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RESUMO

Os Oleos essenciais tem sido alvo de pesquisas na busca por ferramentas
sustentaveis para o manejo de acaros fitéfagos. Entretanto, ainda sdo poucas as
pesquisas sobre os efeitos de O6leos sobre Oligonychus punicae Hirst (Acari:
Tetranychidae). Assim, este estudo teve como objetivo caracterizar quimicamente os
Oleos essenciais de Alpinia zerumbet (Pers.), Bixa orellana L., Mesosphaerum
suaveolens L. (Kuntze) e Syzygium cumini (L.) Skeel, e avaliar seus efeitos letais e
subletais sobre esse acaro. A extracao dos 6leos ocorreu por hidrodestilagdo a vapor
e estes foram caracterizados quimicamente por meio de cromatografia gasosa e
espectrometria de massas. A toxicidade dos 6leos foi testada sobre fémeas adultas de
O. punicae. As concentracdes letais e subletais foram calculadas para cada 6leo. O
efeito ovicida foi determinado a partir das CLspo € CLgo dos 6leos essenciais. Para
verificar a taxa instantdnea de crescimento populacional (ri) utilizou-se as
concentragbes CLxo e CL3o. O efeito repelente foi verificado através de teste com
chance de escolha, em que foram utilizados discos foliares tratados com os dleos
essenciais nas ClL2 e ClLazg e discos foliares nao tratados. Calculou-se o indice de
repeléncia (IR) e a porcentagem de repeléncia dos 6leos. Os 6leos apresentaram
compostos majoritarios (<5%) que variaram em abundancia relativa, e foram
caracterizados predominantemente por monoterpenoides e sesquiterpenos. Os 6leos
apresentaram toxicidade sobre O. punicae, sendo o B. orellana (0,55 pl/mL) o mais
téxico na CLso e este ndo diferiu de A. zerumbet na CLgo, em que foram mais toxicos
que S. cumini, sendo 9,1 e 5,6 vezes considerando as Razdes de Toxicidade (RT). Os
Oleos apresentaram efeito ovicida, reduzindo a viabilidade dos ovos em mais de 50%,
0 Oleo de S. cumini na CLgo apresentou 79,25% de ovos nao eclodidos. A r; foi positiva
mesmo apds a aplicacdo dos Oleos, mas estes foram capazes de reduzir o
crescimento populacional do acaro em comparagdao com o tratamento controle.
Menores taxas de ri foram obtidas na CL2 para o éleo de M. suaveolens (0,20). Todos
os Oleos foram classificados como repelentes em ambas as concentragdes subletais.
Os dados de atracdo de acaros para discos nao tratados e tratados com os dleos
essenciais confirmaram o efeito repelente, sendo o 6leo de A. zerumbet o 6leo com
maiores porcentagens de repeléncia nas CL2o e CL3o. Os 6leos testados se mostraram
promissores quanto a atividade acaricida, e apresentaram compostos quimicos
capazes de causar efeitos letais e subletais sobre O. punicae.

Palavras-chave: Acaricida botanico, toxicidade, tetraniquideos, terpenoides.
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ABSTRACT

Essential oils have been the focus of research in the search for sustainable tools for
managing phytophagous mites. However, there are still few studies on the effects of
oils on Oligonychus punicae Hirst (Acari: Tetranychidae). Thus, this study aimed to
chemically characterize the essential oils of Alpinia zerumbet (Pers.), Bixa orellana L.,
Mesosphaerum suaveolens L. (Kuntze), and Syzygium cumini (L.) Skeel, and to
evaluate their lethal and sublethal effects on this mite. The oils were extracted by steam
hydrodistillation and chemically characterized using gas chromatography and mass
spectrometry. The toxicity of the oils was tested on adult females of O. punicae. Lethal
and sublethal concentrations were calculated for each oil. The ovicidal effect was
determined using the LCso and LCg of the essential oils. To assess the instantaneous
population growth rate (ri), the LC2 and LC3o concentrations were used. The repellent
effect was verified through a choice test, using leaf discs treated with the essential oils
at LC2 and LC3p and untreated leaf discs. The repellency index (RI) and the
percentage of repellency were calculated for the oils. The oils presented major
compounds (<5%) with varying relative abundance and were predominantly
characterized by monoterpenoids and sesquiterpenes. The oils showed toxicity against
O. punicae, with B. orellana (0.55 ul/mL) being the most toxic at LCso, not differing from
A. zerumbet at LCqo, where both were more toxic than S. cumini, being 9.1 and 5.6
times more toxic based on the Toxicity Ratios (TR). The oils exhibited ovicidal effects,
reducing egg viability by more than 50%, with S. cumini oil at LCg resulting in 79.25%
non-hatched eggs. The ri remained positive even after oil application, but the oils were
able to reduce the mite's population growth compared to the control treatment. Lower
ri rates were obtained at LC2 for M. suaveolens oil (0.20). All oils were classified as
repellents at both sublethal concentrations. The data on mite attraction to untreated
and oil-treated discs confirmed the repellent effect, with A. zerumbet oil showing the
highest repellency percentages at LC20 and LCazo. The tested oils proved promising for
their acaricidal activity and presented chemical compounds capable of causing both
lethal and sublethal effects on O. punicae.

Keywords: Botanical acaricide, toxicity, tetranychids, terpenoids.



Vii

SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt e te st et eete e ete e 10
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.............ooeeeeeeeeeeee ettt 1
A B V=T oo (170 7= o Lo Y- RO 11
2.1.1 Familia Tetranychidae.............coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 13
2.1.1.1 Oligonychus punicae Hirst (1926)............ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 14
2.2 Impactos de acaros em mudas de eucalipto..........ccevvveviiiiiiiiiiiiee e 15
2.3 Acaricidas DOLANICOS ......coeeeiiiieeeiice e 17
2.3.1 Oleos essenciais como agentes acaricidas................c.cceveveeeveeieeeeeeeeenennns 18
2.3.2 Efeitos letais e subletais de 6leos essenciais..............cueeiiiiiiiiieiiiiciiine e, 19
2.3.3 AIPINIQ ZEIUMDBET ........ccooe et 20
2.3.4 BiX@ Orellana ...............cccooeeeuiiiii i 21
2.3.5 MeS0oSphaerum SUAVEOIENS ..............ccuuueeuuiiiiiiee e e e e e e e e 22
2.3.6  SYZYGIUM CUMINI «.......cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeee ettt 22
3 METODOLOGIA ...ttt e et eeaeeeeeeaeeeeeees 23
3.1 Local de eStUdO........oiiiii e 23
3.2 Coleta das plantas para extracdo dos OEs e identificacdo do material botanico

