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RESUMO
A mosca-branca (Bemisia tabaci) e acaro rajado (Tetranychus urticae) sdo consideradas
cosmopolitas e responsaveis por causar grandes prejuizos em diversas culturas de importancia
econdmica no polo agricola no municipio de Petrolina-Pernambuco, Brasil. O Brasil é o maior
consumidor do mundo em pesticidas sintéticos. Dessa forma, visando minimizar o alto impacto
desses produtos, este trabalho de tese descreve o estudo quimico de éleos essenciais e a avaliagdo
do potencial sobre mosca-branca e acaro rajado de 6leos essenciais de espécies de Citrus e de
Mangifera indica, além de Piper marginatum e de seus constituintes. A susceptibilidade por
fumigacdo da mosca-branca foi maior para os 6leos de limédo taiti e siciliano e a toxicidade do
6leo de limdo taiti foi no mesmo nivel do controle positivo, enquanto que o 6leo do caule e
inflorescéncia de P. marginatum foi mais toxico ao acaro rajado e mais susceptivel aos 6leos do
que o seu predador, Neoseiulus californicus. Os efeitos residuais dos 6leos testados atuaram na
preferéncia alimentar e de oviposic¢éo do acaro. Os melhores resultados foram observados para 0s
oleos de Piper, limé&o siciliano, tangerina murcot e cravo. Por outro lado, os testes com o 6leo de
manga rosa, revelaram que esse Oleo estimulou a oviposicdo. Testes com terpendides e

fenilpropandides puros revelaram que a propriedade biologica observada para os 6leos nem



sempre € atribuida ao seu componente principal. Esses testes também revelaram que
estereoisdmeros de configuracdes (R)/(S) e (Z)/(E) apresentam propriedades bioldgicas diferentes,
guando expostos ao acaro rajado. Os resultados desse trabalho contribuiram para o conhecimento
quimico e bioldgico de plantas arométicas nativas e/ou cultivadas no Nordeste. No entanto, novos
estudos devem ser direcionados com relacdo ao custo-beneficio dos dleos mais promissores,
Piper, lim&o taiti e siciliano para 0 manejo do &caro rajado e da mosca-branca no p6lo agricola em

Petrolina-PE.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos volateis, fumigacao, contato residual, repeléncia, deterréncia
de oviposicdo, Bemisia tabaci, Tetranychus urticae, Neoseiulus

californicus
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ABSTRACT

The cosmopolitan silverleaf whitefly (Bemisia tabaci) and two-spotted spider mite
(Tetranychus urticae) are responsible for huge losses in a number of crops of economic
importance in the agricultural region of the city of Petrolina, state of Pernambuco, Brazil. Brazil is
the largest consumer of pesticides in the world. To help minimize the harmful impacts of these
products, this thesis describes a chemical study of essential oils of Citrus species, the Mangifera
indica and Piper marginatum, with an evaluation of the potential of these natural products
regarding the control of the silverleaf whitefly and two-spotted spider mite. Susceptibility through
fumigation of the silverleaf whitefly was greater when Key lime and lemon oils were used.
Toxicity of the Key lime oil was similar to that of the positive control. The oils from the stems
and flowers of P. marginatum were toxic to the two-spotted spider mite, which was more
susceptible to the oils than its natural predator (Neoseiulus californicus). The residual effects of
the oils acted on the feeding preference and oviposition of the mite. The best results were
achieved with the oils from the marigold pepper, lemon, Murcott tangerine and mandarin orange.
In contrast, the oil form the rosa mango stimulated oviposition. Tests with pure terpenoids and

phenylpropanoids revealed that the biological properties of the oils cannot always be attributed to



their main components. These tests revealed that (R), (S), (Z) and (E) stereoisomers have different
biological properties in the two-spotted spider mite. The present findings contribute to chemical
and biological knowledge on native and cultivated aromatic plants in northeastern Brazil. Further
studies should be carried out involving cost-benefit analysis of the most promising oils (marigold
pepper, Key lime and lemon) for the management of the two-spotted spider mite and silverleaf

whitefly in the agricultural region of Petrolina, Brazil.

KEY WORDS: Essential oils, fumigant, residual contact, repellency, oviposition
deterrence, Bemisia tabaci, Tetranychus urticae, Neoseiulus

californicus
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O Polo agricola em Pernambuco situado no semi-arido nordestino, no Submédio Sao
Francisco, tem apresentado acelerado crescimento da producao agricola irrigada desde seu inicio
nos anos 70. Atualmente é considerado o maior e mais dindmico pdlo de fruticultura irrigada do
Brasil. Entretanto, perdas agricolas sdo comuns e dependendo da época do ano sdo bastante
elevadas devido aos ataques de pragas, em decorréncia das condicGes climaticas, que
proporcionam rapido desenvolvimento de varias pragas, entre elas podemos citar mosca-branca,
Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) e o &caro rajado, Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae).

No Brasil, a mosca-branca foi registrada inicialmente no algodoeiro no estado de S&o
Paulo em 1968, e nos anos setenta, na cultura da soja e feijdo no estado do Parana (Costa et al.
1973). Porém, a caracterizacdo do biétipo B para B. tabaci ocorreu em 1991 no estado de Sao
Paulo. Anos seguintes a distribuicdo dessa praga, alcancou desde o Parana na regido sul até alguns
estados do nordeste, como em Pernambuco onde ocorreu o primeiro registro de mosca-branca em
culturas de tomate no Polo agricola de Petrolina em meados dos anos noventa (Haji et al. 2005).
As principais culturas atacadas por essa praga incluem solanaceas (tomate, berinjela, pimentéo,
fumo, pimenta e jild), cucurbitaceas (abobrinha, melancia, mel&o e chuchu), bréssicas (brocolis e
repolho), leguminosas (feijéo, feijdo vagem), algoddo, mandioca, alface e quiabo, além de plantas
ornamentais, daninhas e silvestres (Oliveira et al. 2001).

Para o0 acaro rajado, sua ocorréncia no Brasil tem sido registrada em diversos estados, de

norte a sul. No municipio de Petrolina-PE, por exemplo, esse acaro s foi encontrado pela



primeira vez em 1985, ap0s o inicio da grande expansdo dos cultivos irrigados dessa regido (De
Moraes 1985). A distribuicdo dessa praga continuou a se expandir, juntamente com o
desenvolvimento do polo agricola de Petrolina. Sao diversas as culturas que sofrem
significativamente com o ataque desse acaro. Dentre elas, destacam-se as culturas de valor
econdémico como: tomate, pepino, meldo, morango, milho, soja, macd, uva e citros (Gerson &
Weintraub 2012). As vezes, até mesmo a cultura do milho pode ser danificada de forma
significativa por esse acaro, durante os periodos de baixa precipitacdo (Moraes & Flechatmann
2008).

As principais caracteristicas da mosca-branca é ser um sugador de seiva do floema,
ocorrendo em 506 espécies de plantas anuais e herbaceas, pertencentes a 74 familias (Gelman &
Gerling 2003). Em altas infestacdes a mosca-branca pode debilitar e até provocar a morte da
planta (Lacerda & Carvalho 2008). Além disso, devido a excre¢do de uma substancia agucarada
nas folhas, ramos e frutos pode favorecer o desenvolvimento de fungos saprofiticos que
interferem no processo fotossintético (Lacerda & Carvalho 2008). B. tabaci biétipo B é a espécie
mais importante de mosca-branca relatada como vetor de virus, principalmente, geminivirus
(Costa 1976).

O adulto de mosca-branca mede de 1,0 a 2,0 mm, apresentando corpo amarelo e quatro
asas membranosas recobertas por pulveruléncia branca (Lacerda & Carvalho 2008). Uma fémea
coloca de 100 a 300 ovos, podendo variar de acordo com os fatores bidticos e abidticos (Brown &
Bird 1992). A fase de ninfa é composta por quatro estadios, 1° instar, 2° instar, 3° instar e 4° instar
ou pupario (Salas & Mendonza 1995). O periodo de ovo a adulto sob temperatura de 28 + 2°C
pode variar de 20,5 dias em repolho até 26,6 dias em poinsétia (Villas Boas et al. 1997). Assim,

em decorréncia do curto periodo do ciclo de vida a mosca-branca pode apresentar de 11 a 15



geracOes por ano (Brown & Bird 1992). A longevidade de machos e fémeas varia de 6 a 10 dias,
dependendo da planta hospedeira e dos fatores ambientais (Oriani et al. 2008).

Outro artrépode que causa grandes danos econémicos aos agricultores € o acaro rajado,
que se alimenta de aproximadamente 1200 espécies de plantas, incluidas em mais de 140 familias
(Grbic et al. 2011). Nas plantas, o acaro rajado tem preferéncia pelas folhas do terco inferior e
mediano das plantas, porém em altas infestacGes pode ser encontrado nas folhas jovens (Moraes
& Flechtmann 2008). O &caro rajado para se alimentar perfura com seus estiletes a epiderme
foliar e consome o conteddo celular extravasado (Flechtmann 1985, Devine et al. 2001). Assim,
no processo de alimentacdo acaro rajado provoca injurias no limbo foliar, que inicialmente se
apresentam como manchas amareladas ou avermelhadas (Moraes & Flechtmann 2008). Em altas
infestacdes, as folhas perdem a capacidade fotossintética, necrosam, secam e caem, refletindo em
perdas na producdo (Steinkraus et al. 2003).

As fémeas deste acaro tém o corpo relativamente oval, medindo cerca de 0,5 mm de
comprimento, enquanto os machos medem 0,25 mm (Fadini et al. 2004). As fémeas geralmente
apresentam a coloracéo esverdeada ou avermelhada nas regides quentes e frias, respectivamente.
Além disso, o corpo das fémeas é coberto de longas setas e duas manchas escuras, uma em cada
lado do dorso (Fadini et al. 2004). Na colonizagdo de uma planta, as fémeas de T. urticae tecem
fios de seda, que adquirem a forma de uma teia (Flechtmann 1985). Cada fémea oviposita mais de
100 ovos, preferencialmente sobre a superficie inferior da folha (Gerson & Weintraub 2012).
Acaro rajado durante o seu desenvolvimento passa pelas fases de ovo, larva, protoninfa,
deutoninfa e adulto (Flechtmann 1985). A duracédo do ciclo biologico é de 21 dias sob temperatura
de 20 °C e de 7 dias sob temperatura de 30 °C, podendo completar uma geracdo entre 1 a 3

semanas, dependendo da planta hospedeira (Gerson & Weintraub 2012).



A proliferacdo da mosca-branca e do acaro rajado esta relacionada a diversos fatores,
dentre eles destacam-se: a expansao do monocultivo de varias espécies de plantas hospedeiras, a
rapida reproducdo e dispersao destas pragas nos periodos quentes e secos freglientes nesta regido,
bem como pelo uso indiscriminado de agrotdxicos, contribuindo para o desenvolvimento de
populacgdes resistentes (Lima & Lara 2001).

O controle bioldgico do acaro rajado € bastante utilizado em casa de vegetacdo associado
ao controle com acaricidas sintéticos. Predadores da familia Phytoseiidae sdo comumente
utilizados em varios paises, incluindo o Brasil no controle de acaros fitofagos (Toldi et al. 2013).
Entre esses predadores da familia Phytoseiidae, destaca-se o &caro generalista, Neoseiulus
californicus (McGregor), predador de T. urticae. Devido a grande habilidade de sobreviver em
baixa densidade populacional de presas e tolerante a altas temperaturas (Toldi et al. 2013) esse
predador € bastante usado no controle do acaro rajado em diversas regides do Brasil (Ferla et al.
2007). No entanto, além da possibilidade de emprego do controle bioldgico visto para o &caro
rajado, a principal forma de controle das pragas mosca-branca e acaro rajado é através do uso de
pesticidas sintéticos (Erdogan et al. 2008).

Uso irracional de pesticidas sintéticos pode provocar indmeros maleficios, como:
problemas a salde do homem, contaminacdo ambiental, interferéncia na sobrevivéncia de
inimigos naturais (organismos nao-alvo), bem como o desenvolvimento de populages resistentes
aos inseticidas (Croft 1990). Populagdes da mosca-branca (Barro et al. 2011) e do acaro rajado
(Grbic et al. 2011) tém sido identificadas resistentes aos diversos ingredientes ativos
comercializados em varios paises, o que tem tornado seu controle cada vez mais dificil. O &caro
rajado e a mosca-branca foram considerados no ano de 2008 a primeira e a nona praga mais

resistente aos ingredientes ativos, respectivamente (Whalon et al. 2008).



Uma das principais causas de desenvolvimento de populacdes dessas pragas resistentes a
diversos ingredientes ativos contidos nos pesticidas sintéticos € sem duvida, seu uso
indiscriminado. De fato, em 2004, os gastos somaram mais de 2,3 bilhdes e 26,9% desse total foi
apenas com inseticidas (Borges et al. 2004). Em 2009, o Brasil tornou-se o maior consumidor do
mundo em pesticidas agricolas, seguido dos Estados Unidos (Merlino 2009).

Com o objetivo de diminuir o consumo exclusivo de pesticidas agricolas, 0 manejo
integrado de pragas surge como método que possibilita a utilizacdo de pesticidas sintéticos em
menor proporcao. Esta abordagem tem por finalidade a busca por inovagdes tecnoldgicas e/ou
estratégias para o controle de pragas que estdo em harmonia com o meio ambiente. Como
consequéncia desse novo paradigma, varias técnicas e metodologias de controle de pragas tém
sido desenvolvidas, respeitando a filosofia de uma agricultura sustentavel. E o caso do método de
controle de pragas agricolas com inseticidas botanicos. Inseticidas botanicos sdo produtos naturais
obtidos de qualquer parte da planta e/ou seus derivados que possam atuar no controle de uma
praga alvo. Entre esses produtos botanicos, destacam-se os 6leos essenciais extraidos de plantas
aromaticas e que apresentam propriedades bioldgicas, inclusive contra artropodes.

Oleo essencial é uma mistura complexa de compostos volateis, constituido basicamente
por terpenos e fenilpropandides, os quais sdo reconhecidos por suas propriedades bioldgicas
(Laborda et al. 2013). A aplicacdo dessa nova abordagem metodolégica e técnicas na investigacao
da eficacia das propriedades bioldgicas dos dleos essenciais sdo iniciativas de grande relevancia
que devem ser encorajadas para que a biodiversidade de plantas aromaticas do bioma do Brasil
possa ser explorada de forma racional com relacéo ao seu potencial pesticida.

A importancia do uso de plantas aromaticas como fonte inseticida/acaricida, pode ser

justificada pela coevolucéo entre as plantas e os insetos (Ehrlich et al. 1964). Ao longo de todo



processo evolutivo, o reino vegetal tem desenvolvido inimeros mecanismos de defesa contra
insetos herbivoros (Fernandes 1994).

O Brasil é 0 pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais
de 55.000 espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 a 550.000 (Simdes et al.
2002). Essa grandeza de biodiversidade vegetal consiste em um importante acervo para 0
desenvolvimento socio-econdmico do pais, como fonte de corantes, 0leos vegetais, gorduras,
fitoterapicos, antioxidantes e 6leo essencial.

O interesse na investigacao quimica e biologica de 6leos essenciais para uso no controle de
pragas agricolas é suportada pelos trabalhos realizados por varios pesquisadores de diferentes
regibes do mundo. Estes trabalhos tém reportado propriedades bioldgicas sobre artrépodes de
importancia médica (Norashigin et al. 2009, Govindarajan 2010), de graos armazenados (Coitinho
et al. 2011, Kim & Lee 2014), e das pragas agricolas objeto desse trabalho, acaro rajado (Araujo-
Junior et al. 2010, Attia et al. 2011, Han et al. 2011, Afify et al. 2012, Motazedian et al. 2012,
Roh et al. 2013), e mosca-branca (Aslan et al. 2004, Kim et al. 2011, Baldin et al. 2013).

O desenvolvimento de pesticidas com base em 06leo essencial tem sido estudado para
utilizar na aplicacdo do manejo de outras pragas (Isman 2006). Devido alguns 6leos essenciais e
Seus poucos componentes serem usados tradicionalmente na culinaria, bem como pela industria de
alimentos, fragrancia e recentemente na aromaterapia, a comercializacdo desses 6leos tém
facilitado o rapido desenvolvimento e comercializagdo de pesticidas a partir de 6leos.

Além dessas vantagens outras merecem atencdo, como por exemplo: a) Os precos sao
geralmente baixos devido a producdo em escala para fornecimento de varios tipos de 6leos as
industrias quimicas, alimentos, perfumes e cosméticos; b) Apresentam varios modos de acdo com
diferentes sitios de acdo no sistema nervoso dos artropodes: em neuromodulador da octopamina e

tiamina (Enan 2005a,b) e com GABA moduladores de canais de cloro (Priestley et al. 2003); c)



com raras excecdes, 0s Oleos essenciais e seus constituintes quimicos podem ser toXicos para
mamiferos; d) Por serem volateis, os 0leos e seus constituintes ndo sdo persistentes no meio
ambiente, com meia vida ao ar livre de 24h no solo e na agua.

Apesar do grande nimero de estudos relacionados as propriedades bioldgicas dos 6leos
essenciais sobre pragas agricolas, poucos sdo aqueles que focam na investigacao da atividade dos
constituintes puros com o intuito de correlacionar a propriedade observada para 0 6leo com seus
constituintes quimicos. Investigacdo mais detalhada de um éleo essencial das plantas aromaticas
nativas e/ou exaticas, avaliando inclusive a atividade bioldgica dos constituintes puros, atraves de
novas abordagens metodoldgicas para avaliacdo dos efeitos letais e subletais, em artropodes de
interesse agricola, permitira melhor entendimento das propriedades inerentes dos 0leos,
facilitando a preparacdo de uma formulacdo de um inseticida botanico, tendo o 6leo essencial
como principio ativo.

Dessa forma, Gleos essenciais de espécies pertencentes aos géneros Citrus, Mangifera e
Piper, nativas e/ou cultivadas na regido Nordeste foram selecionadas para investigagdo do
potencial inseticida sobre mosca-branca e acaricida sobre &caro rajado.

De acordo com o estado da arte das propriedades biolégicas dos 6leos essenciais de
espécies dos géneros, Citrus, Mangifera e Piper, com excecao dos 6leos das espécies de Citrus,
C. aurantifolia (lim&o taiti) e C. reticulata (tangerina cravo), que foram avaliados contra o &caro
rajado, mas revelaram baixa toxicidade (Choi et al. 2004), nenhum estudo foi realizado avaliando
0 potencial sobre mosca-branca e acaro rajado das espécies selecionadas desses géneros nesse
estudo. No entanto, a avaliacdo da atividade bioldgica de Oleos essenciais dessas especies dos
géneros sobre outros artropodes foi encontrada, inclusive para 6leos essenciais das espécies objeto
de investigacdo desse trabalho, como por exemplo, C. aurantifolia (limdo taiti) contra

Callosobruchus maculatus (Rotimi & Ekperusi 2012), C. limon (limdo siciliano) contra



Spodoptera frugiperda (Villafafie et al. 2011), Piper marginatum contra Sitophilus zeamais
(Coitinho et al. 2011), Tyrophagus putrescentia (Assis et al. 2011) e Aedes aegypti (Autran et al.
2009); Mangifera indica contra Anopheles gambiae (Alwala et al. 2010).

Apesar do numero expressivo de artigos publicados, nos dltimos 20 anos (Isman 2006),
sobre a propriedade bioldgica de 6leos essenciais contra algum tipo de artropode, a maioria tem
direcionado sua investigacdo na avaliacdo apenas dos 0leos, sem se preocupar com a propriedade
individual de seus constituintes quimicos. Além do mais, esses 0leos essenciais sdo constituidos
por compostos quimicos, terpenoides e/ou fenilpropandides que podem ser esterecisémeros
quirais (R ou S) e caso esses dois estereoisdmeros ocorram no 6leo essencial, a propor¢do entre
eles é diferente.

