoso através colinérgicas
(SIEGFRIED; SCOTT, 1992).

Em estudo in vivo e in vitro com T. castaneum foi observado que
monoterpenoides como pulegona, linalool, eucaliptol e citral ocasionaram
paralisia e morte do referido inseto e, ainda, inibiram a atividade da
acetilcolinesterase, sendo essas atividades do tipo dose-dependente (RYAN;
BYRNE, 1988). Tal fendbmeno pode ser atribuido como causa da ag&o inseticida
pronunciada do 6leo essencial de C. flexuosus e do citral para S. frugiperda,
quando empregados em suas concentracfes mais elevadas (2,25, 2,5 e 4,0
mg.mL™), nas quais foram registradas as maiores taxas de mortalidade dos
insetos. Assim, na tentativa de buscar uma possivel relagdo do efeito toxico
observado pelo 6leo essencial de C. flexuosus e do citral, determinou-se o
potencial inibitério destes produtos sobre a inibicdo in vitro da AChE. Em
ambos 0s casos observou-se que a atividade foi dose-dependente. Fato esse
verificado na concentracdo de 0,5 mg.mL™, na qual o dleo essencial inibiu,
aproximadamente, 40% e o citral 50%, demonstrando uma maior atividade do
citral em relacdo ao 6leo. Isto pode ser confirmado pelos valores obtidos para a
ICso que foram de 0,84 mg.mL™ e 0,53 mg.mL™, respectivamente. Dessa forma,
com base nos resultados deste estudo sugere-se que a acdo inseticida do 6leo
essencial de C. flexuosus possa ser atribuida ao seu constituinte majoritario
(citral).

Portanto, a acdo dos 6leos essenciais sobre insetos pode variar, de
acordo com a espécie vegetal, cuja variedade dos constituintes quimicos do 6leo
essencial, isolados ou em mistura, pode ser agente causador de mortalidade em
virtude das diferencgas nas respostas do inseto estudado aos compostos quimicos

das plantas. De acordo com Isman (2006), h& algumas substancias quimicas
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presentes nas plantas que podem ser deterrentes a um determinado grupo de
pragas, mas podem ser atraentes a outras. No presente estudo, por exemplo,
tanto o 6leo essencial de C. flexuosus quanto seu composto majoritario (citral)
apresentaram acdo inseticida para lagartas de S. frugiperda e foram inibidores de
acetilcolinesterase, em que como efeito subletal foi constatada a prolongacéo do
estagio larval. Assim, esse efeito pode favorecer a exposicdo do inseto a
predadores e ou parasitoides, tornando o inseto mais vulnerdvel a acdo desses
agentes.

Assim, a rapida atividade inseticida nas concentragGes mais altas do 6leo
essencial pode ser atribuida a uma interacdo desses compostos com sitios de
acdo no sistema nervoso das lagartas, sugerindo-se que os compostos estudados
apresentam potencial para serem empregados em formulagdes para o controle do

inseto.
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7 CONCLUSAO

Os compostos geranial e neral, que juntos formam o citral, sdo 0s
compostos majoritarios do dleo essencial de C. flexuosus. Esse 6leo essencial é
letal as lagartas de S. frugiperda e pode causar mortalidade de até 90% da
populacgdo de S. frugiperda. O 6leo essencial de C. flexuosus causa mortalidade
na concentracdo de 1,35 mg.mL™ (CLs) e prolonga o estagio larval de S.
frugiperda, enquanto na concentracdo de 0,675 mg.mL™ (CLy) prolonga o
desenvolvimento das larvas de S. frugiperda. O mesmo comportamento é
observado para o citral quando analisado nas concentracfes equivalentes a CLg,
e CLy, do 6leo. O bleo essencial de C. flexuosus e o citral sdo promotores de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, quando analisados in vitro, sendo essa
inibicdo do tipo dose-dependente. Dessa forma, pode-se concluir que 6leo
essencial de C. flexuosus é tdxico para S. frugiperda, e a atividade inseticida esta

diretamente relacionada ao citral.
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