.......................................................................................................................... 24
3.3 Caracterizacao quimica dos OES.........ccoouuiiiiiiiiiiiecceie et 24
3.4 Criacao d€ O. PUNICAE.............uueieeeeiie ettt et e e et e e e e e et eeeenes 25
3.5 Toxicidade dos OEs sobre fémeas adultas de O. punicae...........cc..ccccceeee.. 26
3.6 Efeito OVICIAa.......cooviiiiiiiii 27
3.7 Taxa instantanea de crescimento populacional (Fi).........cccevvvvveiviiviiiieieeeeieennnee, 28
3.8 Atividade repelente ... 28
4 RESULTADOS EDISCUSSAOQ .........cocvviiiiiecieceeeee et se ettt 29
4.1 Caracterizagdo quimica dos OES..........couuuiiiiiiiiiiiiecce e 29
4.2 Toxicidade dos OEs sobre fémeas adultas de O. punicae..............c....cccevveunnn. 34
G T o (=Y (o X 0 )Y/ o1 [ £ H PRSPPI 36
4.4 Taxa instantanea de crescimento populacional (Fi)..........ceeveeveeeveeeeeeeeeeeeiieenenee. 38
4.5 Atividade repelente ........coooiiiiiiiiiii 39
I o3 0] o ILU £-7- Yo J R 42

REFERENCIAS ...........oviiitiiiieeeeeee ettt 42



10

1 INTRODUGAO

Oligonychus punicae (Hirst) (Acari: Tetranychidae) € um acaro nativo do
México, polifago e se alimenta de cerca de 34 espécies vegetais principalmente na
regido adaxial das folhas (Ferraz et al., 2019; Castro et al., 2021). A alimentacao de
O. punicae ocorre por meio da inser¢ao do estilete no tecido vegetal, esse processo
ocasiona a perda da clorofila e resulta em manchas cloréticas nas folhas e reducéo
da taxa fotossintética, podendo levar a desfoliagdo completa e morte da planta (Hoy,
2011).

Entre as culturas afetadas por O. punicae, destacam-se espécies de eucalipto,
como Eucalyptus urophylla S. T. Blake, Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden e
Eucalyptus globulus Labill, que sao suscetiveis a injurias, especialmente em mudas
clonais (Ferraz et al., 2019; 2020). Além dos danos diretos, o acumulo de fezes, teias
e desfolha pode reduzir o valor comercial das mudas, causando perdas econdmicas
significativas (Attia et al., 2013). No Brasil, onde Eucalyptus spp. ocupa 76% da area
de plantios florestais (IBA, 2023) e a silvicultura clonal tem sido uma estratégia para
maximizar a produtividade (Silva et al., 2022) o manejo eficaz dessa praga é essencial
para preservar a produtividade e o valor dessa importante cultura.

O controle de acaros tem sido realizado predominantemente com o uso de
inseticidas e acaricidas sintéticos (Camilo et al., 2017). No entanto, para a espécie O.
punicae, nao ha registro de acaricidas sintéticos aprovados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2024), evidenciando a
necessidade de ferramentas para o manejo dessa praga. Nesse contexto, as
propriedades bioldgicas de plantas tém ganhado destaque, impulsionando sua
aplicacao em estratégias de Manejo Integrado de Pragas (MIP) como ferramenta
sustentavel e de menor impacto ambiental (Guerrine et al., 2023).

O potencial de produtos botanicos se da pela ocorréncia de moléculas com
acao repelente de insetos ou biopesticida. Varias abordagens para o manejo de
acaros usando produtos a base de plantas foram propostas nos ultimos anos (Santos
etal., 2022; Segovia et al., 2022; Cua-Basulto et al., 2023; Gomes et al., 2023). Dentre
os produtos naturais derivados de plantas, os Oleos Essenciais (OEs) tém sido
amplamente testados e numerosos estudos demonstraram que OEs tém atividade
acaricida (Ataide et al., 2020; Piramoon et al., 2021; Briozo et al., 2022; Souza et al.,
2022; Susurluk, 2023; Konwar et al., 2023).
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Os OEs, compostos majoritariamente por terpenos, sao metabdlitos
secundarios de plantas aromaticas e apresentam multiplos mecanismos de acgao,
como mortalidade, repeléncia e inibigdo do desenvolvimento e reprodugao de pragas
(Shlosman et al., 2023). Sua eficacia depende dos constituintes quimicos e das
espécies vegetais de origem, plantas como Alpinia zerumbet (Pers.), Bixa orellana L.,
Mesosphaerum suaveolens L. (Kuntze) e Syzygium cumini (L.) Skeels destacam-se
por suas propriedades antioxidantes, antifungicas, antibacterianas, inseticidas e
acaricidas (Aglagane et al., 2021; Hirko; Getu, 2022).

Nas espécies mencionadas, foram identificados monoterpenos e outros
compostos, como 1,8-cineol, B-cariofileno, terpinen-4-ol e a-pineno (Victério; Riehl;
Lage, 2009; Mallavarapu et al., 2011; Jezler et al., 2013; Feng et al., 2021), estudos
que avaliaram OEs contendo esses compostos evidenciaram sua eficacia,
demonstrando efeitos significativos na mortalidade e repeléncia de acaros (Miresmailli,
Bradbury e Isman, 2006; Nerio, Olivero-Verbel e Stashenko, 2010). Portanto, a
investigagdo dos compostos quimicos presentes nessas plantas é fundamental para
compreensao das propriedades biolégicas dos OEs.