Esses estereoisdbmeros se caracterizam por apresentarem atividades biologicas distintas, na
interacdo deles com um artrépode (Pérez-Fernandez et al. 2010). Entre os pesticidas sintéticos, os
piretdides, originados a partir da modificacdo da piretrina natural, sdo exemplos de pesticidas
quirais, cuja toxicidade é altamente dependente de cada um de seus enancidémeros. Por exemplo, 0
enancidmero de configuracdo R da permetrina foi 25 vezes mais toxico a Musca domestica do que
0 estereoisdmero S (Pérez-Fernandez et al. 2010).

Até 0 momento, nenhuma investigacdo sobre a avaliacdo da atividade inseticida/acaricida
sobre mosca-branca e acaro rajado com estereoisdmeros quirais naturais tem sido conduzida. O
principal componente do 6leo essencial dos Citrus é o limoneno. Os dois enanciémeros desse
monoterpeno sdo 0s mais abundantes na natureza. Enquanto que o (R)-limoneno é o componente
principal dos 6leos das cascas dos limdes e laranjas, o (S)-limoneno € principalmente encontrado
em uma variedade de plantas e ervas como Mentha spp (Marostica-Junior & Pastore, 2007). Sera

que o acaro rajado e a mosca-branca terdo a mesma susceptibilidade para esses estereoisdmeros e



0 estereoisdmero R tera atividade diferente do S? A atividade repelente do estereoisdmero R sera
a mesma do estereoisdmero S quando expostos ao acaro rajado?

Para responder essas perguntas e discutir essa proposta de controle do &caro rajado e
mosca-branca dentro da filosofia do manejo integrado de pragas através do uso de Gleos
essenciais de plantas nativas e/ou cultivadas no Nordeste, foram testadas as seguintes hipoteses: a)
Os oOleos essenciais de espécies dos géneros Citrus ou Mangifera ou Piper sdo fortes candidatos
ao manejo da mosca-branca e do &caro rajado; b) A propriedade bioldgica de dleos essenciais ndo
esta relacionada diretamente com a atividade individual de seus constituintes; ¢) Propriedades
bioldgicas distintas sdo observadas quando compostos quirais interagem com a mosca-branca e o
acaro rajado.

Diante disso, os principais objetivos desse trabalho foram:

1- Determinar a composicao quimica dos 6leos essenciais dos géneros Citrus e testar para
Citrus e Mangifera seu potencial fumigante sobre mosca-branca e &caro rajado, além de investigar
a acdo desses 6leos pelo método de contato residual sobre o &caro rajado;

2- Investigar o potencial acaricida dos 6leos das folhas, caule e inflorescéncia de P.
marginatum sobre o &caro rajado e seu predador N. californicus;

3- Avaliar os 0leos essenciais quanto a deterréncia de oviposicdo e atividade repelente
através do teste com chance de escolha sobre o acaro rajado;

4- Investigar a toxicidade dos constituintes puros selecionados a partir dos 6leos sobre
mosca-branca e acaro rajado e avaliar a propriedade repelente e de deterréncia de oviposicao para
acaro rajado desses compostos;

5- Avaliar a propriedade bioldgica sobre acaro rajado e mosca-branca dos estereoisdmeros

quirais (R) e (S)-limoneno e os diastereoisdmeros (Z) e (E)-asarone apenas sobre &caro rajado.
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CAPITULO 2
AVALIACAO DO POTENCIAL ACARICIDA E INSETICIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS
DAS CASCAS DOS FRUTOS DE QUATRO ESPECIES DE Citrus E DO LATEX DOS
FRUTOS DE DUAS VARIEDADES DE Mangifera indica E DE SEUS TERPENOIDES

MAJORITARIOS E MINORITARIOS!

NICOLLE DE C. RIBEIRO?> & CLAUDIO A.G. DA CAMARA®

Departamento de Agronomia, Area Fitossanidade, Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmé&os, 52171-900 Recife, Pernambuco, Brasil.

®Departamento de Ciéncias Moleculares, Area Tecnologia Ambiental, Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmé&os, 52171-900 Recife, Pernambuco,

Brasil.

'Ribeiro, N.C. & C.A.G. da Camara. Avaliacdo do potencial acaricida e inseticida dos 6leos
essenciais das cascas dos frutos de quatro espécies de Citrus e do latex dos frutos de duas
variedades de Mangifera indica e de seus terpenodides majoritarios e minoritarios. A ser
submetido.
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RESUMO - A composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais da casca do limdo taiti, siciliano,
tangerina cravo e murcot foi determinada por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria
de Massas, mesma metodologia utilizada para o latex do fruto de manga rosa e espada. Os 0Oleos
dos Citrus apresentaram limoneno como componente principal, enquanto que para as variedades
das mangas, terpinoleno foi o principal do 6leo de manga espada, enquanto que B-pineno foi para
0 0leo de manga rosa. A acdo fumigante dos 6leos variou de acordo com a praga alvo e revelou
que as moscas-brancas foram mais susceptiveis do que o acaro rajado. Por fumigacdo, mosca-
branca foi mais susceptivel aos 6leos de limdo taiti e siciliano, enquanto que tangerina cravo
apresentou maior toxicidade ao &caro rajado. O efeito acaricida desses 6leos foi inferior
comparado com o a a¢do fumigante do eugenol, usado como controle positivo. Porém, o efeito
fumigante do 6leo de limao taiti sobre a mosca-branca foi 0 mesmo do controle positivo. Além de
toxico por fumigacao, os 6leos de Citrus e das mangas atuaram como deterrente de oviposi¢do
para 0 acaro rajado. Baixa toxicidade foi observada para o acaro rajado pelo método de contato
residual. Entre os 6leos de Citrus, o maior percentual de mortalidade para acaros na concentracao
de 1000 pL/mL foi observado para os 6leos de tangerina cravo e murcot, enquanto que para 0s
6leos das mangas, o acaro foi mais susceptivel ao da manga espada. Resultados da acdo
fumigante, deterrente de oviposicao e de contato residual sobre o acaro rajado e da propriedade
fumigante sobre mosca-branca dos constituintes puros: p-cimeno, linalol, a-terpineol, a-pineno, B-

pineno, terpinoleno e (R) e (S)-limoneno sdo também discutidos.

PALAVRAS-CHAVE: (R) e (S)-limoneno, terpinoleno, contato residual, fumigacdo, Bemisia

tabaci, Tetranychus urticae
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EVALUATION OF INSECTICIDE AND ACARICIDE POTENTIAL OF PEEL FRUITS
ESSENTIAL OILS OF FOUR SPECIES OF Citrus AND LATEX FRUITS OF TWO

VARIETIES Mangifera indica AND ITS MAJOR AND MINOR TERPENOIDS

ABSTRACT - The chemical composition of essential oils from the peels of the Key lime, lemon,
Murcott tangerine and Mandarin orange was determined using gas chromatography-mass
spectrometry, the same methodology used for the fruit latex from two varieties of mango (“rosa”
and “espada”). Limonene was the major component of the Citrus oils, terpinolene was the major
component of the oil from the espada mango and B-pinene was the major component of the oil
from the rosa mango. The fumigant action of the oils varied depending on the target agricultural
pest, with the silverleaf whitefly more susceptible than the two-spotted spider mite. Through
fumigation, the silverleaf whitefly was more susceptible to Key lime and lemon oils, whereas the
Mandarin orange oil exhibited the greatest toxicity to the two-spotted spider mite. The effect of
these oils on the mite was inferior to that of eugenol, which was the positive control. However,
the fumigant effect of the Key lime oil on the silverleaf whitefly was the same as that of the
positive control. Besides being toxic through fumigation, the Citrus oils and mango latex acted as
a deterrent to oviposition for the two-spotted spider mite. Low toxicity to the two-spotted spider
mite was found using the residual contact method. Among the Citrus oils, the highest mite
mortality rate at a concentration of 1000 pL/mL occurred with the Mandarin orange and Murcott
tangerine oils. Among the mangos, the mite was more susceptible to the espada variety. This
paper also offers a discussion on the biological properties of the constituents of the essential oils
(p-cymene, linalool, a-terpineol, a-pinene, B-pinene, terpinolene and (R) and (S)-limonene) and

their effects on the two agricultural pests analyzed.

17



KEY WORDS: (R) and (S)-limonene, terpinolene, residual contact, fumigant, Bemisia tabaci,

Tetranychus urticae
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Introducéo

A mosca-branca, Bemisia tabaci biétipo B (Genn.) (Hemiptera: Aleyrodidae) e o acaro
rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) sao pragas cosmopolitas, responsaveis
por causar grandes prejuizos em diversas culturas de importancia econdmica (Razmjou et al.
2009, Barro et al. 2011). Isto se deve, porque ambas as espécies apresentam alto potencial
reprodutivo, bem como réapida adaptabilidade a novos hospedeiros e ambientes, proporcionada
pela grande plasticidade genotipica (EMPPO 2004).

Moscas-brancas alimentam-se da seiva do floema e em altas infestacbes provoca o
enfraguecimento e até a morte das plantas (Barro et al. 2011). Além disso, a mosca-branca excreta
honeydew (substancia acucarada) sobre folhas, ramos e frutos, favorecendo o desenvolvimento de
fungos saprofiticos, que diminuem a capacidade fotossintética, acarretando na reducdo da
producdo (Norman et al. 1996). Moscas-brancas também atuam como vetor de virus, como por
exemplo, de geminiviroses (Lima & Lara 2001, Lacerda & Carvalho 2008).

Acaro rajado alimenta-se do contetdo celular extravasado por perfurar a epiderme foliar
com seus estiletes, provocando manchas pontilhadas que posteriormente adquirem coloragao
amareladas ou avermelhadas (Gerson & Weintrau 2012). Em altas populacGes de acaros, as folhas
perdem a capacidade fotossintética, necrosam, secam e caem, provocando a diminuicdo da
producdo (Steinkraus et al. 2003).

A aplicacéo de pesticidas sintéticos é o método mais utilizado para o controle de B. tabaci
e T. urticae, pela rapida eficiéncia. Contudo, este beneficio torna-se menos vantajoso, quando o
uso continuo e inadequado desses pesticidas provoca intoxicacdo humana, contaminacao
ambiental, eliminacdo de animais benéficos, bem como o desenvolvimento de populacbes de
pragas resistentes aos inseticidas (Damalas & Eleftherohorinos 2011). Recentemente, populacfes

da mosca-branca e do acaro rajado tém sido identificadas resistentes a diversos ingredientes ativos
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comercializados em varios paises, 0 que tem tornado seu controle cada vez mais dificil (Van
Leeuwen et al. 2010, Barro et al. 2011). Desta maneira, vem se intensificando a busca por
métodos de controle de pragas alternativo ao quimico como o0 uso de extratos de plantas ou
produtos de origem vegetal (Isman 2000, Moreira et al. 2005).

Dentre os extratos de plantas, destacam-se 0s 6leos essenciais, por apresentarem atividade
bioldgica sobre pragas de graos armazenados (Mahfuz & Khalequzzaman 2007, Coitinho et al.
2011), insetos (Aslan et al. 2004, Calmasur et al. 2006) e acaros de importancia agricola (Laborda
et al. 2013, Roh et al. 2013). O efeito toxico de dleos essenciais de plantas do género Citrus
(Rutaceae) cultivadas no Brasil foi relatado sobre Callosobruchus maculatus (Rotimi & Ekperusi
2012), B. tabaci (Ribeiro et al. 2010) e T. urticae (Aradjo-Junior et al. 2010). Ainda, o efeito
repelente do Oleo essencial da espécie Mangifera indica, fruteira amplamente cultivada no
Nordeste brasileiro (Carvalho et al. 1997), foi observado sobre o mosquito vetor da malaria
africana, Anopheles gambiai (Alwala et al. 2010).

Uma vez verificado o efeito inseticida/acaricida, os 6leos essenciais, principalmente, pela
volatilidade, podem ser usados no controle de pragas em ambientes fechados, como também na
preparacédo de formulagdes para o0 emprego em ambientes abertos (Aslan et al. 2004, Calmasur et
al. 2006). Plantas aromaticas, amplamente cultivadas no Brasil, como as pertencentes ao género
Citrus e da espécie M. indica, podem ser alternativas aos pesticidas sintéticos pela formulacdo de
um inseticida botanico tendo como matéria prima, 6leos essenciais. Além disso, 0s custos com a
matéria prima podem ser reduzidos, pois os 6leos de Citrus sdo extraidos das cascas de frutos,
residuos gerados do processo de producdo de suco, contribuindo pra a agregacdo de valor devido
suas propriedades bioldgicas.

Oleos essenciais das espécies de Citrus se caracterizam pelo elevado percentual de

limoneno (Araujo-Junior et al. 2010). J& os Oleos essenciais de M. indica se caracterizam pela
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presenca de monoterpenos, dentre eles, destacam-se terpinoleno, mirceno e/ou 8-3-careno como
constituintes principais (Andrade et al. 2000). Ha vaérios relatos na literatura da acdo biologica de
Oleos essenciais de especies de Citrus e M. indica, mas até 0 momento ndo foram encontrados
trabalhos voltados ao estudo da atividade individual de seus constituintes sobre B. tabaci e T.
urticae.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi investigar o efeito fumigante dos Oleos
essenciais de C. aurantifolia, C. limon, C. sinensis x C. reticulata, C. reticulata, M. indica var.
Rosa e M. indica var. Espada, e dos componentes selecionados p-cimeno, linalol, a-terpineol, o-
pineno, B-pineno, terpinoleno, (R) e (S)-limoneno sobre B. tabaci e T. urticae. Adicionalmente,
avaliou-se a acdo residual dos mesmos 0Oleos e constituintes utilizados no efeito fumigante sobre

T. urticae.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Produtos Naturais Bioativos e no
Laboratorio de Biologia de Insetos, ambos na Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).
Material Vegetal. As espécies do género Citrus selecionadas foram: C. aurantifolia Tanaka
(Liméo taiti), C. limon L. Burm f. (Limao siciliano), C. reticulata Blanco (Tangerina cravo) e C.
sinensis Osbeck x C. reticulata Blanco (Tangerina murcot). Nestas plantas 0s 6leos essenciais
foram extraidos das cascas de frutos maduros coletados no Sitio Cigarra, no municipio de Santana
do Mundald Alagoas-AL, em maio de 2008. As especies foram identificadas pela Dra. Suzene
Izidio da Silva do Departamento de Biologia da UFRPE. Uma exsicata de cada espécie foi
depositada no Herbario Vasconcelos Sobrinho da UFRPE sob os numeros: 48734, (C.

aurantifolia); 48736, (C. limon); 48738, (C. reticulata); 48740 e (C. sinensis x C. reticulata). Os
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oOleos essenciais das duas variedades de M. indica foram previamente cedidas por Eduardo Ramos,
coletados em latex fo frutos de plantas cultivadas na UFRPE, e as exsicatas identificadas sob os
numeros: 364 (M. indica var. espada) e 363 (M. indica var. rosa).

Obtencao dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais de espécies do género Citrus foram obtidos
a partir das cascas dos frutos (100g) de cada espécie de Citrus utilizando um aparelho de
Clevenger modificado, através da técnica de hidrodestilagdo por 2 horas. Os 6leos inicialmente
obtidos foram separados por diferenca de densidade da agua, secos em sulfato de sodio anidro,
estocados em vidros @mbar hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracdo a +5°C antes de
serem submetidos aos bioensaios. O rendimento dos 6leos foi expresso em percentagem (g/100g
do material vegetal fresco).

Identificacdo dos Oleos por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas. A
analise quantitativa dos 6leos de Citrus foi realizada utilizando um instrumento Hewlett-Packard
5890 Series 1l GC, equipado com uma coluna capilar de silica fundida (30 mm x 0,25 mm x 0,25
mm) J & W Scientific. A temperatura do forno foi programada de 50 — 250 °C a uma taxa de 3
°C/min. A temperatura do injetor e detector foi 250°C. Hélio foi utilizado como géas de arraste na
velocidade de 1 L/min e 30 p.s.i. no modo split (1:30). O volume de amostra injetada foi 0,5 pL
de uma solucdo 1/100 diluida com hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a partir
da éarea do pico do composto no CG e expresso em percentagem relativa do total da area do
cromatograma. Os indices de retencdo foram obtidos pela co-inje¢do do 6leo com uma mistura de
hidrocarbonetos lineares C;1-Cy4 € calculados de acordo com a equacdo de Van den Dool & Kratz
(1963). Os compostos foram identificados com base na comparacdo dos indices de retencéo
calculados com os disponiveis na literatura, seguida pela comparacdo do fragmentograma de

padrdes das massas reportados na literatura, bem como pela comparacao direta das sugestes das
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massas disponiveis na biblioteca do computador (Wiley, com 250.000 compostos), contemplando
apenas as similaridades entre os fragmentogramas.

O oleo essencial do latex dos frutos das variedades de M. indica foi previamente
identificado pelo mesmo método descrito para os 6leos de Citrus e reportado por Ramos et al.
(2012).

Compostos Puros. Para selecdo do estereoisdmero R ou S, além do preco e disponibilidade no
comércio, levou-se em consideracdo o estereoisdbmero mais abundante em Oleos essenciais
(Melliou et al. 2009, Palécios et al. 2009). Dessa forma, os componentes selecionados para
realizacdo dos testes sobre &caro rajado e mosca-branca foram: p-cimeno, linalol, a-terpineol, a-
pineno, B-pineno, terpinoleno, (R) e (S)-limoneno e eugenol, usado como controle positivo, foram
adquiridos pela Sigma - Aldrich - Brasil.

Criacdo de Bemisia tabaci Biotipo B. A populacdo de B. tabaci biétipo B foi devidamente
identificada e fornecida pelo Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) em Séo Paulo/Brasil. A
criacdo da mosca-branca foi estabelecida sobre plantas de feijdo da cultivar Carioca (Phaseolus
vulgaris L.) em casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia da UFRPE. Plantas de feijdo
eram semeadas, em vasos de 5 L contendo uma mistura de terra e himus (3:1) para manutencéao
da criacédo estoque para a realizacdo de bioensaios. As plantas de feijdo foram adubadas de acordo
com as recomendacdes da cultura e ndo foram expostas aos inseticidas.

Criacao de Tetranychus urticae. A populacdo de T. urticae foi adquirida do Laboratério de
Acarologia Agricola da UFRPE. A criacdo foi estabelecida sobre plantas de feijdo-de-porco,
(Canavalia ensiformes L.) cultivadas em vasos com capacidade de 5 L contendo terra misturada
com himus (3:1). No Laboratério de Biologia de Insetos da UFRPE, para manutencdo da criacao,

plantas com 25 dias de idade eram infestadas com ovos, larvas, ninfas e adultos do acaro rajado.
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A criacdo estoque ndo foi exposta aos acaricidas e foi mantida sob a temperatura de 25 + 1 °C,
umidade relativa de 65 + 5 % e 12 h fotofase.

Bioensaio de Toxicidade Fumigante: Os bioensaios de toxicidade fumigante, deterréncia para
oviposicdo e contato residual foram realizados sob a temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa
de 65 + 5 % e 12 h fotofase.

