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RESUMO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma das principais fruteiras cultivadas
em Manaus, seu fruto é uma importante fonte de renda para a populacéo local.
Véarios problemas tém interferido na viabilidade de programas de
desenvolvimento sustentavel junto aos agricultores da regido Amazbdnica, como
por exemplo, & ocorréncia de organismos praga. Dentre os organismos que
podem ser enquadrados nesse “status” encontram-se os acaros fitdfagos,
destacando-se o0 Tetranychus mexicanus. Esta espécie tem sido encontrada
com maior frequéncia e abundancia na regido de Manaus. Além do mamoeiro,
o T. mexicanus € encontrado também em uma infinidade de outras fruteiras e
plantas ornamentais. O uso excessivo e indiscriminado de agrotéxicos para
combater esses organismos, causa diversos efeitos maléficos como
contaminacdo de alimentos, poluicdo de rios, erosdo de solos, desertificacao,
intoxicacdo e morte de agricultores e extincdo de espécies de animais. Por
conseguinte, a busca por novos compostos para uso no manejo de pragas que
nao causem problemas de contaminacdo ambiental, residuos nos alimentos,
efeitos prejudiciais sobre organismos benéficos e aumento na frequéncia de
insetos resistentes, tém despertado o interesse de varios pesquisadores com
relacdo aos extratos vegetais. Nesse contexto, duas espécies, uma
pertencente a familia Annonaceae (Bocageopsis multifiora), e a outra
pertencente a familia das Leguminosea (Timbd), foram estudada para fins
inseticidas, avaliando sua toxicidade e seu efeito residual de contato sobre o T.
mexicanus, mostrando um 6timo resultado em relacdo a atividade contra a

praga.



ABSTRACT

Papaya (Carica papaya L.) is a major fruit crops cultivated in Manaus, its
fruit is an important source of income for the local population. Several problems
have affected the viability of sustainable development programs with local
farmers in the Amazon region, such as the occurrence of pest organisms.
Among the organisms that can be fit in this "status" are phytophagous mites,
especially the Tetranychus mexicanus. This species has been found with
greater frequency and abundance in the region of Manaus. Besides papaya, T.
mexicanus is also found in a multitude of other fruit trees and ornamental
plants. The excessive and indiscriminate use of pesticides to combat these
organisms cause many harmful effects such as contamination of foods,
pollution of rivers, soil erosion, desertification, poisoning and death of farmers
and extinction of animal species. Therefore, the search for new compounds for
use in pest management that do not cause problems of environmental
contamination, residues in food and harmful effects on beneficial organisms and
increase in frequency of resistant insects, have attracted the interest of many
researchers regarding the extracts vegetables. In this context, two species, one
belonging to the family Annonaceae (Bocageopsis multiflora), and the other
belonging to the family of Leguminosae (Timbo), were studied for insecticidal
purposes, assessing their toxicity and their residual effects of contact on the T.

mexicanus, showing a great result for the activity against the pest.
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1. INTRODUCAO

Segundo o ministério da agricultura, o Brasil ocupa uma das primeiras
posi¢coes no ranking em exportacdo mundial de alguns produtos, como gréos e
frutos. A agricultura é uma das bases da economia do pais.

A regido norte, principalmente o estado do Amazonas, tem como
principal caracteristica o bioma amazonico, onde a floresta tropical € marcante.
O estado € um dos maiores exportadores de frutos como a banana, mamao e
outros. Dentre os fruteiros cultivados na regido, pode-se destacar o0 mamoeiro
(Carica papaya L.), cujo seu fruto € uma importante fonte de renda para a
populacao local.

Muitos problemas tém afetado o cultivo destes fruteiros, como por
exemplo, o ataque de organismos pragas, onde dentre estes se podem
destacar os acaros fitofagos. A dificuldade de controle desses &caros, como
por exemplo, na soja, e 0s custos associados a tratamentos, aciona como
estratégias de manejo integrado da praga o uso de agrotéxicos (EMBRAPA,
2012). Porém, os problemas causados pelo uso excessivo desses agrotoxicos
e 0 surgimento de novas pragas e doencas tém estimulado certos produtores a
optarem por outro sistema de combate a essas pragas que reduza os impactos
causados pelos agrotoxicos na saude humana e no ambiente
(ALBUQUERQUE, 2006; BRAIBANTE, 2012). Uma possivel estratégia de
controle alternativo e sustentavel para essa praga € o0 uso de produtos
vegetais. Estes produtos séo utilizados ha muito tempo para controle de insetos
e seu uso volta a despertar atencéo e interesse por parte dos pesquisadores,
por serem menos toxicos e mais seletivos (VIEGAS JUNIOR, 2003; PONTES,
2006).