Nesse contexto, presume-se que os OEs de A. zerumbet, B. orellana, M.
suaveolens e S. cumini possuem componentes capazes de promover atividade
acaricida sobre O. punicae. Assim, este estudo teve como objetivo caracterizar
quimicamente os OEs dessas espécies vegetais e avaliar seus efeitos letais e

subletais sobre esse acaro.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acaros fitéfagos

Os acaros estao classificados dentro do filo Arthropoda, pertencem ao subfilo
Chelicerata, classe Arachnida e subclasse Acari (Hoy, 2011). A classe dos aracnideos
€ a segunda maior dentro do filo dos artropodes, ficando atras somente do grupo dos
insetos (Kranz; Walter, 2009). Acaros estdo espalhados por uma ampla gama de
habitats, sdo encontrados em quase todos os ambientes terrestres e aquaticos.
Podem ser parasitas ou de vida livre, alimentando-se de animais, vegetais, fungos,
musgos, produtos armazenados, restos animais e vegetais, excrementos e até mesmo

de outros acaros (Fu et al., 2021; Queiroz; Soliman; Burckhardt, 2021).
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Os acaros fitéfagos sado pequenos artrépodes que representam pragas de
grande relevancia agricola devido a sua capacidade de causar danos em diversas
culturas ao redor do mundo. Estes organismos podem se alimentar tanto da parte
aérea quanto subterranea das plantas, sendo capazes de se adaptar a diferentes
condigdes ambientais (Leeuwen et al., 2015; Nexticapan-Garcéz et al., 2021). Além
disso, podem ser polifagos, possuindo diversas fontes alimentares, ou altamente
especificos, dependendo do género ou espécie (Queiroz; Soliman; Burckhardt, 2021).

As queliceras dos acaros fitdfagos tornaram-se semelhantes a estiletes, sendo
capazes de penetrar os tecidos vegetais a profundidades de até 100 micrometros
(Hoy, 2011). Ao perfurarem as folhas, eles removem o conteudo celular
parenquimatico, resultando em danos significativos a planta. Esses danos podem
provocar uma série de reagdes fisioldgicas e morfoldgicas, como queda prematura de
folhas e frutos, inibicdo da fotossintese, alteracdes na quantidade e composi¢cao dos
pigmentos foliares, além de necrose celular. Tais efeitos se manifestam externamente
na forma de descoloragdo e manchas nas folhas, enrolamento foliar, reducdo do
crescimento, morte foliar e, em casos extremos, morte da planta (Flechtmann, 1989;
Pereira et al., 2005; Queiroz; Soliman; Burckhardt, 2021). Altas infestacdes, se néo
mantidas abaixo dos niveis de danos econdmicos, representam uma ameaca
significativa a produtividade das culturas hospedeiras (Leeuwen et al., 2015).

A maioria dos acaros fitéfagos possui um ciclo de vida curto, composto por
diferentes estagios de desenvolvimento, que variam em morfologia, mas sempre tem
inicio a partir de um ovo. A relevancia dessas pragas torna-se evidente, uma vez que
tanto os estagios imaturos quanto os adultos se alimentam do conteudo celular vegetal
utilizando seus estiletes queliceros. Com o avango da alimentagao, os tecidos foliares
sdo progressivamente danificados, levando a necrose e eventual morte das folhas
(Farahani; Bandani; Amiri, 2020).

Acaros s&o responsaveis por perdas estimadas em até 30% dos custos totais
com inseticidas em culturas de grande importancia econémica (Rincon; Rodriguez;
Coy-Barrera, 2019). Em vista disso, a compreensdo detalhada sobre esses
organismos € crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo, ao
ponto que o conhecimento multidisciplinar na interfase planta-praga é fundamental
para integrar diversas praticas e promover um manejo integrado de pragas
(Santamaria et al., 2018).
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2.1.1 Familia Tetranychidae

A familia Tetranychidae, pertencente a subordem Prostigmata (Acari:
Trombidiforme), € uma das mais importantes entre os acaros. Ela € composta por
aproximadamente 70 géneros agrupados em duas subfamilias: Bryobinae e
Tetranychinae, sendo que a maioria das pragas agricolas estd concentrada na
subfamilia Tetranychinae (Hoy, 2011). Tetranychidae inclui acaros-praga de grande
relevancia global, considerados importantes tanto na agricultura quanto na silvicultura,
além de serem encontrados em arvores frutiferas, culturas de campo e plantas
ornamentais (Ebadollahi et al., 2017).

Os acaros da familia Tetranychidae sédo estritamente fitofagos, e tem como
caracteristica o rapido desenvolvimento, curto ciclo de vida e alta taxa de reproducéo.
Essas caracteristicas permitem que esses organismos alcancem taxas populacionais
prejudiciais em condicbes ambientais favoraveis (Ferraz et al., 2019).
Aproximadamente 1.250 espécies dessa familia sdo conhecidas por se alimentarem
de 3.877 espécies vegetais diferentes (Hoy, 2011; Heinz-Castro et al., 2021).

O ciclo de vida de acaros da familia Tetranychidae inclui os estagios de ovo,
larva, protoninfa, deutoninfa e adultos. Os ovos podem ser ovoides, cilindrico, globoso
e ainda possuir uma arista de fixacdo, as cores variam entre esverdeado, alaranjado,
verde intenso ou vermelho. A larva nasce incolor e translicida, com tamanho
aproximado ao do ovo, e muda gradativamente de cor a medida que se alimenta. A
protoninfa € mais oval em comparacéo a larva, enquanto a deutoninfa € maior que a
protoninfa, e nessa fase o dimorfismo sexual se torna evidente (Moraes e Flechtmann,
2008; Rincon; Rodriguez; Coy-Barrera, 2019).

Na fase larval, os acaros apresentam trés pares de pernas (hexapodes),
enquanto nas fases subsequentes, possuem quatro pares (octépodes). As fases
supracitadas sao as fases ativas do ciclo de vida dos acaros, no entanto, os
tetraniquideos passam por fases quiescentes, em que permanecem imoveis, sem se
alimentar, enquanto ocorre a troca do tegumento e mudancas morfofisiologicas. Essas
fases recebem denominacdes especificas, como protocrisalida, deutocrisalida e
teliocrisalida (Moraes; Flechtmann, 2008; Reis, 2010).

Quando os tetraniquideos acasalam, o macho insere seu edeago na fémea
para depositar esperma, dobrando seu idiossoma para cima. Fémeas acasaladas

depositam ovos fertilizados e néo fertilizados. A maioria dos tetraniquideos
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desenvolvem partenogénese arrendtoca, onde fémeas ndo acasaladas produzem
ovos haploides que se desenvolvem em machos. A endogamia é comum, e as fémeas
tendem a depositar seus ovos em uma unica folha, e por isso irméos e irmés
frequentemente acasalam. Devido a endogamia os tetraniquideos tém variabilidade
genética suficiente para se adaptar rapidamente a novas condi¢cdes ambientais (Hoy,
2011).