Bemisia tabaci. O método de fumigacdo usado nos experimentos foi adaptado ao estabelecido por
Pontes et al. (2007). De plantas de feijao com 25 a 40 dias de idade, foliolos foram coletados e
utilizados como substrato. Para manter a turgidez, esses foliolos foram inseridos em frascos de
vidro (5 cm de altura e 3 cm de diametro) contendo algoddo levemente umedecido com agua
destilada. Em seguida, esse sistema foi acondicionado em recipientes de vidro com tampa, de
capacidade de 1 L, utilizados como camaras de fumigacdo. Com o auxilio de um aspirador
adaptado, cerca de 15 casais de mosca-branca foram colocados na cdmara de fumigacdo. Na parte
inferior central da tampa da camara de fumigacdo fixou-se uma tira de papel de filtro (5 x 2 cm)
que serviu como suporte do 6leo a ser testado. Neste suporte, foram aplicadas com auxilio de uma
pipeta automatica, diferentes concentracdes dos 6leos e dos compostos quimicos testados, como
também do eugenol utilizado como controle positivo. Foram realizados testes preliminares para
cada dleo e composto testado. As concentragdes utilizadas para os 6leos de Citrus e M. indica
foram: 1,0; 2,5; 4,0; 5,5 e 7,0 pL/L de ar (C. reticulata), 3,0; 4,5; 6,0; 7,5 e 9,0 uL/L de ar (C.
sinensis x C. reticulata), 0,125; 0,25; 1,0; 3,5 e 5,0 uL/L de ar (C. aurantifolia), 0,8; 1,5; 2,2; 3,7
e 4,5 puL/L de ar (C. limon), 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0 puL/L de ar (M. indica var. rosa) e 0,5;
2,0; 3,0; 4,0 € 6,0 uL/L de ar (M. indica var. espada). Além disso, para 0s compostos quimicos as
concentracgdes utilizadas foram: 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 uL/L de ar (p-cimeno), 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e
3,0 UL/L de ar (R-linalol), 0,2; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 puL/L de ar (a-terpineol), 4,0; 8,0; 10,0; 12,0;

14,0 e 16,0 pL/L de ar (a-pineno), 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 pL/L de ar (B-pineno), 2,0; 3,0;
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4,0; 5,0 e 6,0 pL/L de ar (terpinoleno), 2,0; 3,0; 4,0; 6,0 e 8,0 uL/L de ar (R-limoneno), 4,0; 5,0;
6,0; 7,0 e 8,0 pL/L de ar (S-limoneno) e 0,04; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 pL/L de ar (eugenol). Entre a
camara de fumigacdo e a tampa foi colocado um tecido voil com intuito de evitar o contato direto
dos insetos com o 6leo.

Tetranychus urticae. O método de fumigacdo usado nos experimentos foi adaptado ao
estabelecido por Pontes et al. (2007). Aos 25 a 40 dias apds a emergéncia das plantas de feijdo-de-
porco foram coletadas as folhas mais desenvolvidas, das quais discos foram cortados, com o
auxilio de um vazador de metal cilindrico de 2,5 cm de didmetro. Em seguida, trés discos foliares
foram inseridos equidistantes em uma placa de Petri (9 cm de diametro), contendo um disco de
papel de filtro (8,5 cm de diametro) saturados com agua, para evitar a fuga dos acaros e manter a
turgidez das folhas. Cada disco foliar foi infestado com 10 fémeas adultas do &caro rajado,
totalizando 30 acaros por placa de Petri, sendo esta posteriormente, acondicionada na camara de
fumigacdo. Os 0leos essenciais foram aplicados com auxilio de um pipetador automatico em tiras
de papéis de filtro de 5 x 2 cm, estes posteriormente presos a superficie interna da tampa da
camara de fumigacdo. Foram realizados testes preliminares para cada 6leo e composto testado. As
concentracOes utilizadas para os 6leos de Citrus e M. indica foram: 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5, 9,0 e
10,5 pL/L de ar (C. reticulata), 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0; 13,0 e 15,0 pL/L de ar (C. sinensis x C.
reticulata), 2,0; 5,0; 8,0; 11,0; 14,0 e 17,0 puL/L de ar (C. aurantifolia), 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0 e
13,0 pL/L de ar (C. limon), 3,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0 e 18,0 pL/L de ar (M. indica var. rosa) e 3,0;
5,0; 7,0; 10,0; 13,0 e 15,0 pL/L de ar (M. indica var. espada). Além disso, para 0s compostos
quimicos as concentragdes utilizadas foram: 0,5; 1,0; 5,0; 7,0; 10,0; 13,0 e 14,0 pL/L de ar (p-
cimeno), 1,0; 1,4; 1,8; 2,2; 2,6 e 3,0 uL/L de ar (R-linalol), 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 puL/L de ar
(a-terpineol), 1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 e 30,0 pL/L de ar (a-pineno), 1,0; 5,0; 7,0; 10,0;

12,0 e 14,0 pL/L de ar (B-pineno), 0,2; 0,4; 2,0; 3,0 e 4,0 uL/L de ar (terpinoleno), 4,0; 7,0; 10,0;
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13,0 e 16,0 pL/L de ar (R-limoneno), 1,0; 5,0; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 pL/L de ar (S-limoneno) e
0,000064; 0,00032; 0,0016; 0,008€ 1,2 uL/L de ar (eugenol).

No bioensaio de toxicidade fumigante com B. tabaci e T. urticae, o tratamento controle foi
isento de aplicacdo. Logo que aplicado o 6leo/composto, a cdmara de fumigacdo foi tampada e
vedada com filme plastico PVC®. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
trés replicatas, totalizando trés repeticdes. Transcorrido o periodo de exposicao (24 h) das moscas-
brancas e do acaro rajado ao 0leo essencial, iniciaram-se as avaliacdes. Assim, foi verificada a
mortalidade considerando o individuo morto, quando, ao ser tocado levemente por um pincel com
cerdas finas, apresentava incapacidade de se deslocar por uma distancia superior ao comprimento
do seu corpo. Além disso, foi contabilizado o nimero de ovos referente a cada concentracao
testada.
Bioensaio de Deterréncia para Oviposicdo com T. urticae por Fumigacéo. A fim de avaliar o
efeito deterrente de oviposicdo dos vapores dos Oleos essenciais das espécies de Citrus e das
variedades de M. indica sobre T. urticae foram realizados bioensaios utilizando a metodologia
adaptada de Pontes et al. (2007). Cinco discos de folha de feijao-de-porco (1,5 cm) foram
colocados equidistantes em uma placa de Petri (10 cm) contendo um disco de papel de filtro
saturado com &gua. Cada disco foliar foi infestado com uma fémea adulta do &caro rajado,
totalizando cinco fémeas por placa de Petri, que foi posteriormente, acondicionada em camara de
fumigacdo. Os 6leos essenciais e 0s compostos quimicos foram aplicados com o auxilio de pipeta
automatica em tiras de papel de filtro (10 x 2 cm) presas a superficie interna da tampa da camara
de fumigag&o. Utilizou-se a menor concentragdo do 0leo essencial e do composto, referente ao
teste de toxicidade fumigante com T. urticae, que reduziu a oviposicdo em comparacgao estatistica
com o controle. Para os 6leos essenciais utilizou-se o Lim&o taiti (2,0 pL/L de ar), Limé&o siciliano

(5,0 pL/L de ar), Tangerina cravo (1,5 pL/L de ar), Tangerina murcot (3,0 uL/L de ar), M. indica

26



var. rosa (6,0 pL/L de ar) e M. indica var. espada (3,0 pL/L de ar). Para 0os compostos quimicos
utilizou-se (R)-limoneno (4,0 uL/L de ar), (S)-limoneno (1,0 pL/L de ar) a-pineno (5,0 pL/L de
ar), B-pineno (2,0 uL/L de ar), terpinolene (0,4 pL/L de ar), p-cimeno (0,5 pL/L de ar), R-linalol
(1,0 pL/L de ar), o-terpineol (0,5 puL/L de ar) e o eugenol, (0,000064 pL/L de ar). O teste
consistiu em utilizar um acaro fémea em disco foliar de 1,5 cm, que posteriormente foi submetido
ao procedimento de toxicidade fumigante, mencionados anteriormente. O delineamento foi
inteiramente casualizado, com cinco replicatas, totalizando dez repeticdes. Apds 24h de exposicao
ao 6leo e composto, quantificou-se o nimero de ovos do tratamento e do controle.

Bioensaio de Contato Residual com T. urticae. Os testes de efeito residual foram realizados
utilizando a metodologia adaptada de Miresmailli et al. (2006). Para os experimentos foram
utilizados discos de folha de feijédo-de-porco de 2,5 cm de didmetro. Os discos foram imersos em
solucBes, contendo os 6leos essenciais ou constituintes quimicos, preparadas pela diluicdo em
metanol. Para o controle os discos foram tratados apenas com metanol. Ap6s a secagem em
temperatura ambiente, cada disco foliar foi transferido para uma placa de Petri (10 cm de
diametro e 1,5 cm de altura) contendo disco de papel de filtro umedecido com &gua destilada. Dez
fémeas adultas do acaro rajado foram transferidas para cada disco foliar, totalizando 30 &caros por
placa de Petri. Testes preliminares foram desenvolvidos para posteriormente serem determinadas
as concentracdes dos 6leos essenciais das espécies de Citrus e M. indica, bem como dos
constituintes quimicos. Somente as concentracdes do 6leo de M. indica var. espada (200,0; 350,0;
500,0; 650,0 e 800,0 uL/mL) e dos compostos R-linalol (1,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 300,0 uL/mL) e
a-terpineol (10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 300,0 e 700,0 uL/mL), além do eugenol (1,0; 5,0; 25,0; 30,0;
35,0 e 50,0 uL/mL) ajustaram-se estatisticamente. O delineamento foi inteiramente casualizado,

com trés replicatas, totalizando trés repeticbes. Apos 24h de exposicdo foi determinada a
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mortalidade, considerando o acaro morto da mesma maneira que foi mencionada no bioensaio de
toxicidade fumigante. Além disso, quantificou-se o nimero de ovos relativo a cada concentracao
testada.

Analise Estatistica. Nos bioensaios de toxicidade fumigante e contato residual os dados relativos
ao numero de ovos foram submetidos & transformagdo (\Vx+0,5). Apos atenderem aos testes de
normalidade e homogeneidade de variancia (Proc univariate e GLM), os dados de mortalidade e
do ndmero de ovos foram submetidos a ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade (P=0,05), utilizando o software SAS (versdo 9.0) (SAS Institute
2002). Em seguida, os dados de mortalidade foram submetidos a analise de PROBIT, utilizando o
software POLO-PC (LeOra Software 1987) para obtencdo das inclinacbes das curvas e
estimativas das CLso dos 6leos e compostos testados. As razdes de toxicidade e seus intervalos de
confianca a 95% foram calculados segundo método descrito por Robertson & Preisler (1992), e
consideradas significativas quando o intervalo de confianca ndo incluiu o valor 1,0. No bioensaio
de deterréncia para oviposicdo, foi aplicado o Teste T para comparar os dados referentes ao

numero de ovos/fémea do tratamento e do controle.

Resultados e Discusséo

Os constituintes quimicos encontrados nos oOleos de Citrus e identificados por
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas estdo apresentados na Tabela 1.

Com base na técnica de hidrodestilacdo, os rendimentos dos 6leos essenciais das cascas
das espécies de Citrus e do latex das variedades de M. indica testados sdo apresentados na Tabela
2. Os mais altos rendimentos foram obtidos para o 0leo essencial do latex das mangas, seguido
das cascas das tangerinas e limdes. Os constituintes quimicos selecionados a partir das espécies de

Citrus e variedades de M. indica foram aqueles que ocorrem concomitantemente em cada espécie
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do mesmo género, levando em consideracdo também sua disponibilidade comercial. 1sso posto, 0s
constituintes quimicos selecionados séo descritos na Tabela 2.

A acdo acaricida e inseticida observada quando vapores dos 0leos essenciais das espécies
de Citrus e das duas variedades de manga foram expostos ao &caro rajado e mosca-branca variou
de acordo com o tipo de 6leo e da metodologia empregada. As Figuras 1 e 2 apresentam a
quantidade de ovos e a mortalidade observada sob diferentes concentraces dos 6leos essenciais.

Os resultados apresentados nas Figuras 1e 2 mostram que a mortalidade de mosca-branca e
acaro rajado para os diferentes Gleos testados variou de acordo com a espécie botanica que se
extraiu o Gleo essencial. Em geral, as moscas-brancas foram mais susceptiveis aos 6leos testados
do que o acaro rajado. Este fato é verificado nas concentracGes testadas que foram mais elevadas
para 0 acaro rajado, que provocou uma mortalidade acima de 95%. Nas Figuras 3 e 4 sdo
apresentadas as mortalidades e oviposicdo de mosca-branca e &caro rajado quando expostos aos
constituintes dos Oleos testados. Sdo apresentadas, na Figura 5, a mortalidade e oviposicdo de
mosca-branca e &caro rajado quando submetidos a exposicao do eugenol, controle positivo.

A partir da andlise de Probit, os valores estimados das CLsy, dos Oleos de espécies de
Citrus e variedades de M. indica em bioensaios de fumigacdo sobre B. tabaci e T. urticae
variaram de acordo com o tipo do Oleo e praga usados. As Tabelas 3 e 4 apresentam a acéao
fumigante e a razéo de toxicidade dos dleos essenciais das espécies de Citrus e das variedades de
M. indica e alguns monoterpenos selecionados. Com excecdo do dleo essencial de M. indica da
var. rosa, que apresentou 0 mesmo nivel de toxicidade para ambas as pragas, a mosca-branca foi
mais sensivel aos vapores dos outros 6leos testados. A ordem de toxicidade por fumigacdo desses
Oleos sobre mosca-branca revelou que os o6leos de limdo laiti e limdo siliciano foram os mais

toxicos, seguido do Oleo de tangerina cravo, manga espada, tangerina murcot e manga rosa
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(Tabela 3). No entanto, considerando os intervalos de confianca obtidos para as CLsg, 0s 6leos de
lim&o siciliano, tangerina cravo e manga espada apresentaram o mesmo nivel de toxicidade.

Por outro lado, esses 0leos apresentaram ordem de toxicidade diferente para o acaro rajado
(Tabela 4). Entre os 0leos testados, 0 mais tdxico foi 0 6leo de tangerina cravo e 0 menos toxico
foi o limdo taiti. Considerando os intervalos de confianca das CLs estimadas para esses 6leos,
tem-se que a toxicidade apresentada para o 0leo de tangerina cravo, manga espada e manga rosa
foi a mesma, comparadas entre si. Por outro lado, a toxicidade do 6leo de manga espada foi a
mesma apresentada pelo 6leo de limo siciliano, o qual apresentou o mesmo nivel de toxicidade
do 6leo de limao taiti e tangerina murcot (Tabela 4).

De acordo com a Razdo de toxicidade (RTsp) calculada nas Tabelas 3 e 4, verifica-se que
as populacdes de mosca-branca e acaro rajado responderam de forma diferente aos Oleos
essenciais testados. A populacdo de acaro rajado foi considerada mais heterogénea aos 6leos de
Citrus e das mangas, quando comparada a mosca-branca, e essa variabilidade entre individuos de
uma mesma populacdo é indicada pela inclinacdo da curva de concentragcdo-mortalidade (Kerns &
Gaylor 1992). Curvas com menor inclinagdo indicam maior variabilidade genética, sugerindo a
presenca de mais de um gendtipo na populacdo, denotando uma maior heterogeneidade de
resposta aos inseticidas (Siqueira et al. 2000). Isto mostra que potencialmente tem havido
pressOes de selecdo diferencial e/ou diversidade genética intra e interpopulacional que pode
explicar a variabilidade observada nestes resultados.

Comparando a toxicidade desses 6leos essenciais com o controle positivo, eugenol, com
excecdo do 6leo de liméo taiti, o controle positivo foi mais potente do que os demais 0Oleos
testados para mosca-branca (Tabela 3). Ja para o &caro rajado, o controle positivo foi mais toxico

do que todos os 0leos testados (Tabela 4).
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Vaérios trabalhos tém sido reportados, avaliando a acdo inseticida e acaricida de 6leos
essenciais coletados em diferentes regides do mundo sobre mosca-branca e acaro rajado (Aslan et
al. 2004, Calmasur et al. 2006, Yang et al. 2010, Laborda et al. 2013). Porém, nenhum relatando
a acdo de oleos essenciais de M. indica sobre mosca-branca e acaro rajado.

Recentemente, Kim et al. (2011) reportaram a acdo fumigante do Oleo essencial de
espeécies de C. aurantifolia (limdo taiti) e C. reticulata (tangerina cravo), cultivadas na Corea do
Sul, sobre B. tabaci bidtipo Q e B. Porém, apenas o 6leo de C. aurantifolia revelou atividade para
Biotipo Q, com uma CLsp estimada em 0,91 mL/cm?. Estes resultados comparados com 0s 0leos
essenciais obtidos a partir de plantas cultivadas no Nordeste brasileiro, testados sobre o bidtipo B,
foram mais toxicos do que os 0leos das espécies cultivadas na Corea do Sul.

Por outro lado, 6leos essenciais dessas mesmas espécies de Citrus, coletada na Corea do
Sul, foram testadas quanto a acdo fumigante sobre o &caro rajado e apresentaram na concentracao
de 19 x 10 pL/mL de ar (19,0 pL/L de ar) mortalidade inferior a 70% (Choi et al. 2004). Mais
uma vez, estes resultados comparados com os obtidos para os 6leos das plantas cultivadas no
Brasil foram inferiores. Ou seja, os 6leos de limédo taiti e tangerina cravo, cultivadas no Brasil,
promoveram mortalidade > 95% nas concentragdes de 17,0 e 10,5 pL/L de ar, respectivamente.
Atividade inseticida/acaricida diferente de 6leos essenciais provenientes de mesma espécie
botanica pode ser explicada pela variabilidade genética das plantas coletadas em diferentes sitios
de cultivo e condigdes climaticas, que interferem na producgdo e acimulo de componentes do 6leo
essencial (Isman 2000).

Os resultados expostos até 0 momento sugerem que todos os 0leos essenciais apresentaram
propriedades inseticida e acaricida e que essa atividade é decorrente dos componentes quimicos
que constituem os 6leos essenciais selecionados das espécies de Citrus e das variedades de M.

indica. Por isso, torna-se imperativo avaliar e comparar a atividade individual desses constituintes
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que fazem parte de cada Gleo investigado. Dessa forma, os valores das CLsy dos compostos
selecionados a partir dos 6leos das espécies de Citrus (linalol, a-terpineol, a-pineno e limoneno) e
M. indica (terpinoleno, p-cimeno, a-pineno, B-pineno e limoneno) sobre mosca-branca e acaro
rajado sao apresentados na Tabela 3 e 4, respectivamente.

Entre as populacdes de mosca-branca e acaro rajado pode-se concluir que a RTso foi mais
heterogénea para os acaros também quando testados os constituintes quimicos. Fato que implica
em individuos mais heterogéneos com grande variabilidade genética, respondendo de forma
diferenciada ao controle com o 6leo essencial.

Com excegdo do a-pineno, que apresentou a menor atividade, tanto para acaro rajado
guanto para mosca-branca, a toxicidade dos outros constituintes quimicos variou de acordo com a
praga testada. Por exemplo, a mosca-branca foi mais susceptivel do que o acaro rajado quando
submetido aos compostos a-terpineol e linalol. Por outro lado, o terpinoleno foi mais ativo para o
acaro rajado.

A ordem de toxicidade obtida para os compostos encontrados nos 6leos das espécies de
Citrus e variedades de M. indica sobre mosca-branca foi a-terpineol = linalol > (R)-limoneno > a-
pineno e p-cimeno = terpinoleno = (R)-limoneno > B-pineno > a-pineno, respectivamente.

Entre os constituintes quimicos testados sobre o acaro rajado, o mais ativo foi terpinoleno
e 0 que apresentou menor potencial foi o a-pineno. Considerando os constituintes selecionados a
partir das espécies pertencentes aos géneros Citrus e M. indica, a ordem de toxicidade dos
constituintes quimicos selecionados sobre o acaro rajado foi a-terpineol = linalol > (R)-limoneno
= a-pineno para espécies de Citrus e para as variedades de M. indica foi terpinoleno > p-cimeno =

B-pineno > (R)-limoneno = a-pineno.
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Em geral, a interacdo de compostos quirais, com um organismo Vvivo apresenta atividade
bioldgica distinta (Barreiros et al. 1997). No entanto, a toxicidade fumigante sobre o acaro rajado
e mosca-branca observada para o0s enancidmeros (R) e (S)-limoneno nédo diferiram
significativamente entre si.