Nesse contexto, a espécie vegetal Bocageopsis multiflora é estudada
para essa acao. Esta espécie pertence a familia Annonaceae e ocorre em toda
a regido Amazonica, com preferéncia em mata primaria (LORENZI, 2002).
Algumas espécies de Annonaceae ja apresentam atividade inseticida contra
diversos tipos de pragas (FURTADO et al., 2005; ANSANTE, 2014)

Foi adicionado ao estudo o Timbo, designagdo comum a vérias plantas

da familia das leguminosas. Alguns tipos de timb6 apresentam como principio



toxico a rotenona, um inseticida que age tanto por contato quanto por ingestao.
Sua casca ou raizes possuem uma seiva toxica, e por isso sdo usadas por
nativos para tinguijar (HOMMA, 2007).

Objetivo geral:

e Avaliar a efetividade do 6leo essencial da Bocageopsis multifiora e dos

extratos de timbd com potencial bioativo no controle de acaros fitdfagos.
Objetivos especificos:

e Selecao e coleta de espécies vegetais;

¢ Obtencao dos 6leos essenciais;

e Avaliacao da atividade inseticida dos Oleos essenciais;

e Obtencdo do perfil cromatografico dos extratos por cromatografia em
fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Um dos grandes problemas que interferem na viabilidade na producgao
de frutos e em plantacfes € a infestacdo de organismos praga. Dentre estes,
se destacam os acaros fitéfagos. Podem ser citados como principais espécies
desta praga o Tarsonemidae: Polyphagotarsonemus latus, os Tetranychidae:
Tetranychus desertorum, Tetranychus mexicanus e Tetranychus urticae, o
Tenuipalpidae: Brevipalpus phoenicis (GEIJSKES, 1939) e o Eriophyidae:
Calacarus flagelliseta ( FLECHTMANN et al., 2001; SILVA, et al.,2002).

Entre as espécies listadas anteriormente, o T. mexicanus tem sido
encontrado com maior frequéncia e abundancia na regido de Manaus,
sobretudo no segundo semestre quando a temperatura € alta e a precipitacéo e
umidade relativa do ar sdo baixas (SOUZA et al., 2010).

Os principais hospedeiros de T. mexicanus incluem algodoeiro,
cacaueiro, Citros, macieira, mamoeiro, maracujazeiro, pereira, pessegueiro, e
uma variedade de plantas ornamentais. De forma geral, esta espécie forma
colénias na face abaxial das folhas, que passam a apresentar manchas
esbranquicadas ou prateadas, devido aos danos causados pelo acaro ao
alimentar-se, posteriormente estes danos promovem 0 secamento e a queda
prematura das folhas (STEIN e DAOLIO, 2012; BOLLAND et al., 1998).

Uma forma de se combater a essas pragas, € o uso de agrotoxicos. O
Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos do mundo. O uso excessivo e
indiscriminado dessas substancias toxicas ainda € recorrente no atual sistema
de producao de alimentos. Como séo substancias tdxicas seu uso pode causar
desordens neuroldgicas, cancer, cirrose hepatica, mutacbes genéticas,
contaminacao de alimentos, poluicdo de rios, erosao de solos e desertificacao,
intoxicacdo e morte de agricultores e extingdo de espécies de animais
(TAVELLA, 2011).

Assim, a busca de novos compostos para uso no manejo de pragas que
nao causem problemas ao meio ambiente e seres humanos nem aumente a
resisténcia dos insetos, tém despertado o interesse de varios pesquisadores
com relacdo aos extratos vegetais. Além desses fatores que despertam essa

busca, sdo medidas de manejo integrado de pragas: evitar o uso de inseticidas



piretréides; evitar a antecipacao da aplicacdo de fungicidas para o controle da
ferrugem-da-soja  (uso racional de fungicidas); usar inseticidas
neonicotindides+piretrdides para percevejos apenas quando for atingido o nivel
de controle (VIEGAS JUNIOR, 2003; EMBRAPA, 2012).