Muitos Tetranychidae depositam seus ovos entre fios de teia, e inclusive os
acaros dessa familia sdo conhecidos como acaros-aranha ou “spider mites”, e sao
chamados dessa forma porque muitos membros possuem a capacidade de produzir
teia de seda a partir de glandulas que se abrem no tarso dos pedipalpos. As teias
auxiliam na protecao, controle da umidade, atracéo sexual e dispersao (Ebadollahi et
al., 2017). A grande maioria dos tetraniquideos tem preferéncia alimentar pela parte
inferior das folhas (abaxial) a exemplo dos géneros Tetranychus e Panonychus, mas,
a parte superior (adaxial) € preferida por acaros do género Oligonychus, e em caso de
ataques intensos os acaros podem ser encontrados em ambas as faces foliar (Reis,
2010).

O género Oligonychus teve seu primeiro relato em abacateiros nas ilhas
Canarias em 1986 (Torres et al.,, 2024). Espécies deste género tem sido relatada
alimentando-se de mangueira, cafeeiro, videira, eucalipto, abacate, dentre outras
(Reis; Zacarias, 2007; Vasquez et al., 2008; Santos et al., 2022; Mushtaq et al., 2023).
Com ampla gama de hospedeiros, espécies desse género vem ganhando destaque
devido a seu potencial biético, ampla distribuicdo e sua capacidade de causar dano
severo em varias culturas comerciais, sendo consideradas pragas economicamente
importantes (Vasquez et al., 2008; Chaaban; Chermiti; Kreiter, 2012; Ferraz et al.,
2020; Konwar et al., 2023; Castafieda-Cabrera et al., 2023).

2.1.1.1 Oligonychus punicae Hirst (1926)

O acaro O. punicae é uma espécie nativa do México, conhecida como acaro
marrom do abacate ou acaro vermelho, € uma espécie polifaga e alimenta-se de 34
espécies vegetais (Heinz-Castro et al., 2021; Lara-Vazquéz et al., 2023). Foi descrita
pela primeira vez em plantas de Punica granatum L. (Lythraceae) e Vitis vinifera L.
(Vitaceae) (Hirst 1926). A primeira descrigao feita por Hirst em 1926 definiu a espécie
como Paratetranychus punicae, mas, posteriormente Pritchard e Baker (1955),
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reclassificaram a espécie no género Oligonychus (Imbachi-Lopez; Estrada-Venegas;
Equihua-Martinez, 2017).

Em espécies de O. punicae, o dimorfismo sexual € evidente e as fémeas sdo
maiores que os machos, os machos sio triangulares em forma, enquanto as fémeas
sdo amplamente ovais e possuem o propodosoma e as pernas dianteiras de cor
laranja, o opistossoma é arredondado e vermelho escuro com uma marca opaca
vermelha longitudinal dorsal (Hoy, 2011; Ferraz et al., 2019). Oligonychus punicae tem
como caracteristica a dispersao por via aérea, esse comportamento é conhecido como
balonismo ("ballooning" ou "spinning down"), e consiste no ato dos acaros se atirarem
da planta e ficarem pendurados por um fio de seda ou longos e espessos fios de teia,
aguardando uma corrente de vento para serem transportados. Esse fenbmeno ocorre
geralmente quando o ataque a uma planta é muito intenso (Reis, 2010).

A injuria causada por O. punicae nas folhas ocorre por inser¢ao do seu estilete
no tecido foliar, sugando o conteudo celular, e o remanescente celular coagula para
formar uma massa necrética amarelada a marrom (Reyes-Zepeda et al., 2022). Essa
espécie vive preferencialmente na face adaxial foliar e as lesdes iniciais ocorrem na
nervura central e na regido mediana da folha. Posteriormente, ocupam toda a planta
causando descoloragéo, bronzeamento, seguido de necrose, 0 que pode resultar em
abscisao foliar e morte das plantas (Ferraz et al., 2019; Torres et al., 2024).

Este acaro possui ampla distribuigao, sendo encontrado em cerca de 20 paises,
nas regides da Neotropicais como Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Cuba, El Salvador,
Honduras, México, Nicaragua, Panama e Venezuela, além da Asia, Africa e Europa
(Queiroz; Flechtmann, 2011; Heinz-Castro et al., 2021). No Brasil, O. punicae foi
registrado inicialmente em Olyra sp. e Eucalyptus sp. (Myrtaceae) (Flechtmann; Baker
1970; Feres; Lofego; Oliveira, 2005). Outros relatos mencionam O. punicae causando
danos em V. vinifera L. (Mushtaq et al., 2023), Persea americana (Lauraceae)
(Segovia et al., 2022) e Coffea canephora (Rubiaceas) (Vasconcelos et al., 2022) e
em diferentes espécies de mudas clonais eucaliptos (Pereira et al., 2005; Ferraz et al.,
2019; Ferraz et al., 2020).

2.2 Impactos de acaros em mudas de eucalipto

No Brasil, o eucalipto é a espécie de maior representatividade no cenario de
florestas plantadas. Atualmente, o cultivo comercial de eucalipto é realizado



16

predominantemente a partir de mudas clonadas, isto ocorre porque a silvicultura clonal
oferece vantagens significativas, como maior uniformidade dos talhées no campo e
aumento da produtividade florestal. O interesse pela producdo de mudas clonais
também esta relacionado a crescente demanda por subprodutos economicamente
relevantes produzidos pela eucaliptocultura (Santarosa et al., 2014; Rodrigues;
Teixeira; Santiago, 2021; Silva et al., 2022). No entanto, a silvicultura do eucalipto pode
ser seriamente afetada por problemas fitossanitarios, como a infestagéo de pragas em
minijardins clonais destinados a producdo de mudas (Mota; Barbosa; Marchioro,
2022).

As mudas de eucalipto servem de habitat para uma diversidade de artrépodes,
especialmente acarofauna (Santos et al., 2008). Algumas espécies de acaros
tetraniquideos estdo associados as plantas de eucalipto, dentre eles O. punicae,
Oligonychus ilicis McGregor, Tetranychus urticae Kock e Oligonychus yothersi
McGregor (Flechtmann; Baker, 1970; Flechtmann, 1983; Pereira et al., 2005). Entre
os problemas ocasionados por pragas em minijardins clonais de eucalipto, destacam-
se as injurias provocadas pelo acaro O. punicae, ao ponto que sua primeira ocorréncia
foi relatada por Ferraz et al. (2019) em mudas de Eucalyptus urophylla e este acaro
foi levantado como potencial praga desta espécie de eucalipto.