Limoneno foi o componente principal identificado em todos os 6Oleos das espécies de
Citrus investigado. Seu percentual variou de 38,9% no liméo taiti e 80,2% na tangerina cravo. No
entanto, com base nas CLsy estimadas para os compostos selecionados, apenas 0s constituintes
minoritarios: linalol (0,1% no lim&o siciliano e 4,5% na tangerina murcot) e a-terpineol (0,3% na
tangerina cravo e 5,2% no limao taiti) apresentaram toxicidade para mosca-branca por fumigacéo,
similar da observada para os 6leos de limdo taiti e limdo siciliano. J& sobre o acaro rajado, esses
componentes minoritarios apresentaram atividade cerca de 3,1 vezes mais toxico do que o 6leo de
tangerina cravo. Esses resultados sugerem que esses compostos, independentemente da
guantidade no Oleo essencial, eles exercem um papel de extrema significancia na atividade
observada para o 6leo.

Estes resultados estdo de acordo com o0s observados por Jiang et al. (2009), para os
constituintes minoritarios do 6leo de Litsea pungens, limoneno (7,5%), linalol (2,4%) e geranil
(2,2%), apresentaram toxicidade sobre Trichoplusia ni, no mesmo nivel do observado para o 6leo
de L. punges.

Estes resultados apresentados para atividade inseticida e acaricida dos dleos essenciais de
espécies de Citrus e M. indica sugerem que nem sempre a propriedade biolégica de um dleo e/ou
extrato vegetal € atribuida ao componente principal do material testado, como observado por
Andrade et al. (2004), para o a-bisabolol (79%), constituinte principal do éleo Vanillasmopsis
pohlii, que apresentou o mesmo nivel de toxicidade sobre Bemisia argentifolii observado pelo

Oleo essencial. Resultado semelhante foi observado por Miresmailli et al. (2006) para o
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constituinte majoritario do 6leo de Rosmarinus officinalis, 1,8-cineol (31,5%), cuja atividade
sobre o &caro rajado foi no mesmo nivel observado para o 6leo. Han et al. (2011) para a
toxicidade do componente minoritario, acetato de citronelila (2,2%), que promoveu mortalidade
do acaro rajado no mesmo nivel do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora.

Para os constituintes testados a partir do 0leo do latex da manga rosa e espada sobre
mosca-branca e acaro rajado, os testes com o0s constituintes selecionados, sugerem que a atividade
observada para 0s respectivos 6leos € basicamente atribuida aos seus compostos majoritarios.
Essa atribuicdo fica mais evidente ao se comparar as toxicidades dos compostos majoritarios,
individualmente, com os éleos de manga rosa e espada como apresentado na Tabela 2.

Nos Gleos de latex da manga espada, Os constituintes o e B-pineno estdo presentes em
percentuais abaixo de 2,0% e o componente principal é o terpinoleno (73,6%), enquanto que no
6leo do latex da manga rosa o componente principal é o B-pineno (40,7%) seguido de terpinoleno
(28,3%) e a-pineno (11,5%). De acordo com as CLs, estimadas para esses constituintes, apenas 0s
compostos terpinoleno e B-pineno apresentaram toxicidade sobre mosca-branca no mesmo nivel
observado para o 6leo do latex da manga espada e rosa, respectivamente. Além disso, observou-se
que o B-pineno (presente no 6leo de manga espada em percentuais inferiores a 2%) apresentou
toxicidade sobre mosca-branca inferior do apresentado para o 6leo do latex da manga espada,
enquanto que o componente principal, terpinoleno (73,6%) foi cerca de 1,8 vezes mais tdxico do
que o 6leo do latex da manga rosa.

Por outro lado, enquanto que a toxicidade do B-pineno sobre &caro rajado foi igual para
ambos os 0leos das variedades de manga, para 0 p-cimeno, componente minoritario do 6leo da
manga rosa (0,3%) e espada (0,4%) e terpinoleno, apresentaram atividades acaricidas superiores
aos 6leos da manga rosa e espada. Entre os constituintes quimicos testados contra o acaro rajado,

B-pineno e limoneno apresentaram toxicidade no mesmo nivel dos 6leos de manga rosa e espada,
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enquanto que a-pineno apresentou mesma atividade do que o 6leo da manga rosa, mas cerca de
1,6 vezes menos toxica do que o 6leo de manga espada.

Esses dados sugerem que o percentual de um componente no 6leo quando ele apresenta
atividade significativa contribui bastante na toxicidade observada para o oOleo investigado
independentemente do seu percentual no éleo. Esses resultados corroboram os dados reportados
para atividade de outros 6leos essenciais sobre mosca-branca (Andrade et al. 2004) e acaro rajado
(Miresmailli et al. 2006, Attia et al. 2011, Lim et al. 2011), bem como outras pragas (Kim & Lee
2014).

Na realizacdo dos experimentos para avaliar a acdo dos 6leos essenciais das espécies de
Citrus e M. indica sobre &caro rajado por fumigacdo, além da mortalidade, constatou-se uma
reducdo no numero de ovos bastante significativa, mesmo nas menores concentracdes dos 6leos.
Esses resultados sugerem que os vapores dos Oleos essenciais podem atuar na deterréncia de
oviposicéao.

Nas Figuras 6 e 7 sdo apresentadas as quantidades de ovos por fémea de T. urticae
submetidos aos 6leos das espécies de Citrus e M. indica e seus constituintes selecionados, na
menor concentracdo em que o numero de ovos difereriu significamente do controle.

Os dados obtidos nos teste de fecundidade revelaram que a média de ovos ovipositados
por acaro, expostos aos 6leos das espécies de Citrus e M. indica e seus constituintes selecionados
por 24h diferiram significativamente do controle (Fig. 6 e 7). Resultados semelhantes foram
reportados para as menores concentracdes para os 0leos de Salvia officinalis e Datura stramonium
(Kumral et al. 2010, Laborda et al. 2013) e o santalol, componente principal do 6leo essencial
Santalum austrocaledonicum (Roh et al. 2011) quando submetidos ao T. urticae.

Os bioensaios de fumigagdo indicam que tanto os 6leos quanto 0s componentes

selecionados atuam na mortalidade de &caros e mosca-branca e na deterréncia de oviposi¢cdo do
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acaro rajado. O tipo de bioensaio nos garante que esses produtos atuam através da penetracdo dos
vapores pelas vias respiratorias das pragas testadas. Oleos essenciais e seus constituintes quimicos
tém sido investigados quanto ao efeito fumigante e contato residual sobre T. urticae (Choi et al.
2004, Han et al. 2011). Dessa forma, utilizando apenas o acaro rajado, como modelo biolégico no
intuito de comparar sua susceptibilidade aos 6leos por meio dos bioensaios de fumigacdo e
toxicidade residual, os Oleos e compostos individuais foram avaliados quanto ao potencial
acaricida atraves do bioensaio de contato residual.

Avaliacdo da atividade acaricida dos 6leos de Citrus e M. indica, por bioensaios de contato
residual revelou baixa toxicidade ao acaro rajado. Na concentracdo de 1000 pL/mL, enquanto 0s
6leos de limdo siciliano e taiti apresentaram mortalidade abaixo de 50 %, os de tangerina cravo e
tangerina murcot apresentaram mortalidade de 81% e 75%, respectivamente. A Figura 8 apresenta
as médias de mortalidades, nas maiores concentracdes testadas, para os Oleos das espécies de
Citrus (1000 pL/mL) e variedades de M. indica (800 puL/mL). Baixa toxicidade também foi
observada para 0s constituintes quimicos selecionados e testada individualmente na maior
concentragdo (400 pL/mL), inclusive para os estereocisdbmeros (R) e (S)-limoneno, que
promoveram um percentual de mortalidade sobre o &caro rajado inferior a 10%, e esses
enancidémeros, nao diferiram significativamente entre si.

Dessa forma, os valores das CLsp s6 foram estimados para os 6leos que apresentaram
média de mortalidade maior do que 95% na concentracdo de 800 pL/mL. Entre os Oleos
investigados, na Figura 9, a CLso foi estimada apenas para o 6leo de manga espada (CLsy =
458,17 pL/mL). O controle positivo (CLsy = 26,26 pL/mL) apresentou maior toxicidade para
todos o0s Oleos e constituintes quimicos testados. Entre os constituintes selecionados, as CLsg
foram estimadas apenas para o a-terpineol (CLso = 107,80 pL/mL) e linalol (CLsy = 63,14

pL/mL). Na Figura 8 foi comparada a média de mortalidade promovida pelo linalol na maior
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concentragdo, 300 pL/mL, com a mortalidade promovida pelo a-terpineol na mesma
concentracdo. O composto selecionado linalol foi apenas 2,4 vezes menos toxico do que o
controle positivo.

Estes resultados indicam que a toxicidade de 6leos e constituintes quimicos depende do
tipo de bioensaio empregado e, que o &caro rajado € muito mais susceptivel pelo método de
fumigacdo. O mesmo foi observado por Lee et al. (2003) ao avaliar a atividade acaricida de 34
terpenos.

A toxicidade relativa entre os 6leos e entre os constituintes depende do tipo de método
usado, fumigante ou contato residual. A propriedade bioldgica observada para um 6leo nem
sempre é atribuida ao seu componente principal e que mesmo em quantidades pequenas, a
atividade dos outros componentes deve ser levada em consideracdo. Os dados de fumigacao e
contato para os estereoisomeos do limoneno ndo diferiram entre si, independentemente da praga
alvo. Testes de toxicidade aguda desses compostos quirais por fumigacédo e contato residual sobre
0 &caro rajado sugerem que o0s biorreceptores do acaro nao distinguem entre os enanciémeros (R)
e (S) do limoneno no bioensaio de fumigacdo. Com base nas propriedades acaricida e inseticida
observados para os 6leos de Citrus e M. indica, os de Citrus revelaram-se mais promissores. No
entanto, novos estudos devem ser direcionados com relacdo ao custo-beneficio desses 6leos para

aplicacdo no manejo do &caro rajado e da mosca-branca em sistemas agricolas.
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Tabela 1. Porcentagem dos constituintes quimicos identificados nos 6leos

essenciais das cascas das quatro espécies de Citrus.

Compostos IR® IR LT LS ™ TC
a-Tujeno 925 924 0,7 t 0,6 0,1
a-Pineno 933 932 3,9 0,8 3,2 2,1
a-Fencheno 941 945 t 4,0 - -
Canfeno 954 946 t 0,3 - -
Sabineno 970 969 - - 11 2,6
B-Pineno 982 974 10,2 189 1,7 -
Mirceno 992 988 0,6 2,6 4,7 6,7
a-Felandreno 1003 1002 - - - -
P-Menta-1 (7),8-dieno 1002 1003 - - 4,2 0,7
0-3-Careno 1008 1008 - - - -
Limoneno 1021 1024 389 424 62,2 80,2
(E)-B-Ocimeno 1052 1044 - - - -
y-Terpineno 1065 1054 - - - -
n-Octanol 1075 1063 - - - -
p-Menta — 3,8-dieno 1066 1068 t 0,3 - -
trans- Oxide de linalol 1080 1084 - - - -
P-Menta —2,4(8) dieno 1070 1085 5,7 1,2 10,0 15
Terpinoleno 1093 1086 1,3 - 1,4 0,1
Linalol 1103 1095 31 0,1 4,5 3,7
exo-Fenchol 1118 1118 0,2 11 - -
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Trans-p-Menta-2,8dien-1-ol
cis- Oxide de Limoneno
trans- Oxide de Limoneno
(E)-Miroxide
cis-p-Terpineol
Citronelal

Oxide de B-pinene
iso-Mentona

Borneol

Terpinen-4-ol
a-Terpineol

n-Decanal

Citronelol

cis-Carveol

Nerol

Metil eter timol

Neral

Geranial

Perila aldeido

Neril Formate
Undecanal

Limoneno aldeido

o-Elemeno

1126

1136

1140

1146

1146

1155

1151

1154

1168

1177

1191

1206

1229

1225

1234

1233

1246

1261

1276

1276

1305

1326

1336

1119

1132

1137

1140

1140

1148

1154

1158

1165

1174

1186

1201

1223

1226

1227

1232

1235

1264

1269

1280

1305

1326

1335

0,5
0,7

0,5

0,3
2,7
5,2

0,3

0,2

0,7

2,5

0,8

2,8

0,3

0,2

0,3

0,6

2,3

2,9

0,4

0,3

2,7

2,7

0,1

0,3

0,8

1,1

1,8

0,2

0,3

0,2

0,1

0,1

0,1

0,3
0,3

0,5
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Acetate de citronelila
Acetate de nerila
a-Copaeno

Acetate de geranila
Dauceno
B-Cubebeno
B-Elemeno

Geranato de Etila
a-Barbateno
Dodecanal
A-cis-Bergamoteno
(E)-Cariofileno
B-Copaeno
a-trans-Bergamoteno
a-Guaieno
(E)-B-Farneseno
B-Santaleno
Cumacreno
y-Gurjuneno
Propanoato de geranila
y-Muuroleno
(2)-diidro-Apofarnesal

(E,E)- a-Farneseno

1351

1361

1374

1382

1425

1388

1389

1396

1409

1405

1414

1421

1427

1437

1436

1453

1457

1490

1478

1481

1477

1497

1502

1350

1359

1374

1379

1380

1387

1389

1394

1407

1408

1411

1417

1430

1432

1437

1454

1457

1470

1475

1476

1478

1498

1505

3,4

1,2

0,2

0,3

1,2

3,0

0,5

0,2

0,4

0,4

0,4

0,4

0,8

0,4

0,3

0,3

1,2

3,0

0,4

0,3

0,1

0,2

0,1

0,1

0,1

0,1

0,2
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B -Bisaboleno 1510 1505 4,3 - - T

Germacreno A 1545 1508 - - - T
B-Sesquifelandreno 1525 1521 - 4,2 - -
d-Cadinene 1529 1522 - - 0,1 0,1
Germacreno B 1554 1559 - - 0,2 -
Oxido de cariofileno 1583 1582 0,7 - - -
Humuleno epoxido Il 1606 1608 0,2 1,4 - -
Selin-11-en-4-a-ol 1653 1658 0,2 - - -
epi-p-Bisabolol 1666 1670 0,3 - - -
epi-a-Bisabolol 1682 1683 04 - - -
Monoterpenos 61,3 61,8 89,1 94,0
Monoterpenos oxigenados 25,9 258 7.2 4,4
Sesquiterpenos 9,9 9,4 0,8 0,6
Sesquiterpenos oxigenados 1,8 1,4 - -
Derivados de acidos graxos 0,3 - 2,3 0,5
Benzendides - - 0,3 -
Total Identificados 99,2 984 99,7 995
Total N&o Identificados 0,08 160 0,03 0,05

%Indice de retencdo calculado pela co-injecdo de uma série homologa de n-alcanos.
®Indice de retencdo obtido na literatura. Citrus aurantifolia (Limao taiti - LT), C.
limon (Lim&o siciliano - LS), C. sinensis x C. reticulata (Tangerina murcot — TM),

C. reticulata (Tangerina cravo — TC).
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Tabela 2. Rendimento dos 6leos essenciais das cascas das especies de Citrus e

do latex das variedades de Mangifera indica e percentagem dos compostos

quimicos presentes nos 6leos essenciais.

LT LS ™ TC MR ME
Rendimentos (%) 049 085 137 204 950 560
Constituintes %
p-cimeno - - - - 0,3 0,4
Linalol 3,1 0,1 4,5 3,7 - -
o-terpineol 5,2 2,9 1,1 0,3 - -
o-pineno 3,9 0,8 3,2 2,1 11,5 0,8
p-pineno - - - - 40,7 19
Terpinoleno - - - - 28,3 73,6
Limoneno 38,9 42,4 62,2 80,2 13 1,4

Citrus aurantifolia (Lim&o taiti - LT), C. limon (Lim&o siciliano - LS), C. sinensis

x C. reticulata (Tangerina murcot — TM), C. reticulata (Tangerina cravo - TC), e

Mangifera indica var. Rosa (MR) e var. Espada (ME).
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Figura 1. Mortalidade e oviposicdo de adultos de Bemisia tabaci apds a exposicdo dos Oleos
essenciais de Citrus reticulata - Tangerina cravo, C. sinensis x C. rticulata - Tangerina murcot, C.
aurantifolia - Limdo taiti, C. limon - Limdo siciliano, Mangifera indica var. rosa e M. indica var.

espada em diferentes concentragdes.
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Figura 2. Mortalidade e oviposicdo de adultos de Tetranychus urticae ap0s a exposicdo dos 6leos

essenciais de Citrus reticulata - Tangerina cravo, C. sinensis x C. reticulata - Tangerina murcot, C.

aurantifolia - Limdo taiti, C. limon - Limdo siciliano, Mangifera indica var. rosa e M. indica var.

espada em diferentes concentragdes.
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Figura 3. Mortalidade e oviposicdo de Bemisia tabaci apds a exposi¢do dos compostos quimicos p-

cimeno, (R)-linalol, a-terpineol, a-pineno, B-pineno, terpinoleno, (R)-limoneno, (S)-limoneno, em

diferentes concentracdes.

Namero de ovos

Namero de ovos

Numero de ovos

Numero de ovos



80 o

40 A

Mortalidade %

80 A

40 o

Mortalidade %

20 A

B Mortos b
[ ovos

BC

1,0 5.0 7,0 10,0 13,0
Concentragédo (puL/L de ar)

EE Mortos

[ ovos

E
D
c
c B
cd
cde
de

p-cimeno

o r 250

(R)-linalol

F r 250

0,0

60

40 +

Mortalidade (%)

20 A

1,0

80 o

Mortalidade (%)

40 A1

1,4 1.8 2,2 2,6

Concentragao (pL/L de ar)

N Mortos
[ ovos

BC (o}

1,0 2,0 3,0 4,0
Concentracao (uL/L de ar)
I Viortos
[ ovos
D
c
B

Concentragao (pL/L de ar)

Figura 4. Mortalidade e oviposi¢do de Tetranychus urticae apds a exposi¢do dos compostos quimicos p-

3,0

a—terpineol

c
r 250
5,0
a—pineno
E r 250
- 200
F 150
F 100

Numero de ovos

Namero de ovos

Numero de ovos

Numero de ovos

Mortalidade %

Mortalidade %

Mortalidade %

Mortalidade (%)

80 1

60 o

40 A

B—pineno
E - 250
EE Vortos e
[ ovos
D
F 200
c
o«
4
150 H
3
o
B 2
@
F 100 £
S
=z

0,0 1,0 5,0 7.0 10,0 12,0 14,0
Concentragdo (uL/L de ar)
Terpinoleno
100 EEEN Mortos D r 250
Ovos D
80 - F 200
a a c
—
60 - F 150
b
40 - F 100
B
20 F 50
A c
A
d d
o T T -0
0,0 0.2 0.4 2,0 3.0 4,0
Concentragédo (pL/L de ar)
(R)-limoneno
E
1007 EE Vortos [ 2s0
[ ovos
D
80 - F 200
a
c
60 - F 150
40 - b F 100
B
20 ¢ F 50
AB cd
: - - =
e
0,0 4,0 7.0 10,0 13,0 16,0
Concentragdo (uL/L de ar)
(S)-limoneno
100 - o r 250
BN Mortos co
[ ovos
80 - c 200
@
°
60 F 150 >
B
@
©
o
°
40 - - 100
8 5
=
20 LI F 50
0

Concentragao (pL/L de ar)

cimeno, (R)-linalol, a-terpineol, o-pineno, B-pineno, terpinoleno, (R)-limoneno, (S)-limoneno, em

diferentes concentracdes.