A toxicidade de uma substancia quimica a insetos ou acaros, nao a
qualifica necessariamente como um inseticida ou acaricida promissor. Diversas
propriedades devem estar associadas a atividade, tais como eficacia em baixas
concentracfes, auséncia de toxicidade a mamiferos, rapida degradacéo,
auséncia de fitotoxicidade, facil obtencdo, manipulacéo e aplicacdo (VIEGAS
JUNIOR, 2003). Substancias com esta caracteristica apresentam-se como uma
medida promissora para o controle de pragas, no contexto do Manejo Integrado
de Pragas (BEZERRA, 2009).

Uma possivel estratégia de controle alternativo e sustentavel para essa
praga € o uso de produtos naturais. O crescimento e o interesse por espécies
vegetais que possuem substancias que ajudam no combate a essas pragas
vém crescendo e felizmente sdo inUmeras as plantas que apresentam tal
atividade, devendo ser estudadas e introduzidas, quando possivel, nas
propriedades agricolas. Para a insercdo definitiva e segura desses produtos
botanicos no mercado sdo necessarios mais estudos (CORREA e SALGADO,
2011; MENEZES, 2005).

Embora exista na literatura informacfes sobre o efeito de extratos
obtidos de algumas espécies vegetais sobre acaros fitéfagos (PONTES, 2006;
SIQUEIRA, 2013; ALVES, 2012; BARRETO et al., 2010), elas ainda n&o s&o
suficientes para proporcionar mudancas significativas nas opc¢des de controle
desta praga.

A espécie Bocageopsis multifiora pertence a familia Annonaceae. A
familia Annonaceae compreende aproximadamente 200 géneros com 2500
espécies de distribuicdo tropical e subtropical. Este grupo de plantas tem
reconhecida importancia econdmica, devido a comercializacdo de seus frutos,
como a graviola e de seus produtos derivados, sua atividade farmacolbgica
como matéria-prima de cosmeéticos e perfumaria, uso na medicina natural, além
de apresentar atividade antimicrobiana e inseticida devido a presenca de
acetogeninas (ISMAN, 2006).



A espécie ocorre em toda regido Amazonica, com preferéncia em mata
primaria. Produz anualmente grande quantidade de sementes e floresce
durante os meses de julho a setembro (LORENZI, 2002).

O timbd, designacdo comum para algumas espécies da familia
Leguminosea, € estudado para fins inseticidas, por ter como principio téxico a
rotenona, um inseticida que age tanto por contato quanto por ingestao
(HOMMA, 2007).

Sua casca e raizes produzem uma seiva toxica, e por isso é usado pelos
nativos para tinguijar, que seria o ato de intoxicar peixes jogando pedacos
esmagados de timb6 na 4gua, uma vez intoxicados os peixes boiam, o que
facilita a sua captura. Uma peculiaridade € que este pescado intoxicado pode
ser consumido pelo ser humano sem que lhe faca danos ao organismo.

Desde a descoberta dessa pratica primeiramente pelos europeus, varias
pesquisas foram surgindo em relacao a este vegetal. A partir de 1910, o extrato
de timbd foi amplamente usado para destruir carrapatos das lhamas no Peru.
Apods 1930 foi descoberto que o maior teor de rotenona era obtido em plantas
com dois anos de idade e a partir do qual ia decrescendo. O atual uso do timbé
€ para inseticidas ou pesticidas na agricultura na eliminacdo de pragas de
plantacdes (HOMMA, 2007).

Estudos comprovam a atividade de extratos aquosos de timbo6 contra
Lutzomyia longipalpis, vetor da leishmaniose (LUITGARDS-MOURA et al.
2002), bem como a acao inseticida de extratos etandlicos contra Cerotoma
arcuatus, uma das pragas de maior importancia agricola (ALECIO, 2010). Os
extratos etandlicos de timbo também ja se mostraram ativos contra o carrapato
bovino (MACHADO et al., 2013). O estudo dos timbos poderia entéo

representar uma forma economicamente viavel no controle de certas pragas.