Foi verificado que O. punicae permanece e oviposita em E. urophylla,
causando, em média, 20% de lesdes na superficie foliar de mudas de eucalipto (Ferraz
et al., 2020). Além disso, avaliando a preferéncia de O. punicae em seis espécies de
eucalipto, verificou-se que este acaro péde sobreviver, reproduzir-se e completar seu
desenvolvimento em todas as espécies analisadas, e que o periodo mais curto de ovo
para adultos foi observado em Eucalyptus tereticornis Smith (10,92 dias) e E. grandis
(11,08 dias), e ambos nao diferiram de E. urophylla (11,19 dias) (Ferraz et al., 2020).

Ainda que os estudos que relacionam a ocorréncia de acaros fitéfagos na
producao de mudas de eucalipto sejam incipientes, sabe-se que as injurias causadas
por acaros em folhas de eucalipto ocasionam dano histolégico, capazes de impactar
negativamente a eficiéncia fotossintética das espécies em plantios suscetiveis (Ferraz
et al., 2019; Queiroz; Flechtmann, 2021). A ocorréncia de acaros sobre mudas pode
ainda desvalorizar as suas caracteristicas de comercializagao, o que torna imperativo
a busca por ferramentas de controle de acaros de modo que reduza os danos

significativos causados por esses artropodes nas mudas (Moraes; Flechtmann, 2008).
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2.3 Acaricidas botanicos

O controle de acaros tem sido realizado principalmente por meio de inseticidas
e acaricidas sintéticos, contudo, o uso intensivo desses produtos pode causar
impactos nocivos ao meio ambiente e a saude humana, além de promover resisténcia
e desequilibrios bioldgicos e possuirem altos niveis residuais nas plantas (Heinz-
Castro et al., 2021; Santos et al., 2022; Alves et al., 2023).

As plantas sdo uma das formas mais antigas de controle de pragas, resultado
de defesas naturais desenvolvidas ao longo de milhdes de anos de evolugdo. Elas
produzem uma variedade de compostos quimicos que repelem herbivoros e, em altas
concentragbes, podem ser téxicos (Anjarwalla et al., 2016). A produgdo das
substancias ocorre através do seu metabolismo secundario, € podem ser usados na
forma de extratos, pds e oleos (Silva et al., 2012).

A principal vantagem de muitos acaricidas originados de plantas é que eles
causam pouco ou nenhum impacto significativo nos ecossistemas agricolas,
apresentando baixa residualidade, menor possibilidade de inducado de resisténcia e
com menos efeitos nocivos a saude humana quando comparados aos dos acaricidas
sintetizados quimicamente (Rincdn; Rodriguez; Coy-Barrera, 2019; Gaid et al., 2024).

Substancias de origem vegetal exibem um amplo espectro de bioatividade
contra artrépodes praga, devido a presenga de multiplos principios ativos que agem
por meio de diferentes mecanismos (Mar et al., 2018). Diversos produtos botanicos
tém sido estudados por sua atividade acaricida, especialmente extratos e OEs por
seus efeitos na mortalidade, inibigdo da oviposicao, viabilidade de ovos e atividade
repelente sobre acaros tetraniquideos (Farahani; Bandani; Amiri, 2020; Heinz-Castro
et al., 2021; Segovia et al., 2022; Santos et al., 2022; Castafieda-Cabrera et al., 2023;
Gomes et al., 2023; Zhu et al., 2024).

Compostos bioativos podem ser caracterizados a partir de diferentes partes da
planta, como folhas, caule, flor, frutos e sementes. Visto que estdo contidos no interior
das matrizes vegetais, € necessario métodos de extragdes apropriados (Azmir et al.,
2013; Chuo et al., 2020). Os métodos convencionais empregados para a extracao de
biomoléculas se baseiam na destilagdo para componentes volateis ou prensagem a
frio (Kapadia et al., 2022). A obtencao de extratos se da com a maceragao de folhas

ou sementes, onde o material vegetal fica de molho em solvente de extragao, coa-se
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e coleta o extrato ao final (Rincon; Rodriguez; Coy-Barrera, 2019; Castaneda-Cabrera
et al., 2023).

A extracdo de OEs é realizada tradicionalmente por hidrodestilagdo ou
destilacdo a vapor (Kapadia et al., 2022). A hidrodestilagdo envolve a imersao
completa dos materiais vegetais em agua, seguida de fervura. Ja a destilagédo a vapor,
o material vegetal ndo entra em contato direto com a agua, mas o vapor aplicado € a
principal causa de ruptura e quebra da estrutura celular do material vegetal

(Tongnuanchan; Benjakul, 2014).

2.3.1 OEs como agentes acaricidas

Considerando os produtos de base botanica propostos para o controle de
pragas, os OEs possuem ingredientes ativos promissores para formulag¢des
inseticidas devido a sua natureza renovavel e disponibilidade mundial, além do baixo
custo relativo e a sua suposta seguranga para o meio ambiente e saude humana
(Isman, 2020; Palermo et al., 2021; Li et al., 2022).

Os OEs sao misturas complexas de compostos volateis naturais,
biossintetizados por plantas aromaticas a partir dos metabdlitos secundarios. Sao
caracterizados por possuir aromas intensos e atividades biolégicas (Bezerra et al.,
2017; Shlosman et al., 2023). OEs sao altamente hidrofébicos e com solubilidade
muito limitada em agua, e possuem relevancia em areas farmacéutica, cosmética,
agricola e alimentar gracas as suas propriedades bioativas (Lammari et al., 2020;
Lucia; Guzman, 2021).

A sintese e acumulacao de OEs estdo associadas a presenga de estruturas
anatdmicas secretoras como tricomas glandulares, idioblastos, cavidades secretoras
e dutos de resina (Pavela; Benelli, 2016; Danna et al., 2024). A presencga dessas
estruturas leva a concentragdes mais altas de OE na planta. As familias botanicas
mais estudadas com relagcdo a biossintese de OE incluem Lamiaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Myrtaceae, Asteraceae e Apiaceae e entre outras (Rincon; Rodriguez; Coy-
Barrera, 2019).