50

Namero de ovos

Numero de ovos



Mosca-branca

D
100 - E Mortos co - 200
[ oOvos
BCD
80 -
- 150
3
(=]
> 60 - >
® a o
= [}
@
g i - 100 'g
g 5]
o 40 A e
= =
=
A b
a ab
ab ~ 50
20 1 ab ab
0 I- T T T T T T O
0,0 0,04 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Concentragao (pL/L de ar)
Acaro rajado
E
100 - - 250
I Vortos
[/ ovos
80 - a - 200
T b
w
(o] o
=S >
~ 60 T - 150 ©
(5] ()
% ©
= o
£ b c £
S 40 o T F 100 >
= b =
B
20 - c c - 50
A
A d
0 T Ii T T T T O
0,0 0,000064 0,00032 0,0016 0,008 1,2

Concentragadao (pL/L de ar)
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Tabela 3. Acdo fumigante dos 6leos essenciais do género Citrus, da espécie Mangifera
indica, dos seus compostos selecionados e do controle positivo (Eugenol) sobre casais de

Bemisia tabaci bidtipo B.

) N  GL Inclinaggdo+EP Clso x° RTso
Oleos essenciais pL/L de ar
(1C) 95%)
Eugenol 495 4 1,96+0,32 0,20 9,37 -
(0,02-0,34)
Tangerina cravo 388 3 4,26x0,85 3,04 2,19 14,8*
(2,22-3,59) (3,4-63,3)
Tangerinamurcot 452 3 7,62+1,16 5,39 3,80 26,2*
(3,99-6,10) (6,7-102,9)
Lim&o taiti 305 3 1,750,28 0,70 3,40 3,4
(0,13-1,43) (1,0-11,3)
Limao siciliano 322 3 3,87+0,69 1,77 4,18 8,6*
(0,63-2,44) (2,5-29,3)
Manga rosa 630 4 8,08+1,14 7,95 9,30 38,7*
(6,08-8,91) (9,9-150,7)
Manga espada 540 3 6,36+0,81 3,27 7,40 15,9*
(2,25-3,93) (4,8-52,8)
Compostos
p-cimeno 540 3 7,85+0,96 4,00 7,19 19,5*
(3,05-4,55) (5,8-65,3)
(R)-linalol 540 3 5,06+0,69 1,60 7,42 7,7*
(0,97-1,99) (2,2-26,8)
o-terpineol 540 3 4,93+0,57 1,43 6,35 7,0*
(1,05-1,73) (2,4-20,2)
o-pineno 630 4 9,20+1,13 11,37 5,15 55,4*
(10,16-12,22) (15,1-203,8)
-pineno 630 4 5,19+0,50 7,40 6,71 36,0*
(6,17-8,37) (11,0-118,1)
terpinoleno 540 3 8,36+1,06 4,21 5,95 20,5*
(3,38-4,73) (6,0-70,1)
(R)-limoneno 540 3 7,63+0,97 5,19 6,55 25,2*
(3,89-6,02) (7,2-88,7)
(S)-limoneno 540 3 9,91+1,02 5,41 3,90 26,3*
(4,81+5,86) (8,1+86,0)

N= ndmero de individuos; GL= Graus de liberdade; EP= Erro padrdo; CL= Concentracdo letal,
IC= Intervalo de confianca; x°= Quiquadrado; RT= Raz&o de toxicidade.

RT calculado pelo método de Robertson & Preisler; Eugenol=Controle positivo.

*Significativo quando nao apresenta 1.
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Tabela 4. Acdo fumigante dos 6leos essenciais do género Citrus, da espécie Mangifera

indica, dos seus compostos selecionados e do controle positivo (Eugenol) sobre fémeas adultas

de Tetranychus urticae.

) N  GL Inclinagdoz Clso v RTso
Oleos essenciais EP pL/L de ar
(1C) 95%)
Eugenol 640 3 0,850,076 0,004 1,52 -
(0,002-0,005)
Tangerina cravo 690 5 5,67+0,654 6,09 10,9 1728,8*
(4,97-6,90) (234,7-12733,1)
Tangerina murcot 717 5 9,35+1,04 10,39 9,2 2948,4*
(9,32-11,19) (395,6-21969,8)
Lim&o taiti 602 4 8,85+1,10 11,24 8,11 3187,1*
(9,44-12,42) (413,1-24588,3)
Limé&o siciliano 621 4 10,20+1,28 9,34 8,86 2650,1*
(7,99-10,19) (344,3-20396,8)
Manga rosa 626 4 4,68+0,62 9,13 9,36 2588,9*
(6,11-10,78) (328,6-20395,6)
Manga espada 633 4 4,71+0,56 7,72 9,08 2191,2*
(5,41-9,18) (288,9-16619,2)
Compostos
p-Cimeno 720 5 2,11+0,14 3,69 9,83 1046,6*
(2,76-4,70) (155,3-7050,6)
(R)-linalol 617 4 7,01+0,52 1,94 6,92 552 4*
(1,79-2,11) (83,7-3646,2)
o-terpineol 633 4 6,08+0,87 2,39 7,81 678,1*
(1,64-2,76) (94,1-4884,2)
o-pineno 722 5 3,91+0,38 12,46 11,04 3535,7*
(9,56-14,77) (486,2-25711,0)
-pineno 630 4 2,95+0,25 4,92 9,16 1396,6*
(3,49-6,16) (200,7-9717,5)
terpinoleno 535 3 2,17+0,18 1,07 6,92 305,5*
(0,61-1,62) (46,7-1998,8)
(R)-limoneno 529 3 7,35+0,88 9,80 7,60 2779,3*
(7,05-11,39) (364,7-21179,5)
(S)-limoneno 630 4 9,53+1,05 11,52 8,62 3269,0*
(10,05+12,53) (439,1+24333,1)

N= ndmero de individuos; GL= Graus de liberdade; EP= Erro padrdo; CL= Concentracéo letal;

IC= Intervalo de confianca; x°= Quiquadrado; RT= Raz&o de toxicidade.

RT calculado pelo método de Robertson & Preisler; Eugenol=Controle positivo.

*Significativo quando ndo apresenta 1.
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Figura 6. Numero de ovos/fémea de Tetranychus urticae apds a exposi¢cdo da menor concentragdo do

6leo essencial que reduziu a oviposi¢do quando comparado ao controle no teste de fumigacéo.
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Figura 7. Namero de ovos/fémea de Tetranychus urticae apds a exposi¢cdo da menor concentragdo do

composto quimico que reduziu a oviposicao quando comparado ao controle no teste de fumigacéo.
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Figura 8. Mortalidade média (xEP) de Tetranychus urticae ap6s bioensaiode contato residual, nas

maiores concentracdes testadas, para as espécies do género Citrus - (1000 uL/mL), Mangifera

indica - (800 uL/mL), para os compostos selecionados: p-cimeno, (R)-limoneno, (S)-limoneno, a-

pineno, B-pineno, terpinoleno - (400 uL/mL) e a-terpineol, (R)-linalol - (300uL/mL).
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Figura 9. Mortalidade e oviposi¢cdo de adultos de Tetranychus urticae ap6s contato residual do

controle positivo, Eugenol, do 6leo essencial de Mangifera indica var. espada e dos compostos

(R)-linalol e a-terpineol em diferentes concentragdes.

57

Numero de ovos

NuUmero de ovos



CAPITULO 3
TOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE CAULE, INFLORESCENCIA E FOLHA DE
Piper marginatum JACQ. E SEUS CONSTITUINTES MAJORITARIOS SOBRE Tetranychus
urticae KOCH (ACARI: TETRANYCHIDAE) E Neoseiulus californicus (MCGREGOR)

(ACARI: PHYTOSEIIDAE)*

NICOLLE DE C. RIBEIRO?> & CLAUDIO A.G. DA CAMARA®

Departamento de Agronomia, Area Fitossanidade, Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmé&os, 52171-900 Recife, Pernambuco, Brasil.

Departamento de Ciéncias Moleculares, Area Tecnologia Ambiental, Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmé&os, 52171-900 Recife, Pernambuco,

Brasil.

'Ribeiro, N.C.; C.A.G. da Camara. Toxicidade do 6leo essencial de caule, inflorescéncia e folha
de Piper marginatum Jacg. e seus constituintes majoritarios sobre Tetranychus urticae Koch

(Acari: Tetranychidae) e Neoseiulus californicus (Mcgregor) (Acari: Phytoseiidae). A ser
submetido.
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RESUMO — Oleos essenciais do caule, inflorescéncia e folha de Piper marginatum foram
avaliados em laboratério quanto ao potencial acaricida sobre Tetranychus urticae e os dados
comparados com o controle positivo. Esses O6leos também foram avaliados quanto a
susceptibilidade do inimigo natural, Neoseiulus californicus. De acordo com as CLsg estimadas, 0
Oleo do caule e inflorescéncia apresentou o mesmo nivel de toxicidade e diferiram
significativamente do 6leo da folha. Nenhum dos 06leos testados apresentou toxicidade maior ou
no mesmo nivel do controle positivo. T. urticae foi mais susceptivel do que o N. californicus para
todos os 6leos testados. Os Oleos de Piper, além de atuarem na toxicidade também promoveram
deterréncia de oviposicdo. Entre os constituintes quimicos testados, os sesquiterpenos foram o0s
mais tdxicos do que os fenilpropandides e B-cariofileno apresentou a maior toxicidade, enquanto
que o acaro foi mais susceptivel aos fenilpropandides (E) e (Z)-asarone. A propriedade acaricida
desses Oleos, associada a deterréncia de oviposicdo e somada a sua seletividade ao inimigo
natural, N. californicus, o torna um forte candidato para ser usado como principio ativo na

formulacdo de um acaricida natural.

PALAVRAS-CHAVE: Piperaceae, fenilpropanoides, sesquiterpenos, atividade acaricida, acaro

rajado, acaro predador
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TOXICITY OF ESSENTIAL OILS OF THE STEM, INFLORESCENCE, LEAF AND ITS
MAJOR CONSTITUENTS FROM Piper marginatum JACQ. AGAINST Tetranychus urticae
KOCH (ACARI: TETRANYCHIDAE) AND Neoseiulus californicus (MCGREGOR)

(ACARI: PHYTOSEIIDAE)

ABSTRACT - Essential oils from the stems, flowers and leaves of the marigold pepper (Piper
marginatum) were evaluated in the laboratory regarding their acaricidal potential against the two-
spotted spider mite (Tetranychus urticae) and the data were compared to the positive control
(eugenol). The oils were also evaluated with regard to the susceptibility of the natural enemy of T.
urticae (Neoseiulus californicus). Based on LCsy estimates, the oils from the stems and flowers
exhibited the same toxicity and differed significantly from the leaf oil. None of the oils tested
exhibited toxicity greater than or equal to that of the positive control. T. urticae was more
susceptible than N. californicus to all oils tested. The marigold pepper oils also deterred
oviposition. Among the chemical constituents tested, sesquiterpenes were more toxic than
phenylpropanoids. B-carrophyllene exhibited the greatest degree of toxicity and the mite was more
susceptible to the phenylpropanoids (E) and (Z)-asarone. The acaricidal properties, oviposition
deterrence and selectivity make these oils strong candidates for use as the active ingredient in a

plant-based acaricidal agent.

KEY WORDS: Piperaceae, phenylpropanoids, sesquiterpenes, acaricidal activity, two spotted

spider mite, predator mite
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Introducéo

Na familia Tetranychidae, diversas espécies de acaros sdo consideradas pragas, sendo a
mais importante Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), também chamado de &caro
rajado (Alzoubi & Cobanoglu 2008). T. urticae € cosmopolita e alimenta-se de mais de 1100
espeécies de plantas (Grbic et al. 2011), dentre elas as culturas agricolas de tomate, pepino, mel&o,
morango, milho, soja, maca, uva e citros (Gerson & Weintraub 2012). Nas folhas, o acaro rajado
provoca manchas cloréticas, que reduzem a capacidade fotossintética (Steinkraus et al. 2003).
Posteriormente, estas folhas necrosam, secam e caem, tendo como consequiéncia a reducdo do
crescimento vegetativo e da producdo. (Fiedler 2012).

O controle do acaro rajado é principalmente realizado por meio da aplicacdo de pesticidas
sintéticos. Entretanto, sdo diversos os problemas advindos do uso inadequado destes pesticidas
como: intoxicacdo, contaminacdo ambiental, eliminacdo de inimigos naturais e polinizadores
(Motazedian et al. 2012), além do surgimento de populacdes resistentes aos acaricidas (Croft
1990). Assim, visando a reducédo desses efeitos negativos, métodos alternativos para o controle do
acaro rajado vém sendo testados, dentre eles o uso de Gleos essenciais extraidos de plantas
(Motazedian et al. 2012).

Pesquisas com 6leos essenciais de plantas pertencentes a familia Piperaceae, género Piper
sdo pouco desenvolvidas. Essas plantas sdo amplamente distribuidas no Estado de Pernambuco, e
apresentam acumulo de metabolitos secundarios, como, fenilpropanoides, lignanas, amidas e
alcaldides usados na defesa contra a herbivoria (Scott et al. 2008). Investigacdo prévia para
plantas do género Piper foi encontrada para propriedades inseticidas sobre Aedes aegypti (Autran
et al. 2009), Solenopsis saevissima (Souto et al. 2012), Tenebrio molitor (Fazolin et al. 2007),
Sitophilus zeamais (Estrela et al. 2006, Coitinho et al. 2011) e para propriedade acaricida sobre T.

urticae (Araujo et al. 2012), além de acaros de produtos armazenados, Tyrophagus putrescentiae
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e Suidasia pontifica (Assis et al. 2011). Contudo, nenhum estudo relacionado com a acao
acaricida do 6leo essencial de Piper marginatum sobre T. urticae.

Para um controle adequado de T. urticae, aléem do emprego de Oleos essenciais €
importante a utilizacdo de outros métodos de controle, como por exemplo, o bioldgico. Acaros
predadores da familia Phytoseiidae sdo extensivamente utilizados para o controle de acaros-praga
em varios paises, incluindo o Brasil (Fraulo & Liburd 2007). O &caro generalista, Neoseiulus
californicus (McGregor), predador de T. urticae, encontra-se em varias regibes do Brasil, é
facilmente criado em laboratério, apresenta grande habilidade de sobreviver em baixa densidade
de presas e tolera altas temperaturas (Toldi, et al. 2013). Por estas caracteristicas, N. californicus
apresenta grande potencial para ser utilizado no controle de T. urticae em diversas regides do
Brasil (Ferla et al. 2007).

Um dos requisitos para o uso de um acaricida alternativo aos pesticidas convencionais,
além de ndo contaminar o ecossistema e baixa toxicidade aos mamiferos € sua seletividade a
pragas ndo alvo. Sendo assim, os 6leos essenciais foram avaliados quanto a seletividade ao
inimigo natural do &caro rajado, N. californicus. A utilizagdo concomitante de 6leos essenciais e
do &caro predador pode ser uma estratégia importante para o controle do &caro rajado se houver
compatibilidade entre esses métodos.

Como parte de nossa investigacdo sobre a propriedade acaricida de 6leos essenciais de
plantas aromaticas que ocorrem nos fragmentos de Mata Atlantica em Pernambuco — Brasil, a
propriedade do 6leo essencial de P. marginatum foi avaliada em laboratério e comparada com o
eugenol, como controle positivo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo toxica e de
deterréncia de oviposicdo dos vapores do 0Oleo essencial do caule, inflorescéncia e folha de P.

marginatum sobre T. urticae e comparada com a seletividade para o predador N. californicus. A

62



toxicidade relativa dos constituintes sesquiterpénicos, p-cariofileno, patchoulol e

fenilpropandides, isdmeros (Z) e (E)-asarone séo discutidos.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de Ciéncias Moleculares no Laboratorio de
Produtos Naturais Bioativos, no Departamento de Agronomia nos Laboratérios de Biologia de
Insetos e Inseticidas Naturais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Material Vegetal. Caule, inflorescéncia e folha foram coletados de plantas da espécie P.
marginatum no campus da UFRPE em um fragmento de Mata Atlantica, no municipio de Recife,
em dezembro de 2011. O material vegetal foi identificado pela Dra. Margareth F. de Sales do
Departamento de Biologia da UFRPE e uma excicata da planta foi registrada sob o namero 48210
e depositada no Herbario Vasconcelos Sobrinho da UFRPE.
Obtencdo dos Oleos Essenciais. Os Oleos essenciais foram obtidos pela técnica de
hidrodestilagdo a partir do caule, inflorescéncia e folha de P. marginatum por duas horas em
aparelho de tipo Clevenger. Os 6leos foram separados por diferenca de densidade da agua, secos
em sulfato de sodio anidro, estocados em vidros @mbar hermeticamente fechados e mantidos sob
refrigeracdo a +5°C antes de serem utilizados nos bioensaios. O rendimento dos 6leos foi expresso
em percentagem (g/100g do material vegetal fresco).
Compostos Quimicos. Para selecdo dos compostos quirais (R) ou (S), além do preco e
disponibilidade no comércio, levou-se em consideracdo o estereoisdmero mais abundante em
Oleos essenciais (Melliou et al. 2009, Palacios et al. 2009). A partir da investigacdo prévia da
composicdo quimica desses Oleos realizada por Autran et al. (2009), os constituintes quimicos
majoritarios: (Z)-asarone, (E)-asarone, B-cariofileno, patchoulol e eugenol, usados como controle

positivo, foram adquiridos pela Sigma - Aldrich - Brasil.
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Criacdo de Tetranychus urticae. A populacdo de T. urticae foi adquirida do Laboratorio de
Acarologia Agricola da UFRPE. A criacdo foi estabelecida sobre plantas de feijao-de-porco,
(Canavalia ensiformes L.) que frequentemente foram cultivadas em vasos com capacidade de 5 L
contendo terra misturada com hdmus (3:1). No Laboratorio de Biologia de Insetos da UFRPE,
para manutencdo da criacdo, plantas com 25 dias de idade foram infestadas com ovos, larvas,
ninfas e adultos do &caro rajado. A criacdo estoque ndo foi exposta aos acaricidas e foi mantida
sob a temperatura de 25 £ 1 °C, umidade relativa de 65 + 5 % e 12 h fotofase.

Criacéo de Neoseiulus californicus. A populacdo do acaro predador N. californicus, oriunda do
Municipio de Bonito, Pernambuco, foi obtida do Laboratério de Acarologia Agricola da UFRPE.
A criacdo do acaro predador foi adaptada da metodologia estabelecida por Monteiro (2002). Os
acaros foram criados em arenas plasticas mantidas em B.O.D. sob temperatura média de 27°C e
12 h de fotofase. Cada arena foi confeccionada com um disco de espuma de polietileno
umedecido com agua destilada. Um disco de papel de filtro foi colocado sobre uma espuma onde
foi mantida uma folha de C. ensiformes (feijao-de-porco) com a margem circundada por algodao
umedecido para evitar a fuga dos &caros. A fim de estimular a oviposicdo foram colocadas fibras
de algoddo sobre as folhas de feijao-de-porco. A cada dois dias foram oferecidos como alimento
T. urticae e p6len de mamona Ricinus communis L. (Euphorbiaceae). A criagcdo estoque néo foi
exposta aos acaricidas.