3. METODOLOGIA
3.1. Coleta

As folhas de B. multiflora foram coletadas na reserva Adolpho Ducke,
localizada no Km 26, Manaus- Itacoatiara. Cerca de 3 quilos foram coletados e
apos seco o material coletado foi triturado para a posterior obtencdo do 6leo

essencial.

Figura 1 - Folhas de Bocageopsis multiflora

As raizes de timbo foram coletadas na Comunidade Nossa Senhora do
Livramento — AM. ApOs a coleta, o material vegetal foi lavado, seco a
temperatura de 30° e moido em um moinho de quatro facas no Instituto

Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA).

Figura 2 - Raizes de Timbo sendo trituradas



3.2. Obtencdo e andlise do 6leo essencial

Com as folhas ja secas e trituradas, foi realizada a obtencdo do 6leo
essencial através do método de hidrodestilacéo, utilizando um sistema do tipo
Clevenger, de B. multiflora, onde em um baldo de 4000 mL foram inseridos 300
g do material vegetal triturado e 3000 mL de agua destilada.

Uma vez ligado o sistema de aquecimento e refrigeragdo, foram
cronometrados 03h30min horas ap0s a queda da primeira gota de 6leo, para
assim retirar o 0leo extraido com o auxilio de uma pipeta Pasteur.

O Oleo do Timbd também foi obtido pelo método de hidrodestilagéo e
pelo mesmo procedimento que foi extraido o 6leo de B. multiflora. Soé

diferenciando no tempo de extracado, que foi de 3 horas.

Figura 3 - Sistema Clevenger adaptado

3.3. Andlise por CG-EM

As analises por CG-EM foram efetuadas em cromatdgrafo HP 6890 com
interface com um HP 5873, Detector de Massa Seletivo (tensdo de ionizacao
de 70 eV), equipado com um DB-5MS, coluna capilar (30 m x espessura de
0,25 mm, 0,25 mm), usando He ou N2 como o gas de arraste (1,0 mL min-1).
As temperaturas do injetor e detector foram de 230 °C e 280 °C,
respectivamente.

O 6leo de B. multiflora foi analisado por CG-EM na Fiocruz do Rio de
Janeiro. O Oleo de Timbdé foi analisado por CG-EM no Laboratério de
Cromatografia da UFAM.



3.4. Criacao do acaro T. mexicanus

Para que fossem realizados os testes para avaliar o potencial inseticida,
era necessario ter acaros em estoque. Por isso foram feitas criagdes, onde em
um recipiente de plastico foi colocado um pedaco de espuma de polietileno,
sobre a espuma colocou-se o papel de filtro (para evitar o contado direto da
folha com a agua), sobre ele foi colocada uma folha de mamoeiro ja lavada por
30 segundos em uma solugcdo de hipoclorito de sodio a 1%, e depois lavada
somente com agua destilada.

Para evitar a fuga dos acaros, foi colocado sobre toda a borda da folha,
algodao umedecido. Feito a arena (denominagéo dada ao sistema de criacao),
foram coletadas folhas de mamoeiro na UFAM, e utilizando o microscépio para
a identificacdo dos acaros, estes foram transferidos com um pincel de cerdas
finas destas folhas coletadas para folha da arena. A espuma de polietileno foi
molhada diariamente para evitar a secagem prematura da folha, e a troca da
folha era realizada geralmente de 4 em 4 dias para manter o alimento dos

acaros.

Figura 4 - Criacdo do acaro T.
mexicanus (arena)

3.5. Teste de avaliagdo do potencial inseticida de 0leos essenciais

A metodologia para a avaliacdo do potencial inseticida dos 6leos foi
adaptada de Aslan et al., 2004. Os testes foram feitos em 10 concentragfes



diferentes. As amostras foram diluidas em DMSO. Foram preparados discos de
folha de mamoeiro de 3,33 cm de didametro dispostos em placa de Petri, sobre
uma esponja e papel de filtro, a superficie abaxial voltada para cima.
Posteriormente, 10 fémeas adultas dos acaros foram transferidas das criacfes
estoque para esta unidade experimental com auxilio de um pincel de cerdas
finas, isso 30 minutos antes da aplicacdo do éleo. E para fechar essa placa de
petri foi utilizada uma tampa com papel filtro no interior dela, onde neste foi
aplicado 10 pl da concentracdo medindo uma distancia de 20 mm do meio da
placa de petri até a extremidade, com uma pipeta automatica.