Quimicamente, os OEs sdo compostos por moléculas organicas com baixo
peso molecular, com terpenos predominantemente presentes. Os OEs consistem em
uma mistura de 2 ou mais de 100 substancias ativas, sendo que, apesar da
diversidade de compostos, sua bioatividade costuma ser determinada por até trés
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componentes presentes em concentragdes relativamente elevadas ou interagdes
sinérgicas (Ebadollahi et al., 2017; Devrnja; Milutinovi¢; Savi¢, 2022).

Os principais constituintes dos OEs incluem uma mistura de hidrocarbonetos
terpénicos e terpenoides, o primeiro grupo consiste em monoterpenos e
sesquiterpenos, e 0 segundo grupo consiste em derivados oxigenados de terpenos
(Maes; Bouquillon; Fauconnier, 2019; Santos et al., 2019). Embora os terpenos
apresentem diferencas entre si, sua estrutura segue um padrdo de subunidades
isoprénicas, que se ligam de maneira especifica. Essas subunidades s&o estruturadas
em blocos de cinco carbonos (C5H8) normalmente ligadas entre si pela ordem
‘cabeca-a-cauda” (Felipe; Bicas, 2017; Forezi et al., 2022).

A composicao quimica dos OEs depende de diferentes fatores como a espécie,
idade da planta e as condicbes ambientais de crescimento e sua composi¢ao quimica
influencia diretamente no potencial toxico (Soares et al., 2016; Luz et al., 2020; Danna
et al., 2024). A acao dos OEs e seus principais compostos contra acaros pode se
manifestar de diversas formas como induzindo a mortalidade, afetando diferentes
estagios de desenvolvimento ou causando repeléncia (Nerio; Olivero-Verbel,
Stashenko, 2010; Mar et al., 2018).

2.3.2 Efeitos letais e subletais de OEs

Normalmente, pesquisas sobre os efeitos dos inseticidas em pragas avaliam o
efeito letal, com a definicdo das concentracdes letais medianas (CLsp), responsaveis
por causar morte direta. Além disso, consideram-se os efeitos subletais, que, embora
ndo provoquem mortalidade imediata, resultam em alteracdes comportamentais e
biologicas significativas (Franca et al., 2017). A literatura documenta OE com efeitos
como toxicidade aguda ou repeléncia com base em ensaios que persistem por até 48
horas (Attia, 2013).

No que diz respeito a efeitos letais, acaricidas a base de OE tém se destacado
por sua elevada toxicidade aguda contra diferentes espécies de &caros com
mortalidade média de até 81,67% em Tetranychus urticae, enquanto em Panonychus
citri (McGregor), Oligonychus afrasiaticus (McGregor) (Acari: Tetranychidae) e
Oligonychus coffeae Nietner (Acari: Tetranychidae) as taxas de mortalidade
superaram 79% (Borbaruah; Kalita, 2023; Zhu et al., 2023; Zhu et al., 2024; Gaid et
al., 2024).
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Concentracdes subletais de OEs podem resultar em uma reducgdao significativa
nas caracteristicas relacionadas a aptiddo das pragas (Cheng et al. 2019). Efeitos
subletais foram verificados em T. urticae quando exposto a concentracdes subletais
de OEs de Allium sativum (Liliaceae) e Vitex pseudo-negundo (Hausskn) (Lamiaceae)
em que os OEs afetaram os parametros reprodutivos (Piramoon et al., 2021).

Oleos a base de plantas possuem excelentes propriedades ovicida, mesmo em
pequenas quantidades, afetando a eclodibilidade dos ovos sem quaisquer alteracdes
morfolégicas, a medida que interrompe ou inibe a embriogénese e torna-os incapazes
de sair das cascas dos ovos (Konwar et al., 2023). Os efeitos comportamentais toxicos
e subletais observados em artropodes tém sido frequentemente associados a
presenca de monoterpenos e sesquiterpenos nos OEs de diferentes plantas. Esses
compostos causam a neurotoxicidade ou interagdo com um ou mais receptores no

sistema nervoso dos artrépodes (Isman, 2020).

2.3.3 Alpinia zerumbet

Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt. & R. M. Smith é uma planta ornamental
comum e possui células oleaginosas distribuidas em todos os seus érgaos, que
podem fornecer fontes abundantes de OEs (Jezler et al., 2013; Feng et al., 2021). Esta
espécie também conhecida como gengibre-de-concha, coldnia ou jardineira, € uma
espécie perene pertencente a familia Zingiberaceae (Mendes et al., 2015; Nishidono;
Tanaka, 2024).

E uma planta originaria da Asia Ocidental e foi introduzida no Brasil, onde se
naturalizou desde entdo, sendo cultivada em todos os estados brasileiros e facilmente
encontrada na regido nordeste principalmente como planta ornamental, e com uso
medicinal. Alpinia zerumbet possui folhas longas, verde-escuras, coriaceas e
aromaticas, com margens aveludadas e nervuras centrais claras (Chan et al., 2023;
Nishidono; Tanaka, 2024)

Espécies do género Alpinia sao conhecidas como ervas aromaticas e as folhas
sdo a parte mais comumente usada nos estudos do OE de A. zerumbet. No entanto,
seus diferentes 6rgaos apresentam uma ampla variedade de substancias bioativas,
resultando em atividades fisiolégicas e farmacolégicas, que levaram ao aumento de
estudos sobre os OEs derivados desta planta (Van et al., 2021; Feng et al., 2021; Hou
et al., 2023; Nishidono; Tanaka, 2024).
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Os OEs de A. zerumbet sdo compostos principalmente de monoterpenos
oxigenados, seguidos por hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpenos
oxigenados (Van et al., 2021). O OE de A. zerumbet ja foi verificado quanto suas
propriedades com atividade antibacteriana, antimicrobiana, anti-inflamatdria,
antioxidante e muitas outras, além de ter apresentado atividade acaricida e inseticida
com efeitos repelentes (Castro et al., 2018; Barbosa et al., 2021; Castro et al., 2023;
Chan et al., 2023).

2.3.4 Bixa orellana

Membro da familia Bixaceae, Bixa orellana Linn, é uma espécie de grande
importancia tanto na industria quanto no uso tradicional. Sua relevancia econémica e
cultural € amplamente reconhecida, sendo uma planta comercialmente valorizada em
diversos paises tropicais e subtropicais (Froes et al., 2020; Valarezo et al., 2023). Esta
espécie é nativa da América Central e do Sul, com origem na Amazoénia brasileira e
cresce em outros paises tropicais (Vilar et al., 2014).