Bioensaio de Toxicidade com T. urticae. Os bioensaios foram realizados sob a temperatura de
25 + 1 °C, umidade relativa de 65 = 5 % e 12 h fotofase. O método de fumigacdo usado nos
experimentos foi adaptado ao estabelecido por Pontes et al. (2007). Aos 25 a 40 dias apos a
emergéncia das plantas de feijdo-de-porco foram coletadas as folhas mais desenvolvidas, das
quais discos foram cortados, com o auxilio de um vazador de metal cilindrico de 2,5 cm de

diametro. Em seguida, trés discos foliares foram inseridos equidistantes em uma placa de Petri (9
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cm de diametro) contendo um disco de papel de filtro (8,5 cm de didmetro) saturado com agua,
para evitar a fuga dos acaros e manter a turgidez das folhas. Cada disco foliar foi infestado com
10 fémeas adultas do acaro rajado, totalizando 30 acaros por placa de Petri. Posteriormente a
placa foi acondicionada em recipiente de vidro com tampa, de capacidade de 1 L utilizado como
camara de fumigacdo. Os Oleos essenciais foram aplicados com auxilio de um pipetador
automatico em tiras de papeis de filtro de 5 x 2cm, estes posteriormente presos a superficie interna
da tampa da camara de fumigacéo.

Testes preliminares foram necessarios para a determinacédo das concentracdes dos 6leos e
dos compostos. As concentracdes dos 6leos de P. marginatum variaram de acordo com a parte da
planta que se extraiu o 6leo essencial, sendo assim, utilizaram-se concentracdes de 0,005; 0,2; 0,3;
0,5 e 0,8 pL/L para o caule, posteriormente 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 uL/L para a inflorescéncia e
1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 puL/L para a folha. Quanto aos compostos, as concentracdes testadas foram
2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 pL/L de ar (Z-asarone), 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 uL/L de ar (E-
asarone), 0,2; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 pL/L de ar (B-cariofileno), 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 puL/L de
ar (patchoulol) e 0,000064; 0,00032; 0,0016; 0,008 e 1,2 puL/L de ar (eugenol). O tratamento
controle foi isento de aplicacdo. Logo que aplicado o éleo/composto, a camara de fumigacédo foi
tampada e vedada com filme plastico PVC®. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés replicatas, totalizando trés repeti¢bes. Transcorrido o periodo de exposicao
de 24 h do acaro rajado ao Gleo essencial, iniciaram-se as avaliacGes. Assim, foi verificada a
mortalidade, considerando o individuo morto, quando ao ser tocado levemente por um pincel com
cerdas finas, era incapaz de se deslocar por uma distancia superior ao comprimento do seu corpo.
Além disso, foi contabilizado o nimero de ovos referente a cada concentragdo testada.

Bioensaio de Deterréncia para Oviposi¢do de T. urticae. A fim de avaliar o efeito deterrente de

oviposicdo dos vapores dos Gleos essenciais de espécies de P. marginatum sobre T. urticae foram
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realizados bioensaios, a temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 65 = 5 % e 12 h fotofase,
utilizando a metodologia adaptada de Pontes et al. (2007). Cinco discos de folha de feijdo-de-
porco (1,5 cm) foram colocados equidistantes em uma placa de Petri (10 cm) contendo um disco
de papel de filtro saturado com agua. Cada disco foliar foi infestado com uma fémea adulta do
acaro rajado, totalizando cinco fémeas por placa de Petri, que foi posteriormente, acondicionada
em camara de fumigacdo. Os Gleos essenciais e 0s compostos quimicos foram aplicados com o
auxilio de pipeta automatica em tiras de papel de filtro (10 x 2 cm) presas a superficie interna da
tampa da camara de fumigacdo. Utilizou-se a menor concentracdo do Oleo essencial e do
composto, referente ao teste de fumigacdo, que reduziu a oviposicdo em comparacgdo estatistica
com o controle.

As concentracOes utilizadas dos 6leos de P. marginatum extraidos do caule, inflorescéncia
e folhas, foram de 0,005; 0,2 e 1,0 pL/L de ar, respectivamente. Para o eugenol a concentracao
utilizada foi de 0,000064 pL/L de ar, enquanto para os compostos de B-cariofileno, patchoulol,
(2)-asarone e (E)-asarone foram de 0,2; 2,5; 5,0 e 8,0 pL/L de ar, respectivamente. O tratamento
controle foi isento de aplicacdo. Logo que aplicado o 6leo/composto, a cdmara de fumigacao foi
tampada e vedada com filme plastico PVC®. O delineamento foi inteiramente casualizado, com
cinco replicatas, totalizando dez repeticbes. ApoOs 24h verificou-se o nimero de ovos do
tratamento e do controle.
Bioensaio Toxicidade com N. californicus. O método de fumigacdo usado nos experimentos foi
adaptado ao estabelecido por Pontes et al. (2007), sendo os bioensaios realizados sob a
temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 65 = 5 % e 12 h fotofase. Aos 25 a 40 dias apos a
emergéncia das plantas de feijdo-de-porco foram coletadas as folhas mais desenvolvidas, das
quais discos foram cortados, com o auxilio de um vazador de metal cilindrico de 2,5 cm de

diametro. Em seguida, trés discos foliares foram inseridos equidistantes em uma placa de Petri (9
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cm de didmetro) contendo um disco de papel de filtro (8,5 cm de diametro) saturados com agua.
Cada disco foliar foi infestado com 10 acaros predadores, totalizando 30 &caros por placa de Petri.
Para a alimentacdo dos predadores, foram oferecidos como alimento cerca de 15 acaros rajado e
polen de mamona, para cada disco foliar. Em seguida, a placa de Petri foi acondicionada na
camara de fumigacdo. Os Oleos essenciais foram aplicados com auxilio de um pipetador
automatico em tiras de papéis de filtro de 5 x 2 cm, estes posteriormente presos a superficie
interna da tampa da camara de fumigacao.

As concentracbes testadas dos Oleos essenciais de P. marginatum foram as que
proporcionaram 95% de mortalidade dos acaros fitéfagos. Assim, para o 6leo obtido do caule,
inflorescéncia e folhas as concentragdes foram de 0,8; 1,0 e 8,0 uL/L de ar, respectivamente. O
tratamento controle foi isento de aplicacdo. Logo que aplicado o 6leo/composto, a cadmara de
fumigacdo foi tampada e vedada com filme plastico PVC®. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés replicatas, totalizando trés repeticGes. Transcorrido o periodo
de exposicdo de 24 h do acaro predador ao Oleo essencial, foi avaliada a mortalidade,
considerando o individuo morto, da mesma maneira descrito para T. urticae.

Analise Estatistica. No bioensaio de toxicidade fumigante com T. urticae os dados relativos ao
numero de ovos, foram submetidos a transformagao (\/X+O,5). Apoés atenderem aos testes de
normalidade e homogeneidade de variancia (Proc univariate e GLM), os dados de mortalidade e
do namero de ovos foram submetidos a ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade (P=0,05), utilizando o software SAS (versdo 9.0) (SAS Institute
2002). Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de PROBIT, utilizando o software
POLO-PC (LeOra Software 1987), para obtencdo das inclinagbes das curvas e estimativas das
CLso dos Gleos e compostos testados. As razdes de toxicidade e seus intervalos de confianca a

95% foram calculados segundo método descrito por Robertson & Preisler (1992), e consideradas
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significativas quando o intervalo de confianca ndo incluiu o valor 1,0. No bioensaio de deterréncia
para oviposicdo, foi aplicado o test T para comparar os dados referentes ao nimero de ovos/fémea
do tratamento e do controle. Ainda, o teste T foi utilizado a fim de comparar os dados de

mortalidade de N. californicus com os de T. urticae.

Resultados e Dicussao

A Figura 1 apresenta a quantidade de ovos e a mortalidade observada sob diferentes
concentracdes dos Oleos essenciais e dos compostos majoritarios testados. Os resultados
apresentados mostram que a mortalidade do &caro rajado para os 6leos de P. marginatum (caule,
inflorescéncia e folha) testados variou de acordo com a estrutura da planta que se extraiu o 6leo
essencial. Enquanto, que a observacdo da mortalidade quando exposto 0s compostos também
variou de acordo com a classe quimica. Este fato é verificado nas concentragdes testadas que
foram mais elevadas para o &caro rajado, que permitiu uma mortalidade acima de 95%.

Oleos essenciais de P. marginatum foram toxicos ao acaro rajado e variou de acordo com
a parte da planta em que o Oleo foi extraido (caule, inflorescéncia e folha). Os resultados
apresentados na Tabela 1 indicam que o 6leo do caule apresentou 0 mesmo nivel de toxicidade do
observado para o 6leo da inflorescéncia. Os éleos do caule e inflorescéncia foram cerca de 10
vezes mais toxicos do que o 6leo essencial obtido a partir das folhas. Comparando esses dados
com o controle positivo, o &caro rajado foi cerca de 92,5 vezes mais susceptivel ao eugenol do que
para o 6leo do caule. Essa toxicidade relativa dos 6leos do caule, inflorescéncia e folha sobre o
acaro rajado foi similar quando comparado com os dados reportados por Autran et al. (2009)
contra larvas do 4° instar de Aedes aegypti.

Diferencas significativas nas razdes de toxicidade (RTsp) apresentada na Tabela 1 sdo

encontradas para o acaro rajado, sendo observado individuos mais heterogéneos quando testado os
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Oleos. A variabilidade genética entre individuos de uma mesma populacdo é indicada pela
inclinacdo da curva de concentracdo-mortalidade (Kerns & Gaylor 1992). Curvas com menor
inclinacdo indicam maior variabilidade genética, sugerindo a presenca de mais de um gendtipo na
populacdo, denotando uma maior heterogeneidade de resposta aos inseticidas (Siqueira et al.
2000). Isto mostra que potencialmente tem havido pressdes de selecdo diferencial e/ou
diversidade genética intra e interpopulacional que pode explicar a variabilidade observada nestes
resultados.

A Figura 2 apresenta as médias de mortalidades do N. californicus na concentracdo em que
0s Oleos de caule (0,8 pL/L de ar), inflorescéncia (1,0 pL/L de ar) e folha (8,0 pL/L de ar)
promoveram > 95% de mortalidade de T. urticae. As médias de mortalidade para T. urticae foram
maiores do que N. californicus e diferiram significativamente entre si para cada 6leo testado,
sugerindo que os O6leos de Piper foram seletivos para o inimigo natural, N. californicus.
Resultados semelhantes foram registrados por Han et al. (2010) para os 6leos de Carum carvi,
Eugenia caryophyllata e Ocimun basilicum para 0 mesmo inimigo natural do &caro rajado. Por
outro lado, os éleos C. carvi, Citronella java, Eucalyptus citriodora, Mentha pulegium, M.
Piperita e M. spicata ndo foram seletivos para outro inimigo natural do acaro rajado, Phytoseiulus
persimilis (Choi et al. 2004).

A diferenca na toxicidade observada entre o 6leo da folha e caule/inflorescéncia de P.
marginatum €, sem duvida alguma, atribuida as diferencas qualitativas e/ou quantitativas de seus
constituintes quimicos. A investigacdo quimica desses 6leos essenciais foi previamente reportada
pelo nosso grupo de pesquisa e revelou como componentes principais, sesquiterpenos e
fenilpropandides (Autran et al. 2009). Dessa forma, 0s constituintes majoritarios: (E)-asarone

(32,6% no 6leo do caule; 22,1% no 6leo da inflorescéncia e 6,4% no 6leo das folhas), patchoulol
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(25,7/123,4 e 16,0%), (Z)-asarone (8,5/4,5 ¢ 30,4%) e B-cariofileno (6,8/13,1 e 7,5%) foram
avaliados e suas propriedades foram comparadas com 0s respectivos 6leos e o controle positivo.

Os resultados da toxicidade dos constituintes principais, testados individualmente indicam
que a propriedade acaricida variou de acordo com a classe quimica dos compostos (Tabela 1).
Entre os sesquiterpenos testados, B-cariofileno foi mais toxico do que os fenilpropandides, mas
apresentou a mesma toxicidade verificada para o patchoulol. Por outro lado, enquanto a
susceptibilidade do acaro foi a mesma para os estereoisdmeros, (E) e (Z)-asarone, a toxicidade
observada para o patchoulol ndo diferiu significativamente da apresentada para o (Z)-asarone. Em
resumo, o0s sesquiterpenos foram mais toxicos ao acaro rajado do que os fenilpropanoides. Esses
constituintes apresentaram atividade acaricida menor do que o controle positivo. Entre 0s
constituintes testados sobre o &caro rajado, também verificam-se raz6es de toxicidade elevadas,
demonstrando que 0s &caros expostos apresentavam elevado grau de heterogeneidade, sendo o
mais ativo, o constituinte B-cariofileno cerca de 722 vezes menos toxico do que o controle
positivo.

Com o intuito de esclarecer as diferentes atividades observadas para os 6leos de Piper
sobre o0 acaro rajado, as CLsy estimadas para 0s 6leos e 0s compostos majoritarios selecionados
foram comparadas entre si.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, o constituinte majoritario da folha, (2)-
asarone apresentou atividade acaricida inferior comparada com o Gleo essencial, mas outros
constituintes em percentual menor no 6leo (7,55% de B-cariofileno e 16,0% de patchoulol)
apresentaram o mesmo nivel de toxicidade observado para o 6leo de Piper das folhas. Esses dados
sugerem que, entre os constituintes testados, 0os compostos: patchoulol e B-cariofileno sdo os que

mais contribuem a propriedade acaricida registrada para o 6leo das folhas.
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No entanto, para os Oleos da inflorescéncia e caule, nenhum dos compostos testados
apresentou atividade acaricida no mesmo nivel ou maior do que esses 6leos. Nesse caso, levando
em consideracdo as propriedades individuais dos compostos majoritarios e seus respectivos
percentuais relativos nos 6leos do caule e inflorescéncia, observou-se um aumento no percentual
de patchoulol (23,4% na inflorescéncia e 25,7% no caule) e (E)-asarone (22,1% na inflorescéncia
e 32,6% no caule). Além desses dois constituintes, observou-se também um aumento no
percentual de B-cariofileno (13,1%) para o 6leo de inflorescéncia.

Mesmo nédo havendo registro de um dos compostos com atividade igual ou superior
comparada com esses 0Oleos, a forte atividade observada para os 6leos do caule e inflorescéncia,
comparada a das folhas pode ser justificada pela atividade observada dos compostos majoritarios,
em particular, patchoulol, associado ao seu percentual nos dleos, que foi maior nos 6leos da
inflorescéncia e caule.

Os resultados apresentados para a atividade acaricida dos 6leos de Piper corroboram com
dados reportados na literatura, que os componentes principais de um 6leo essencial sdo, em geral,
0s responsaveis pela atividade apresentada pelo 6leo (Bakkali et al. 2008, Akhtar & Isman 2012).

Outra importante propriedade desses Oleos essenciais sobre o acaro rajado, além da
mortalidade, é a capacidade, desses 6leos atuarem na reducdo da oviposicdo. Nos bioensaios que
se avaliou a acdo acaricida dos Oleos de Piper, observou-se, a partir de determinadas
concentracdes dos Gleos, uma reducdo significativa do nimero de ovos postos por acaro,
comparados com o controle. Para confirmar essa propriedade de deterréncia de oviposicao para 0s
6leos de Piper, novos experimentos foram realizados na menor concentragdo usada para cada 6leo
de Piper, que diferiu significativamente do controle para determinar a quantidade de ovos por

acaro.
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Na Figura 3 sdo apresentadas as média de ovos/fémea na menor concentracdo dos 0leos de
Piper e dos compostos majoritarios que diferiu significativamente do controle. Tanto os 6leos
guanto os compostos majoritarios, a quantidade de ovos foi maior nos discos controle e diferiram
significativamente quando comparados com os tratamentos. Esses dados sugerem que 0s 0leos de
Piper e 0s respectivos constituintes testados além de serem tdxicos ao acaro eles também atuam
na deterréncia de oviposicdo. Essa propriedade tem sido observada para os 6leos de Salvia
officinalis (Laborda et al. 2013) e Datura stramonium (Kumral et al. 2010) e santalol, constituinte
principal do éleo de Santalum austrocaledonicum (Roh et al. 2011) contra a mesma praga.

Com base nos resultados apresentados para os 6leos de Piper sobre T. urticae, esses 6leos,
em especial os 6leos do caule e inflorescéncia foram os mais promissores para o controle dessa
praga. A propriedade acaricida desses 0leos, associada a deterréncia de oviposi¢do e somada a sua
seletividade ao inimigo natural, N. californicus, o torna um forte candidato para ser usado como
principio ativo na formulacdo de um acaricida natural. Quanto aos dados obtidos para 0s
compostos majoritarios dos dleos selecionados, a propriedade acaricida variou de acordo com a
classe quimica desses compostos e 0s sesquiterpenos foram mais ativos do que os
fenilpropandides. Outro ponto relevante na atribuicdo da propriedade acaricida dos 6leos de Piper
é que os percentuais relativos, desses constituintes nos dleos é um fator importante a ser levado

em consideracdo na atividade do dleo essencial.
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Figura 1. Percentual de mortalidade e média de oviposicdo de Tetranychus urticae quando
submetidos aos vapores dos 6leos essenciais de Piper marginatum caule, inflorescéncia, folha,

Eugenol (controle positivo) e compostos majoritarios (Z)-asarone, (E)-asarone, B-cariofileno e

patchoulol.
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Tabela 1. Acdo fumigante dos Gleos essenciais de diferentes partes da planta de Piper

marginatum, compostos majoritarios e do Eugenol (controle positivo) sobre fémeas adultas de

Tetranychus urticae.

N Inclinacdo+EP CLso X RTso
Oleos essenciais uL/L de ar
(IC) 95%)
Eugenol 640 0,850,076 0,004 1,52 -
(0,002-0,005)
Piper marginatum 540 5,64+0,58 0,37 7,61 105,84*
(caule) (0,27-0,46) (16,9-659,3)
Piper marginatum 540 6,46+0,74 0,56 6,28 159,2*
(inflorescéncia) (0,42-0,65) (25,4-995,4)
Piper marginatum 540 3,85+0,49 3,77 6,94 1070,6*
(folha) (2,12-4,12) (145,7-7866,1)
Compostos
B-cariofileno 540 2,44+0,28 2,89 6,81 820,78*
(1,51-4,30) (57,56-11702,94)
patchoulol 630 2,31+0,20 4,00 8,96 1134,9*
(2,79-5,24) (164,2-7840,9)
(2)-asarone 540 6,93+0,75 6,64 6,84 1883,9*
(5,05-7,70) 258,2-13744,5)
(E)-asarone 630 5,39+0,54 8,51 8,38 2413,3*
(7,14-9,61) (333,3-17471,9)

N= namero de individuos; GL= Graus de liberdade; EP= Erro padrdo; CL= Concentracdo letal;

IC= Intervalo de confianca; y*= Quiquadrado; RT= Raz&o de toxicidade.

RT calculado pelo método de Robertson & Preisler; Eugenol=Controle positivo.

*Significativo quando ndo apresenta 1.
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Figura 2. Mortalidade média de fémeas de Tetranychus urticae e Neoseiulus californicus quando

submetido a concentracdo do Oleo essencial de Piper marginatum que promoveu >95% de

mortalidade da presa, submetidos ao teste t.
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Figura 3. Média do numero de ovos/fémea de Tetranychus urticae quando submetido aos vapores

dos 6leos essenciais das diferentes partes da planta de Piper marginatum (caule, inflorescéncia e

Numero de ovos/fémea (+-EP)

folha), dos compostos majoritarios: B-cariofileno, Patchoulol, (Z) e (E)-asarone e o controle

positivo (eugenol).
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CAPITULO 4
ATIVIDADE REPELENTE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Mangifera indica, Piper
marginatum E QUATRO ESPECIES DO GENERO Citrus SOBRE

Tetranychus urticae KOCH (ACARI: TETRANYCHIDAE)*

NICOLLE DE C. RIBEIRO?> & CLAUDIO A.G. DA CAMARA®

’Departamento de Agronomia, Area Fitossanidade, Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmdos, 52171-900 Recife, Pernambuco, Brasil.