As avaliacbes foram realizadas no periodo de 24, 48 e 72 horas,
registrando o numero de ovos e de fémeas mortas em cada unidade. Durante
as 72 horas, os discos de folhas serdo mantidos em B.D.O. Foi considerado
morto o acaro que ndo se movia a distancia equivalente ao tamanho do seu
corpo, mesmo com um toque com o pincel de cerdas finas.

Para calcular o CLso foi utilizado o programa estatistico Probitos.

O teste foi realizado com os Oleos extraidos das duas espécies e

também com os padrdes cis-nerolidol e trans-nerolidol.

Figura 5 — Aplicacdo da amostra.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Analise do 6leo em CG-EM
4.1.1. Bocageopsis multiflora.

O odleo de B. multiflora apresentou um rendimento de 0,5%. A tabela 1
lista os constituintes do 6leo coletado e analisados por CG-EM. No total, 10
componentes foram identificados e os resultados mostram que os 6leos de B.
multiflora s&o ricos em sesquiterpenos.

Por meio da analise do cromatograma obtido por CG-EM foi possivel
identificar 90,61% de constituintes das folhas frescas dos 0leos essenciais

obtidos na época chuvosa.

Tabela 1 - Substancias presentes no 6leo essencial de B. multiflora

Substancia IR IR (Literatura) Area (%)
B elemeno 1378 1389 11.71
Trans cariofileno 1409 1417 8.02
Bergamoteno <a-cis> 1420 1411 10.57
a humuleno 1445 1452 2.25
B seleneno 1478 1489 5.80
a seleneno 1485 1498 3.06
B bisaboleno 1495 1505 24.71
6 Cadineno 1505 1522 1.00
Bisaboleno <a-cis> 1527 1506 16.44
Espatulenol 1567 1577 7.05

As substancias principais detectadas no OE de B. multiflora foram: -
elemeno, 3 bisaboleno e bergamoteno. N&o foi encontrado na literatura estudos
gue relacionem esses componentes com alguma atividade inseticida. Porém a
familia Annonaceae possui um grande histérico de espécies que ja tiveram
atividades inseticidas comprovadas, como por exemplo, no controle de lagartas

Spodoptera litura, considerada uma grave praga que traz muitos problemas



econdbmicos atacando seus hospedeiros como soja, amendoim e tomate
(PRATIBHA et al. 2010).

Também possui atividade acaricida comprovada pela espécie Xylopia
sericea sobre o acaro rajado Tetranychus urticae (GONDIM, 2007). Nao ha na
literatura estudos sobre a B. multiffora que relacionem a espécie com
atividades acaricidas ou qualquer outra atividade, o que impulsiona ainda mais

0s estudos relacionados a essa planta.
4.1.2. Timbo

O 6leo de Timbo apresentou um rendimento de 0,2%. A tabela 2 lista os
constituintes do 6leo analisado por CG-EM. No total, 10 componentes foram
identificados. Dos 82,4% de constituintes identificados, destacou-se como

substancia majoritaria o E — nerolidol.

Tabela 2 - Substancias presentes no 6leo essencial de Timbé

Substancia IR IR (Literatura) Area (%)
B —bisaboleno 1505 1509 0.9
d-cadineno 1522 1520 1.0
E- nerolidol 1561 1554 68.5
Espatulenol 1577 1581 1.6
Cedren-8-eno 1594 1598 0.8
a —cedrol 1600 1593 2.3
1- epi-Cubenol 1627 1631 0.8
epi- B -bisabolol 1670 - 3.3
epi- a -bisabolol 1683 - 1.7
a -bisabolol 1685 - 1.5

Nota-se claramente um Unico pico majoritario onde o composto foi
identificado como o sesquiterpeno E-nerolidol. Este ja possui atividade larvicida
comprovada (SIMAS et al. 2004), atividade antifungica (LEE et al. 2007),
atividade antimalarica (LOPES et al. 1999) e antileishmania (MARQUES et al.