Bixa orellana € conhecida como urucum em inglés, achiote em espanhol,
yanzhimu em chinés ou urucum em portugués (Brasil), nomeacédo que deriva do
"Guarani (ru-ku)" e significa vermelho. As sementes desta planta foi o primeiro corante
vegetal a ser comercializado em grande escala (Froes et al., 2020; Raju et al., 2022).
A planta ocorre como arbusto ou pequena arvore, possui altura de 3 a 5 m, mas pode
atingir a altura maxima de 10 m, suas folhas séo alternadas e verde-escuras com
peciolos estendidos (Raju et al., 2022; Kar et al., 2022).

A Bixa orellana € uma espécie muito versatil, com uma grande variedade de
usos e aplicacdes, sendo rica em compostos quimicos e a presenca de OEs nas folhas
ja foi relatada na literatura (Frées et al., 2020; Sales et al., 2020; Valarezo et al., 2023).
Além disso, B. orellana foi descrita como a fonte vegetal com a maior concentracao
de terpenos e a maioria dos compostos volateis presentes nos diferentes 6rgaos foram
sesquiterpenos, monoterpenos, hidrocarbonetos e cetonas (Everton et al., 2020;
Hirko; Getu, 2022)

O OE B. orellana foi relatado com atividade antimicrobiana, antibacteriana,
antioxidante, anticolinesterasica, antipirético, anticancerigenas, analgésicas, anti-
inflamatoria, antidiabético e repelente de insetos (Sales et al., 2020; Raju et al., 2022;

Valarezo et al., 2023). E de fato, muitas das propriedades relatas para o urucum séo
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atribuidas aos componentes bioativos presentes em seus tecidos vegetais (Vilar et al.,
2014).

2.3.5 Mesosphaerum suaveolens

Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze € uma planta aromatica da familia
Lamiaceae, é nativa da América tropical e conhecida como bamburral, lavanda-brava,
erva-canudo ou alfazema-brava. E uma espécie ruderal, encontrada em ecossistemas
naturais em regibes tropicais e subtropicais e esta presente em todo o territério
brasileiro e em paises do bioma Amazoénico (Castro et al., 2018; Lima et al., 2020;
Lima et al., 2022; Bezerra et al., 2022).

No Nordeste brasileiro, M. suaveolens & amplamente utilizada para fins
terapéuticos e medicinais. Trata-se de uma erva perene de crescimento rapido, que
pode ser ereta ou subarbustiva, com altura que varia de 0,4 a 2 metros. Possui pelos
no caule e folhas ovadas ou obovadas, com margem serrilhada ou cordada, além de
um limbo foliar piloso (Tang et al., 2019; Bezerra et al., 2022; Aguele et al., 2023). Esta
espécie apresenta um alto potencial biotecnoldgico, principalmente no que se refere
ao seu OE, em que ja foi relatada a abundancia de monoterpenos oxigenados e
predominantemente hidrocarbonetos monoterpénicos (Bezerra et al., 2017; Sharma et
al., 2019; Luz et al., 2020; Lima et al., 2022)

A literatura evidencia que o OE de M. suaveolens possui uma ampla gama de
atividades farmacoldgicas e bioldgicas. As folhas s&o utilizadas no tratamento de
doencas respiratérias, como asma, bronquite, resfriados e gripes, e doencas
relacionadas ao trato gastrointestinal (Alburquerque et al., 2007). Além disso, ja foi
relatado que o OE possui propriedades antioxidante, antibacteriana, antifingica,
herbicida, inseticida, repelente, larvicida e acaricida (Lima et al., 2020; Luz et al., 2020;

Bezerra et al., 2020; Bezerra et al., 2022; Aglagane et al., 2021).

2.3.6 Syzygium cumini

Syzygium cumini (L.) Skeels é uma arvore aromatica perene pertencente a
familia Myrtaceae, conhecida no Brasil como jamboldo ou jameldo, e também
mencionada na literatura como jamun, sinbnimo de ameixa preta ou jambolan

(Machado et al., 2013; Ashmawy et al., 2023). E uma espécie originaria da Asia
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tropical, Austrdlia e Asia, comum em regibes de clima tropical e subtropical, e
encontrada na maioria dos estados brasileiros (Hanif et al., 2020).

Mesmo que espécies de Syzygium ndo sejam nativas das Américas, elas estéao
distribuidas por toda a América do Sul em arborizacdo e decoracdo (Costa et al.,
2020). Sao arvores grandes e frondosas, com casca espessa acinzentada e madeira
esbranquicada. As folhas de S. cumini sdo coridceas, extremamente variaveis em
forma, lisas e brilhantes com numerosos nervos unindo-se na margem, possuem
comprimento de 6-12 cm, sédo pontiagudas e orientadas em dire¢éo oposta (Chhikara
et al., 2018; Sarma et al., 2020; Naz et al., 2023).

Syzygium cumini apresenta alta variabilidade quimica e diversas atividades
biologicas e propriedades terapéuticas em seus OEs, sendo rica em constituintes
fitoquimicos e com folhas que contém diversos terpenoides (Costa et al., 2020; Sarma
et al.,, 2020). O OE de S. cumini obtido de folhas € composto principalmente por
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo geralmente composto por maiores
guantidades de monoterpernos (Siane et al., 2013; Hanif et al., 2020).

As folhas possuem OE com odor agradavel, e propriedades antimicobacteriana,
anti-inflamatéria e antioxidante ja foram relatadas para o OE de S. cumini (Mohamed,;
Ali; EI-Baz, 2013; Hanif et al., 2020; Naz et al., 2023). Tradicionalmente, diferentes
partes de S. cumini tém sido empregadas para o tratamento de varias doencas como
indigestéo, disenteria, dor de estbmago e diabetes (Ashmawy et al., 2023). Desse
modo, as diferentes propriedades de produtos de origem botanica tém sido

consideradas na busca por ferramentas no manejo de pragas.