Departamento de Ciéncias Moleculares, Area Tecnologia Ambiental, Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irméos, 52171-900 Recife, Pernambuco,

Brasil.

'Ribeiro, N.C. & C.A.G. da Camara. Atividade repelente dos 6leos essenciais de Mangifera

indica, Piper marginatum e quatro espécies do género Citrus sobre Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae) a ser submetido.
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RESUMO — Oleos essenciais das cascas dos frutos de Citrus aurantifolia (liméo taiti), C. limon
(limdo siciliano), C. reticulata (tangerina cravo) e C. sinensis x C. reticulata (tangerina murcot);
do latex de Mangifera indica var. rosa (manga rosa) e M. indica var. espada (manga espada) e do
caule, inflorescéncia e folha de Piper marginatum, na concentracdo de 1% foram avaliados quanto
a atividade repelente sobre Tetranychus urticae em laboratorio pelo teste com chance de escolha
apos 12, 24 e 48h de exposicao. Os dados de repeléncia foram comparados com o eugenol, usado
como controle positivo. Os efeitos residuais dos 0leos essenciais de espécies dos géneros Citrus,
Mangifera e Piper atuaram no comportamento do &caro rajado, interferindo na preferéncia
alimentar e de oviposi¢cdo. Os resultados revelaram que o comportamento do acaro rajado nao
variou com o passar do tempo. Entre os 6leos testados, aqueles que foram mais repelentes aos
acaros foram os O6leos de Piper, tangerina murcot, tangerina cravo e limdo siciliano. Para
preferéncia de oviposicao, aléem desses 6leos, o de manga espada também atuou na preferéncia do
acaro em ovipositar. Os testes com o 6leo de manga rosa sugerem que esse 0leo foi atraente para
oviposicdo. Além da acdo repelente de terpenos e fenilpropandides selecionados dos 6leos
essenciais, 0 comportamento do acaro rajado submetido aos estereoisdbmeros (R)/(S)-limoneno e

(2)/(E)-asarone também é discutido.

PALAVRAS CHAVE: Terpenos, fenilpropandides, teste com chance de escolha, acaro rajado,

preferéncia alimentar, preferéncia de oviposi¢ao
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REPELLENT ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS FROM Mangifera indica, Piper
marginatum AND FOUR SPECIES OF THE GENUS Citrus AGAINST

Tetranychus urticae KOCH (ACARI: TETRANYCHIDAE)

ABSTRACT - Essential oils from the peels of Key lime (Citrus aurantifolia), lemon (C. limon),
Mandarin orange (C. reticulata) and Murcott tangerine (C. sinensis x C. reticulata), the fruit latex
of two varieties of mango (Mangifera indica — “rosa” and “espada”), as well as stems, flowers and
leaves of the marigold pepper (Piper marginatum) were evaluated at a concentration of 1% with
regard to repellent action against the two-spotted spider mite (Tetranychus urticae) in the
laboratory using the odds of choice test after 12, 24 and 48 h of exposure. The data were
compared to eugenol, which was the positive control. The residual effects of the essential oils
from species of the genera Citrus, Mangifera and Piper acted on the behavior of the two-spotted
spider mite with regard to feeding preference and oviposition. The marigold pepper, Piper,
Murcott tangerine, Mandarin orange and lemon oils had the greatest repellent effects. These oils
and that from the espada mango also affected the preference of the mite regarding oviposition.
The tests involving the rosa mango suggest that this oil attracts the mite for oviposition. The
repellent action of selected terpenes and phenylpropanoids of the essential oils and the behavior of
the two-spotted spider mite when submitted to the stereoisomers (R) and (S)-limonene as well as

(2) and (E)-asarone are also discussed.

KEY WORDS: Terpenes, phenylpropanoids, choice test, two spotted spider mite, feeding

preference, oviposition preference
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Introducéo

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), acaro rajado, € uma das principais
pragas que ocorre em ambientes abertos e fechados, com ampla distribuicdo no mundo (Gerson &
Weintraub 2012). Em Pernambuco, essa praga tem causado grandes prejuizos nas culturas de
interesse agricola nos sistemas irrigados no municipio de Petrolina-PE, como nas fruteiras,
leguminosas e plantas ornamentais. O principal tipo de controle das formas jovens e adultas do
acaro é através de acaricidas sintéticos. Considerando o ciclo de vida curto, associado a facilidade
de locomocdo dessa praga entre as plantas hospedeiras, devido a producdo de teia, 0 uSO
indiscriminado desses acaricidas, além de poluir o meio ambiente, deixando residuos em
alimentos e atingindo pragas ndo-alvo, tém favorecido também o desenvolvimento de populacbes
resistentes (Motazedian et al. 2012).

Um dos métodos de controle mais investigados nas Gltimas décadas é o uso de Gleos
essenciais, extraidos de plantas aromaticas, como alternativa aos pesticidas sintéticos (Isman
2000).

Oleo essencial é uma mistura complexa de compostos volateis, constituido basicamente
por terpenos e fenilpropandides, os quais sdo reconhecidos por suas propriedades bioldgicas
(Laborda et al. 2013). Vaérios estudos tém revelado que 6leos essenciais podem atuar sobre T.
urticae, promovendo atividade através da acdo dos vapores (Lim et al. 2011, Amizadeh et al.
2013), efeito de deterréncia (Roh et al. 2011, Mozaffari et al. 2013), contato residual (Laborda et
al. 2013) e atividade de repeléncia (Kumral et al. 2010, Motazedian et al. 2012). Com relacéo a
acao repelente, alguns desses Oleos tém sido usado como principio ativo de pesticidas e na
formulacéo de repelentes (Curtis et al. 1989).

Dessa forma, a natureza volatil dos 6leos essenciais os tornam um excelente candidato na

formulacdo de um produto que possa agir localmente ou a distancia evitando aproximacdo de um
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artropode a uma planta hospedeira. Para um 0leo essencial, a acdo repelente é decorrente das
interacdoes entre as substancias presentes no Oleo essencial que atuam em varios artropodes,
através do contato residual e pela acéo de vapor (Nerio et al. 2010).

Entre os géneros botanicos, ricos na producdo de OGleos essenciais, que ocorrem
naturalmente ou sdo cultivados no Nordeste brasileiro, destacam-se Citrus, Mangifera e Piper.
Plantas desses géneros sdo reconhecidas pelas propriedades repelentes sobre artrépodes, inclusive
contra o acaro rajado. Varios estudos tém sido realizados sobre o potencial inseticida dos 0leos
essenciais de Citrus sobre diferentes pragas: C. chachiensis (Li et al. 2012), C. aurantifolia
(Hazarikaa et al. 2012), C. sinensis var. péra e var. mimo, C. aurantium (Aradjo-Junior et al.
2010), C. paradisi (Yoon et al. 2009) e C. hystrix (Usavadee et al. 2007); Piper: P. aduncum
(Norashigin et al. 2009, Araujo et al. 2012), P. nigrum (Chaubey 2007, Usavadee et al. 2007) e P.
taboganum (Roussis et al. 1990) e Mangifera spp. (Vernede et al. 1994, Alwala et al. 2010)
apresentaram atividade repelente significativa contra artropodes de importancia agricola (Myzus
persicae, T. urticae, Tribolium castaneum, Acromyrmex octospinosus), na medicina humana
(Aedes albopictus, Anopheles gambiae, An. karwari, An. koliensis; Simulium spp.) e area urbana
(Blatella germanica, Periplaneta americana e P. fuliginosa, Neostylopyga rhombifolia). Dessa
forma, nenhum 6leo essencial da espécie selecionada para estudo tem sido até 0 momento, objeto
de investigacdo prévia da acdo repelente sobre &caro rajado.

Dessa forma, na busca de novos produtos com propriedades acaricidas, esse trabalho
descreve a acdo repelente dos Oleos essenciais e de constituintes quimicos selecionados das
espécies de C. aurantifolia (lim&o taiti), C. limon (limé&o siciliano), C. reticulata (tangerina cravo)
e C. sinensis x C. reticulata (tangerina murcot); Mangifera indica var. rosa (manga rosa) e M.
indica var. espada (manga espada) e Piper marginatum (caule, inflorescéncia e folha), com o

intuito de avaliar a preferéncia alimentar e de oviposi¢cdo sobre T. urticae. Esse estudo também
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teve o objetivo de investigar a acdo repelente de alguns terpenos e fenilpropanoides, identificados
nesses Oleos. O comportamento do &caro rajado submetido aos estereoisdmeros (R) e (S)-

limoneno e (Z) e (E)-asarone também ¢é discutido.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Produtos Naturais Bioativos e no
Laboratorio de Biologia de Insetos, ambos na Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).
Material Vegetal. As espécies do género Citrus selecionadas foram: C. aurantifolia Tanaka
(Limdo taiti), C. limon L. Burm f. (Limao siciliano), C. reticulata Blanco (Tangerina cravo) e C.
sinensis Osbeck x C. reticulata Blanco (Tangerina murcot). Nestas plantas os 6leos essenciais
foram extraidos das cascas de frutos maduros coletados no Sitio Cigarra, no municipio de Santana
do Mundal Alagoas-AL, em maio de 2008. As espécies foram identificadas pela Dra. Suzene
Izidio da Silva do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Uma exsicata de cada espécie foi depositada no Herbario Vasconcelos Sobrinho da
UFRPE sob os numeros: 48734, (C. aurantifolia); 48736, (C. limon); 48738, (C. reticulata);
48740 e (C. sinensis x C. reticulata). Ainda, foram selecionadas duas variedades de M. indica, das
quais foram extraidos os 6leos essenciais do latex dos frutos coletados no campus da UFRPE em
dezembro de 2010. As plantas foram identificadas pela especialista Ladjane C. Gomes e as
exsicatas identificadas sob os nimeros: 364 (M. indica var. espada) e 363 (M. indica var. rosa).
Outra espécie utilizada no estudo foi P. marginatum, sendo separadas o caule, inflorescéncia e
folha dessas plantas, também coletadas no campus da UFRPE em um fragmento de Mata

Atlantica, no municipio de Recife, em dezembro de 2011. O material vegetal foi identificado pela
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Dra. Margareth F. de Sales do Departamento de Biologia da UFRPE e uma excicata da planta foi
registrada sob o nimero 48210 e depositada no Herbario VVasconcelos Sobrinho da UFRPE.
Obtencao dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais foram obtidos a partir das cascas dos frutos
(100g) de cada espécie de Citrus, do latex dos frutos de cada variedade de M. indica e do caule,
inflorescéncia e folha das plantas de P. marginatum, utilizando um aparelho de Clevenger
modificado, através da técnica de hidrodestilacdo por 2 horas. Os 0leos inicialmente obtidos
foram separados por diferenca de densidade da agua, secos em sulfato de sodio anidro, estocados
em vidros ambar hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracdo a +5°C antes de serem
submetidos aos bioensaios. O rendimento dos Oleos foi expresso em percentagem (g/100g do
material vegetal fresco).

Identificacio dos Oleos por Cromatografia Gasosa Acoplada & Espectrometria de Massas. A
analise quantitativa dos 6leos de Citrus foi realizada utilizando um instrumento Hewlett-Packard
5890 Series Il GC, equipado com uma coluna capilar de silica fundida (30mm x 0,25mm x
0,25mm) J & W Scientific. A temperatura do forno foi programada de 50 — 250 °C a uma taxa de
3 °C/min. A temperatura do injetor e detector foi 250°C. Hélio foi utilizado como gas de arraste
na velocidade de 1 L/min e 30 p.s.i. no modo split (1:30). O volume de amostra injetada foi 0,5
puL de uma solugao 1/100 diluida com hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a
partir da area do pico do composto no CG e expresso em percentagem relativa do total da area do
cromatograma. As analises foram obtidas em triplicata e os resultados foram submetidos a analise
estatistica descritiva. Os indices de retencdo foram obtidos pela co-injecdo do 6leo com uma
mistura de hidrocarbonetos lineares C;1-C»4 € calculados de acordo com a equagdo de Van den
Dool & Kratz (1963). Os compostos foram identificados com base na comparacdo dos indices de
retencdo calculados com os disponiveis na literatura, seguida pela comparacdo do

fragmentograma de padrdes das massas reportados na literatura, bem como pela comparagéo
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direta das sugestdes das massas disponiveis na biblioteca do computador (Wiley, com 250.000
compostos), contemplando apenas as similaridades entre os fragmentogramas.

O dleo essencial do latex dos frutos das variedades de M. indica e do caule, inflorescéncia
e folha de P. marginatum foram previamente identificados pelo mesmo método descrito para 0s
oOleos de Citrus e reportado por Ramos et al. (2012) e Autran et al. (2009), respectivamente.
Compostos Quimicos. Para selecdo do estereoisomero (R) ou (S), alem do preco e
disponibilidade no comércio, levou-se em consideracdo 0 estereoisdmero mais abundante em
oOleos essenciais (Melliou et al. 2009, Palécios et al. 2009). Os componentes selecionados para 0s
bioensaios foram: (R) e (S)-limoneno, a-terpineol, a-pineno, patchoulol, (E)-asarone, (Z)-
asarone, B-pineno, B-cariofileno, (R)-linalol, p-cimeno, terpinoleno, terpinen-4-ol e eugenol,
usado como controle positivo, foram adquiridos da Sigma - Aldrich - Brasil.
Criacdo de Tetranychus urticae. A populacdo de T. urticae foi adquirida do Laboratorio de
Acarologia Agricola da UFRPE. A criacdo foi estabelecida sobre plantas de feijdo-de-porco,
(Canavalia ensiformes L.) que frequentemente foram cultivadas em vasos com capacidade de 5 L
contendo terra misturada com hamus (3:1). No Laboratorio de Biologia de Insetos da UFRPE,
para manutencdo da criacdo, plantas com 25 dias de idade eram infestadas com ovos, larvas,
ninfas e adultos do &caro rajado. A criacdo estoque ndo foi exposta aos acaricidas e foi mantida
sob a temperatura de 25 £ 1 °C, umidade relativa de 65 + 5 % e 12 h fotofase.
Teste com chance de escolha. A metodologia de dupla escolha foi a mesma utilizada por
Miresmailli & Isman com adaptacGes (2006). Placas de Petri de 10 cm de diametro foram
utilizadas como arenas para as montagens dos bioensaios. Na placa de Petri foi colocada uma
espuma de polietileno, umedecida com agua destilada e posteriormente um disco de papel de
filtro, ambos de mesmo diametro. Folhas desenvolvidas das plantas de C. ensiformes, feijao de

porco, com 25 a 40 dias, foram utilizadas nos experimentos dos quais discos foliares foram
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cortados, com o auxilio de um vazador de metal cilindrico de 2,5 cm de didmetro e imersos em
solucdo. A concentracdo usada no experimento foi a 1% do 06leo essencial ou composto testado
diluido em metanol. O controle foi aplicado somente metanol. Apds a secagem os discos foliares
foram colocados sobre o papel de filtro e a espuma levemente umedecida no interior da placa de
petri. Os discos foliares (tratado e controle) foram dispostos separados por uma laminula quadrada
de 18 mm que serviria para fixar parte dos discos foliares em extremidades opostas da laminula.
Apbs o preparo da arena 30 acaros fémeas foram liberados sobre a laminula. O delineamento foi
inteiramente casualizado com 10 repeticdes. Avaliacdes apos 12, 24 e 48 horas foram realizadas
por meio da contagem do nimero de &caros e ovos nos discos tratados e ndo tratados.

Analise Estatistica. Os dados de preferéncia do numero de fémeas na folha tratada e controle em
nas observacdes de 12, 24 e 48h foram calculados através do Teste de % A hipétese sugerida é
que existe uma proporcao de 50:50 na quantidade de fémeas distribuida na folha tratada e na folha
controle. Para o nimero de ovos apds 48h foram submetidos a ANOVA. As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (P=0,05), utilizando a versdo 7.6

Beta do software Assistat (Silva 2013).

Resultados e Discusséo
A Figura 1 apresenta a preferéncia alimentar e de oviposicdo apos 48h de exposicdo do
acaro rajado aos 6leos essenciais de Citrus, Mangifera e Piper a 1% de concentracdo. Os efeitos
residuais dos Oleos essenciais de espécies dos géneros Citrus, Mangifera e Piper atuaram no
comportamento do &caro rajado, interferindo na preferéncia alimentar e de oviposicdo. Os
resultados desses testes revelaram que o comportamento do &caro ndo variou com o passar do
tempo. Ou seja, ndo houve diferenca significativa entre as avaliagdes na preferéncia alimentar e

de oviposicéo, realizadas em 12, 24 e 48h ap0s tratamento com os 6leos. De acordo com os dados
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apresentados na Figura 1, apenas a exposicdo do &caro aos 0Oleos de limdo taiti, manga rosa e
espada ndo foram observadas diferencas significativas entre o numero de &caros/ovos no disco
controle e tratado, indicando que esses 0leos ndo interferiram na preferéncia alimentar e/ou de
oviposicdo do acaro rajado.

Entre os Oleos testados, aqueles que foram mais repelentes aos acaros foram os 0leos de
Piper (caule, inflorescéncia e folha), tangerina murcot, tangerina cravo e limdo siciliano. De fato,
independentemente do tempo de exposicdo (12, 24 e 48h) do acaro aos 0Oleos, a média de acaro
nos discos tratados foram menores com esses 6leos e ndo diferiram entre si, porém diferiu
significativamente dos outros 0leos testados (Fggo = 7,57; P< 0,001). Quanto a preferéncia de
oviposicdo existiu uma correlacdo direta entre a localizagdo do acaro e o nimero de ovos no
decorrer do tempo de avaliacdo, consequentemente, menor quantidade de ovos foi observada no
disco tratado. Resultados semelhantes foram obtidos com o 0leo essencial de Rosmarinus
officinalis nos testes de repeléncia através da mesma metodologia sobre o &caro rajado
(Miresmailli & Isman 2006).

Quando os acaros foram expostos aos Oleos de Piper (caule, inflorescéncia e folha),
tangerina murcot, tangerina cravo e liméo siciliano, além do 6leo de manga espada, a média de
ovos no disco tratado ndo diferiram entre si, mas diferiram significativamente quando comparados
com a média de ovos dos discos tratados com aos 6leos de limao taiti e manga rosa (Fg 9 = 8,36;
P< 0,001) (Fig. 1). Por outro lado, mesmo ndo diferindo significativamente o nimero de ovos no
disco controle e tratado, para o 6leo de manga rosa, observou-se que a média de ovos postos nos
discos tratados com esse 0Oleo, foi muito superior, comparado com a média de ovos dos discos
tratados com os demais 0leos. Esses dados sugerem que houve um estimulo direto, nessa condi¢éo
de experimento, na reproducdo do &caro, e possivelmente se retratando como hormoligose. Esse

estimulo é considerado um dos mecanismos, que ajuda a explicar casos de ressurgéncia de pragas.
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Os casos mais conhecidos de ressurgéncia sao observados com pesticidas sintéticos sobre espécies
pertencentes a familia Tetranychidae (Luckey 1968), entretanto ha necessidade de mais estudos
para confirmar esse efeito para o 6leo de manga rosa.

Este é o primeiro relato da acdo repelente para as espécies dos géneros Citrus, Mangifera e
Piper, sobre o acaro rajado. Porém, a acao repelente sobre essa mesma praga tem sido reportado
para Gleos essenciais das espécies Citrus. sinensis var. péra e var. mimo e C. aurantium (Araujo-
Junior 2010).

A acdo repelente observada para os 0leos de Citrus, Mangifera e Piper é atribuida a sua
propriedade de volatilizacdo de seus constituintes quimicos associado a propor¢cdo em cada 6leo
(Tabela 1). Dessa forma, com o intuito de avaliar a propriedade repelente individual de
constituintes quimicos dos OGleos testados, alguns monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides foram selecionados e suas propriedades repelentes foram investigadas para
melhor entendimento da acdo dos 6leos de Citrus, Mangifera e Piper sobre o &caro rajado.