2011). Este composto possui dois isbmeros o cis-nerolidol e o trans-nerolidol

(Figura 5), os quais se diferem na geometria em torno da ligacéo dupla central.
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Figura 5 - Trans-nerolidol

4.2. Teste de avaliacdo do potencial inseticida de 6leos essenciais

O Oleo essencial da B. multiflora se mostrou moderadamente ativo
contra o acaro. No teste houve um significativo nUmero de 6bitos observados

na contagem de 72 horas. Abaixo o valor do CLso.

Bocageopsis multiflora

Tempo de contagem (horas) CLso (mg/mL)

72 241,91

Nas primeiras 24 horas s6 foi possivel notar mortalidade significativa na
concentracdo mais alta (300 ug/mL), mas apos as 72 horas somente ndo houve
mortalidade na concentragdo mais baixa testada (175 pg/mL).

O oleo de Timbd mostrou altamente ativo contra o acaro. Valor de CLso

mostrado abaixo.

Timbo

Tempo de contagem (horas) CLso (mg/mL)

72 96,11

O o6leo de Timb6 mostrou atividade bem superior ao da B. multiflora.
Visto que o CG-EM indicou com grande porcentagem o componente majoritario
E-nerolidol, testou-se os padrées dos dois isbmeros do composto nhas mesmas
condi¢cdes em que os Oleos foram testados. Porém sé um isémero se mostrou

ativo contra o acaro, foi o trans-nerolidol. Abaixo o valor de CLso.

Trans-nerolidol

Tempo de contagem (horas) CLso (mg/mL)




72 91,79

Podemos supor entdo, que a alta atividade identificada pelo teste do
Oleo de timbo, esteja relacionada pela presenca do componente majoritario do
Oleo, E-nerolidol, mais especificamente do isémero trans-nerolidol que foi
testado e que apresentou também atividade elevada contra o T. mexicanus.

Estudos mostram que o E-nerolidol inibiu efetivamente o crescimento in
vitro de parasitas de Babesia (agente da doenca do carrapato) (ABOULAILA et
al., 2010).

O E-nerolidol j& possui atividade acaricida comprovada contra o
Tetranychus urticae em uma concentracdo mais baixa e pouca massa no 0Oleo
de tomilho, cerca de 0,3% apenas (BORN, 2012). Pesquisas recentes indicam
o0 trans-nerolidol também como majoritario em Oleo extraido de Piper
gaudichaudianum, com 22,06% na composicdo do 6leo e sua acao de induzir
efeitos citotoxicos significativos em Saccharomyces cerevisiae (SPEROTTO et
al., 2013). O que nos leva a afirmar que sua alta quantidade no 6leo de timboé
realmente esté relacionada com esta alta atividade contra o aracnideo testado.

A toxicidade de diversos 6leos essenciais e de seus componentes
quimicos mostra a efetividade de produtos naturais para fins inseticidas como
alternativa aos inseticidas sintéticos, no controle de diversos tipos pragas
(MOREIRA, 2007).

No entanto, ndo se deve excluir o possivel efeito sinérgico de outros
constituintes presentes nos 0leos, que mesmo em pequenas quantidades

podem ter mascarado a reconhecida atividade acaricida.




5. CONCLUSAO

A andlise cromatografica revelou como constituinte majoritario do 6leo
essencial de B. multiflora o composto B-elemeno e varios outros
sesquiterpenos. O 0Oleo essencial testado contra o acaro T. mexicanus, mostrou
atividade com um CLso de 241,91 mg/mL apos 72 horas. Ndo conseguimos
relacionar essa atividade com nenhum dos componentes presentes no 6leo.

O oleo essencial de Timbd se mostrou moderadamente ativo contra o
acaro testado (CLso de 96,11 mg/mL). Tal atividade pode estar relacionada com
a presenca no 6leo do constituinte majoritario E-nerolidol, que quando testado
um dos seus isdémeros apresentou atividade alta com um CLso de 91,79 mg/mL.
O E-nerolidol possui atividades comprovadas contra diversos organismos.

Entdo se pode dizer que os Oleos essenciais testados, bem como o
padrdo trans-nerolidol, possuem atividade contra o &caro vermelho,

Tetranichus mexicanus.
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