As Figuras 2 e 3 apresentam as distribuicfes de &caros e numero de ovos nos discos
controle e tratado com 0s seguintes constituintes quimicos dos 6leos essenciais investigados, nove
monoterpenos (a-terpineol, a-pineno, B-pineno, (R)-limoneno, (S)-limoneno, (R)-linalol, p-
cimeno, terpinoleno, terpinen-4-ol), dois sesquiterpenos (p-cariofileno e patchoulol) e dois
fenilpropandides ((Z) e (E)-asarone) identificados nos 6leos investigados (Tabela 2).

Para as comparacOes relativas dos resultados da acdo repelente entre 0s compostos
selecionados observou-se 0 mesmo efeito repelente para os compostos terpinen-4-ol, terpinoleno,
(R)-linalol, p-cimeno, (S)-limoneno, patchoulol, (Z)-asarone e (E)-asarone, durante as primeiras

12 e 24h. Para o (E)-asarone, ap6s 48h, o nimero de acaro foi igual em ambos os discos.
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A quantidade de acaros nos discos controle e tratado nao diferiu significativamente quando
0s acaros foram expostos aos compostos: B-cariofileno, a-pineno, B-pineno, a-terpineol e (R)-
limoneno, durante todo o periodo de avaliacéo.

Esses resultados indicam que a grande maioria dos constituintes quimicos dos 0leos
avaliados foi repelente nas primeiras 12 e 24h. No entanto, a a¢do repelente mais prolongada entre
0s compostos (Fi3126 = 5,53; P<0,001), ou seja, apds 48h foi observada para 0s compostos
terpinen-4-ol, (R)-linalol, patchoulol e (Z)-asarone. A quantidade de acaros observados no
tratamento para esses compostos ndo diferiu entre si, nem comparado ao controle positivo,
eugenol, sugerindo que esses compostos apresentaram propriedade repelente similar ao controle
positivo.

Entre os compostos testados, apenas o-terpineol e a- e PB-pineno ndo contribuiram
significativamente entre o disco controle e tratado, na escolha do acaro ovipositar (Fig. 3). Por
outro lado, todos os outros compostos testados (Fiz126 = 5,61; P < 0,001), com excecéo do (R)-
limoneno, atuaram igualmente na preferéncia do &caro ovipositar no disco controle, inclusive
comparado aos resultados obtidos para o controle positivo.

Utilizando a mesma metodologia para avaliar a acdo repelente de constituintes majoritarios
identificados nos 6leos de Eucalyptus bicostata, E. maidenii, E. sideroxylon, E. approximans e
Callistemon viminalis, Rho et al. (2013) reportaram a mesma acao repelente sobre acaro rajado
observada em nosso trabalho para a-pineno e (S)-limoneno. No entanto no trabalho apresentado
por Rho et al. (2013) o tipo de enanciémero (R ou S) desses monoterpeno néo foi especificado.

Em geral, a quantidade de ovos no disco controle e tratado esté relacionado a preferéncia
alimentar do &caro no decorrer do tempo de exposi¢do de um produto (Sabelis 1985). O efeito
observado sobre o acaro para o B-cariofileno, (E)-asarone e (R)-limoneno na preferéncia de

oviposicdo foi oposta. Ou seja, mesmo diferindo significativamente o nimero de ovos entre 0
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disco controle e tratado, quando os acaros foram expostos ao [-cariofileno e (E)-asorone,
preferiram ovipositar no disco controle, enquanto que expostos ao (R)-limoneno, preferiram
ovipositar no disco tratado, sugerindo efeito atraente de oviposi¢cdo para esse monoterpeno.

Com base nos resultados obtidos para os 6leos de Citrus (liméo siciliano e taiti, tangerina
cravo e murcot) e dos constituintes quimicos selecionados (principais e minoritarios) conclui-se
possivelmente que a propriedade acaricida observada para esses Oleos esta diretamente
relacionada com os resultados obtidos para 0s respectivos constituintes selecionados. Por
exemplo, com base na identificacdo quimica dos 6leos de Citrus, esses 6leos apresentaram o
mesmo perfil quimico com a presenca de monoterpenos e sesquiquiterpenos na mesma proporgao
e limoneno como constituinte majoritario (Tabela 2). Apesar desses Oleos apresentarem
similaridade na composi¢do quimica (maior similaridade foi observada para os o6leos das
tangerinas do que entre os 6leos dos limdes) e 0 mesmo componente principal, apenas o 6leo de
lim&o taiti ndo apresentou acéo repelente. Portanto, os resultados obtidos para os 6leos de Citrus
investigados quanto a propriedade repelente sobre o &caro rajado ndo pode ser atribuida apenas as
atividades registradas para os constituintes principais e minoritarios selecionados a partir desses
6leos, mas também de suas interagdes com aqueles identificados nos 6leos e ndo testados, bem
como a propor¢do em que sdo encontrados no éleo.

Para os Oleos das variedades de manga, a similaridade entre os componentes identificados
foi ainda maior, comparada com os 6leos de Citrus. No entanto, as diferengas quantitativas entre
0s componentes quimicos identificados nos 6leos das mangas foram mais significativas.

Entre os constituintes majoritarios selecionados a partir do 6leo de manga rosa [B-pineno
(40,7%), terpinoleno (28,3%) e a-pineno (11,5%)] e terpinoleno (73,6%) para manga espada,
apenas terpinoleno atuou na preferéncia alimentar e de oviposi¢cdo do acaro rajado no mesmo

nivel comparado com o controle positivo, mas ambos os 6leos ndo apresentaram agéo repelente.
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Esses dados sugerem uma provavel interacdo antagonica entre os constituintes do 6leo com
terpinoleno.

A composicdo quimica apresentada para os 6leos de Piper (caule, inflorescéncia e folha),
quanto ao potencial repelente, variou basicamente na quantidade identificada dos constituintes em
cada 6leo. O perfil quimico desses 6leos caracterizou-se pela grande quantidade de sesquiterpenos
e fenilpropandides, onde (E)-asarone e patchoulol foram os constituintes majoritarios no caule e
inflorescéncia e (Z)-asarone como componente principal do éleo das folhas (Autran et al. 2009).
Mesmo com as diferencas quantitativas e qualitativas observadas para a composicdo quimica
desses Gleos, a acdo repelente ndo diferiu significativamente entre eles. Esses resultados para 0s
Oleos, comparados com o0s observados para 0s constituintes selecionados (principais e
minoritarios dos 6leos), sugerem que entre os minoritarios, apenas (R)-linalol apresentou acédo
repelente no mesmo nivel do observado para o controle positivo, enquanto que patchoulol e (Z)-
asarone, compostos principais, apresentaram forte influéncia sobre o acaro na preferéncia
alimentar e de oviposi¢do. Outros resultados significativos para deterréncia de oviposi¢do foram
obtidos para os constituintes (E)-asarone e B-cariofileno. Dessa forma, os dados obtidos para 0s
compostos selecionados, sugerem que independentemente do percentual encontrado no 6leo, esses
constituintes contribuem significativamente para a atividade repelente apresentada para os 6leos,
sem desconsiderar uma possivel atividade repelente para os demais constituintes identificados nos
6leos.

Uma quantidade significativa de pesticidas comercializados para todos os fins, inclusive
para o controle de pragas apresentam centros quirais e sdo produzidos como misturas racémicas,
ou seja, mesma quantidade de estereoisdomeros do tipo enanciomeros (R) e (S) (Williams 1996).
Em alguns casos, apenas um desses estereoisdbmeros € ativo como pesticida, enquanto o outro

apresenta menor atividade contra organismos ndo-alvo. Varios trabalhos tém reportado a atividade
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de pesticidas sintéticos quirais, no entanto, poucos sdo as pesquisas voltadas a avaliar a
propriedade de compostos puros quirais que ocorrem em 6leos essenciais.

Resultados interessantes foram observados para 0s compostos estereoisdbmeros, como por
exemplo, (R) e (S)-limoneno e (Z) e (E)-asarone. Esses compostos apresentam a mesma formula
molecular, mas diferem na forma como os 4tomos estdo organizados no espaco (Fig. 4).
Exposicdo desses compostos ao acaro rajado promoveu diferengas significativas na mudanca de
comportamento da praga. Oleos essenciais sio misturas geralmente de monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides, que podem existir nas formas estereocisdmeras descritas acima.
Em geral, a presenca desses estereoisdmeros na natureza é na forma de excesso enanciomérico, ou
seja, a presenca de uma das formas estereoisomérica em maior quantidade. Por exemplo, o (R)-
limoneno é o enanciémero mais abundante do que o (S)-limoneno, presente nos 6leos de liméo,
laranja e outros frutos de citros (Melliou et al. 2009, Palacios et al. 2009).

Os resultados dos testes de repeléncia com o &caro rajado obtidos para os pares
enancioméricos, (R)-limoneno e (S)-limoneno sugerem que eles atuaram diferentemente no
comportamento do &caro. Ou seja, (R)-limoneno ndo apresentou acdo repelente, no entanto, 0s
acaros preferiram ovipositar no disco tratado. Por outro lado, o estereoisémero, (S)-limoneno
apresentou atividade repelente e deterrente de oviposicao. Esses resultados sugerem a presenca de
biorreceptores especificos no 4acaro rajado, responsaveis por distinguir esses pares de
esteroisdbmeros refletindo na mudanga de comportamento.

Para os isébmeros geométricos, (Z) e (E)-asarone observou-se também diferencas
significativas na preferéncia alimentar, mas na preferéncia de oviposi¢do ndo houve diferenca nos

resultados apresentados para esses estereoisOmeros.
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Os dados apresentados para acdo repelente dos Oleos e dos componentes quimicos
selecionados sobre o0 acaro rajado variaram de acordo com o tipo de 6leo, mesmo proveniente de
espécies do mesmo género e da proporcao e diversidade quimica encontrada nos 6leos testados.

O maior potencial repelente foi observado para os Gleos de Piper, seguido de liméao
siciliano, tangerina cravo e murcot. Os 0leos das variedades das mangas e limé&o taiti ndo atuaram
na preferéncia alimentar e de oviposicao do acaro rajado. Porém, o 6leo de manga rosa estimulou
diretamente a reproducéo do acaro, e possivelmente pode ser atribuido a hormoligose e que ajuda
a explicar casos de ressurgéncia de pragas.

A propriedade repelente observada para os compostos puros selecionados independe da
classe quimica que eles pertencem (terpenoides e fenilpropanoides). A susceptibilidade do acaro
rajado frente aos estereoisdbmeros do limoneno esta de acordo com o que Barreiros et al. (1997)
afirmaram, ou seja, que a interacdo de compostos quirais, com um organismo Vvivo apresentam
atividade bioldgica geralmente distintas. De fato, os estereoisdmeros do limoneno apresentaram
propriedades repelentes distintas. Para os diastereoisomeros (Z) e (E)-asarone, propriedades

repelentes distintas também foram observadas.
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Figura 1 Preferéncia alimentar e Preferéncia de oviposicdo de Tetranychus urticae quando

exposto aos Gleos dos géneros Citrus, Mangifera e Piper, apds 48 horas. Médiast EP, do

naimero de &caros e oviposicao, no disco tratado acompanhadas de letras diferentes minusculas

indicam diferencgas significativas pelo teste de Scott-Knott (analise de variancia) a 5% de

probabilidade.
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Figura 2. Preferéncia alimentar de Tetranychus urticae ap6s 24h e 48h quando exposto aos

constituintes individuais selecionados dos 6leos de do género Citrus, Mangifera e Piper.

Médias+ EP do numero de acaros no disco tratado acompanhadas de letras diferentes mindsculas

indicam diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott (analise de variancia) a 5% de

probabilidade.
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Preferéncia de oviposicao (48 horas)

—
—

Eugenol [T T,.= -5,94; P<0,0001
terpinen-4-ol 2 — T,,= -12,29; P=0,0038
terpinoleno I — —
T,,= -3,32; P=0,0038
p-cimeno Eﬂ T,,=-7,06; P<0,0001
! 18 [ Disco controle
(R)-linalol H i
A _H T _--51,46; P<0,0001 [ Disco tratado

atchoulol
p Fa—T1 1, ,=-13,47;, P<0,0001

(E)-asarone

]

—

=t T,,=-13,64; P<0,0001

(2)-asarone T,,- -19,67; P<0,0001

B-cariofileno T,,= -41,44; P<0,0001

oa-pineno = — T =-1,29; P=0,2127

1

a-terpineol ™ F—— 71,,=-0,77; P=0,4526
—A

(S)-limoneno
———a ——F— T,s= -3,16; P=0,0054
(R)-limoneno = }—— | T..= 2,32; P=0,0433

(0] 100 200 300 400 500

Média de ovos (+/-EP)
Figura 3. Preferéncia de oviposicdo de Tetranychus urticae ap6s 48h quando exposto aos
constituintes individuais selecionados dos 6leos do género Citrus, Mangifera e Piper. Médiast
EP, do numero de oviposicao, no disco tratado acompanhadas de letras diferentes minusculas

indicam diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott (analise de variancia) a 5% de

probabilidade.
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Tabela 1. Porcentagem dos constituintes quimicos identificados nos 6leos

essenciais das cascas das quatro espécies de Citrus.

Compostos IR® IR LT LS ™ TC
a-Tujeno 925 924 0,7 t 0,6 0,1
a-Pineno 933 932 3,9 0,8 3,2 2,1
a-Fencheno 941 945 t 4,0 - -
Canfeno 954 946 t 0,3 - -
Sabineno 970 969 - - 11 2,6
B-Pineno 982 974 10,2 189 1,7 -
Mirceno 992 988 0,6 2,6 4,7 6,7
a-Felandreno 1003 1002 - - - -
P-Menta-1 (7),8-dieno 1002 1003 - - 4,2 0,7
0-3-Careno 1008 1008 - - - -
Limoneno 1021 1024 389 424 62,2 80,2
(E)-B-Ocimeno 1052 1044 - - - -
y-Terpineno 1065 1054 - - - -
n-Octanol 1075 1063 - - - -
p-Menta — 3,8-dieno 1066 1068 t 0,3 - -
trans- Oxide de linalol 1080 1084 - - - -
P-Menta —2,4(8) dieno 1070 1085 5,7 1,2 10,0 15
Terpinoleno 1093 1086 1,3 - 1,4 0,1
Linalol 1103 1095 31 0,1 4,5 3,7
exo-Fenchol 1118 1118 0,2 11 - -
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Trans-p-Menta-2,8dien-1-ol
cis- Oxide de Limoneno
trans- Oxide de Limoneno
(E)-Miroxide
cis-p-Terpineol
Citronelal

Oxide de B-pinene
iso-Mentona

Borneol

Terpinen-4-ol
a-Terpineol

n-Decanal

Citronelol

cis-Carveol

Nerol

Metil eter timol

Neral

Geranial

Perila aldeido

Neril Formate
Undecanal

Limoneno aldeido

o-Elemeno

1126

1136

1140

1146

1146

1155

1151

1154

1168

1177

1191

1206

1229

1225

1234

1233

1246

1261

1276

1276

1305

1326

1336

1119

1132

1137

1140

1140

1148

1154

1158

1165

1174

1186

1201

1223

1226

1227

1232

1235

1264

1269

1280

1305

1326

1335

0,5
0,7

0,5

0,3
2,7
5,2

0,3

0,2

0,7

2,5

0,8

2,8

0,3

0,2

0,3

0,6

2,3

2,9

0,4

0,3

2,7

2,7

0,1

0,3

0,8

1,1

1,8

0,2

0,3

0,2

0,1

0,1

0,1

0,3
0,3

0,5
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Acetate de citronelila
Acetate de nerila
a-Copaeno

Acetate de geranila
Dauceno
B-Cubebeno
B-Elemeno

Geranato de Etila
a-Barbateno
Dodecanal
A-cis-Bergamoteno
(E)-Cariofileno
B-Copaeno
a-trans-Bergamoteno
a-Guaieno
(E)-B-Farneseno
B-Santaleno
Cumacreno
y-Gurjuneno
Propanoato de geranila
y-Muuroleno
(2)-diidro-Apofarnesal

(E,E)- a-Farneseno

1351

1361

1374

1382

1425

1388

1389

1396

1409

1405

1414

1421

1427

1437

1436

1453

1457

1490

1478

1481

1477

1497

1502

1350

1359

1374

1379

1380

1387

1389

1394

1407

1408

1411

1417

1430

1432

1437

1454

1457

1470

1475

1476

1478

1498

1505

3,4

1,2

0,2

0,3

1,2

3,0

0,5

0,2

0,4

0,4

0,4

0,4

0,8

0,4

0,3

0,3

1,2

3,0

0,4

0,3

0,2

0,1

0,1

0,1

0,1

0,2
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B -Bisaboleno 1510 1505 4,3 - - T

Germacreno A 1545 1508 - - - T
B-Sesquifelandreno 1525 1521 - 4,2 - -
d-Cadinene 1529 1522 - - 0,1 0,1
Germacreno B 1554 1559 - - 0,2 -
Oxido de cariofileno 1583 1582 0,7 - - -
Humuleno epoxido Il 1606 1608 0,2 1,4 - -
Selin-11-en-4-a-ol 1653 1658 0,2 - - -
epi-p-Bisabolol 1666 1670 0,3 - - -
epi-a-Bisabolol 1682 1683 04 - - -
Monoterpenos 61,3 61,8 89,1 94,0
Monoterpenos oxigenados 25,9 258 7.2 4,4
Sesquiterpenos 9,9 9,4 0,8 0,6
Sesquiterpenos oxigenados 1,8 1,4 - -
Derivados de acidos graxos 0,3 - 2,3 0,5
Benzendides - - 0,3 -
Total Identificados 99,2 984 99,7 995
Total N&o Identificados 0,08 160 0,03 0,05

®Indice de retencéo calculado pela co-injecio de uma série homologa de n-alcanos.
“Indice de retencdo obtido na literatura. Citrus aurantifolia (Limdo taiti - LT), C.
limon (Limao siciliano - LS), C. sinensis x C. reticulata (Tangerina murcot — TM), C.

reticulata (Tangerina cravo — TC).
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Tabela 2. Porcentagem dos compostos selecionados presentes nos éleos essenciais das espécies de Citrus,

das variedades de Mangifera indica e nas divisoes da planta de Piper marginatum.

LT LS ™ TC MR ME PMC PMI PMF

Rendimento 0,49 0,85 1,37 2,04 9,50 5,60 0,03 0,02 0,39
Compostos selecionados

limoneno 38,9 42,4 62,2 80,2 1,3 1,4

a-terpineol 5,2 2,9 1,1 0,3 0,1
a-pineno 3,9 0,8 3,2 2,1 11,5 0,8

patchoulol 25,7 23,4 16,0
(E)-asarone 32,6 22,1 6,4
(2)-asarone 8,5 4,5 30,4
B-pineno 10,2 18,9 1,7 40,7 1,9 0,3
(E)-cariofileno 1,2 0,3 6,8 13,1 7,5
Linalol 3,1 0,1 4,5 3,7 0,6
p-cimeno 0,3 0,4

terpinoleno 1,3 1,4 0,1 28,3 73,6

Terpinen-4-ol 2,7 2,3 0,8 0,3

Espécies de plantas selecionadas para obtencdo do 6leo essencial: C. aurantifolia Tanaka (Limé&o taiti - LT), C. limon L. Burm f.
(Liméo siciliano — LS), C. sinensis Osbeck x C. reticulata Blanco (Tangerina murcot — TM), C. reticulata Blanco (Tangerina cravo-
TC), Variedade Rosa (MR) e Espada (ME) de Mangifera indica, Piper marginatum extraido do caule (PMC), inflorescéncia (PMI) e
folha (PMF).
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Figura 4. Férmulas estruturais dos estereoisdmero do limoneno e asarone
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