3 METODOLOGIA

3.1 Local de estudo

A criacdo dos acaros foi feita no Laboratério de Entomologia, localizado no
Departamento de Fitotecnia, setor de Fitossanidade do Centro de Ciéncias Agréarias
da Universidade Federal do Piaui - UFPI, Campus Universitario Ministro Petrénio
Portella em Teresina-Pl. A realizacdo dos bioensaios foram conduzidos no Laboratério
de Entomologia da UFPI e no Laboratério Multidisciplinar do Instituto Federal do
Maranhdo — IFMA Campus Codé. As condi¢cdes experimentais em camara climética
tipo BOD durante os bioensaios foram em temperatura de 25+1°C, umidade relativa
do ar de 70+10% e fotofase de 12h.
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3.2 Coleta das plantas para extracao dos OEs e identificacdao do material

botanico

Foram coletadas as plantas B. orellana (urucum), A. zerumbet (jardineira), M.
suaveolens (bamburral) e S. cumini (azeitona roxa), todas reconhecidamente com
propriedades quimicas com potencial para possibilitar atividade acaricida. As coletas
ocorreram na comunidade remanescente do quilombo Jenipapo (5° 11' 30.2" S, 43°
19' 54.5" W), distante cerca de 50 km do municipio de Caxias - MA.

A identificagdo foi realizada com o auxilio de literatura especializada, e a
colecéo foi depositada no Herbério Aluizio Bittencourt da Universidade Estatual do
Maranhdo — UEMA, Campus Caxias. As espécies foram organizadas seguindo a
proposta do Angiosperm Phylogeny Group - APGIV, além disso, seu status de nativa
ou exotica, seguiu o site da Flora do Brasil. Como a extracdo dos OEs envolveu o
acesso ao patrimoénio genético brasileiro, o presente estudo foi registrado no Sistema
Nacional de Gesté&o do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen).

3.3 Caracterizagao quimica dos OEs

A extracdo dos OEs foi realizada no Laboratério Multidisciplinar do Instituto
Federal do Maranh&o — IFMA Campus Codd. Para a extracao dos OEs, folhas frescas
das espécies vegetais A. zerumbet (2365,6 g), B. orellana (1763,3 g), M. suaveolens
(1181 g) e S. cumini (1898 g) foram colocadas separadamente em bal6es volumétricos
com agua destilada e submetidas a hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger
modificado. O material vegetal permaneceu no sistema por cerca de 3 horas, ao final
do processo, o OE foi coletado e tratado com sulfato de sddio anidro para remover a
agua remanescente (Guerrini et al., 2023). Os OEs extraidos foram armazenados em
frascos ambar selados a 4 °C para uso posterior nos experimentos. O rendimento de
OE foi expresso em % do volume/peso (v/p), sendo a relacdo entre o volume de 6leo
extraido e o peso do material vegetal fresco (Begna et al., 2023).

As andlises quimicas dos OEs obtidos foram realizadas na Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar), Sdo Carlos - SP, Departamento de Genética e
Evolucdo, Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Microorganismos

(LaBioMMi). Os OEs foram analisados através da cromatografia a gas por meio da
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utilizacdo de um cromatografo gasoso modelo Shimadzu QP2010 Plus. Foi utilizado
uma coluna capilar Rxi-5ms (10 m x 0,10 mm x 0,10 ym). O injetor operou em modo
splittess com temperatura constante de 250 °C. O forno foi programado para uma
temperatura inicial de 40 °C durante 1 minuto, de 40 a 320 °C variando 35 °C/min e
mantendo a temperatura em 320 °C durante 1 minuto. O gas de arraste utilizado foi
hélio cujo fluxo constante de andlise foi de 0,45 ml/min.

Para espectrometria de massas, 0 detector de massas operou nas seguintes
condi¢cles: energia de ionizacao (70 eV), temperatura de interface igual a 250 °C e
temperatura da fonte de ions em 200 °C. Os dados quantitativos foram obtidos das
percentagens das areas dos picos em seus cromatogramas fazendo uso do método
de normalizagdo de area. Os valores de indices de retencdo linear obtidos foram
comparados com valores da literatura para fases estacionarias de polaridades
equivalente a utilizada nesse trabalho, de modo a ajudar na identificacdo e

caracterizacao destes compostos.

3.4 Criagao de O. punicae

Os exemplares de O. punicae utilizados no presente estudo foram coletados no
minijardim clonal de Eucalyptus spp. na cidade de Monsenhor Gil, estado do Piaui,
nordeste do Brasil (5°34'50,9"S, 42°37'20,8"W), entre maio e julho de 2017, e
posteriormente identificados por Ferraz et al. (2019).

Para o estabelecimento da criacdo estoque, foram utilizadas folhas de mudas
de eucalipto (E. grandis). As mudas foram mantidas em vasos com capacidade de 5
L, contendo solo, substrato comercial e esterco caprino em uma proporc¢ao de 3:1:1,
mantidos em casa de vegetacdo. As folhas com lado adaxial para cima, foram
substituidas conforme seu grau de deterioracdo. E a transferéncia dos acaros para
novas folhas ocorreu com o auxilio de um pincel n° 000, e as folhas antigas da criacédo
foram sobrepostas as novas, permitindo que os acaros migrassem naturalmente de
uma folha para outra.

As arenas da criacdo estoque de O. punicae consistiram em recipientes
retangulares de 10x15x4 cm, forrados com espuma de 3 cm de espessura saturada
em agua, sobre a qual foi colocado papel filtro e, em seguida, as folhas para serem
infestadas. A criacdo do acaro em laboratorio se deu por meio da infestacao de folhas

com ovos, larvas, ninfas e adultos do acaro. As margens das folhas foram cobertas
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com uma camada de algodao hidrofilo permanentemente umedecido com agua

destilada para evitar a fuga dos acaros.

3.5 Toxicidade dos OEs sobre fémeas adultas de O. punicae

Antes de iniciar os testes definitivos, foram realizados bioensaios preliminares
para determinar as concentragdes letais e subletais dos OEs a serem utilizadas. Esses
bioensaios preliminares consistem em estimar as concentracdes determinando o0s
limites de mortalidade, tendo um limite inferior (concentragcdo que causa a morte de
cerca de 10% dos &caros) e um superior (concentracdo que causa a morte de cerca
de 90% de acaros) (Lopes et al., 2023). Para o teste preliminar, foram utilizadas sete
concentragbes de cada oleo (8, 4, 2, 1, 0,5 0,25 0,148 pl/mL), diluidas
sequencialmente em uma mistura de agua destilada + DMSO (2%), a fim de verificar
a faixa de diluicAo em que os 6leos causam efeitos mensuraveis de mortalidade nos
acaros. Além disso, uma solucao controle foi feita usando apenas agua destilada +
DMSO (2%).

O bioensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, onde
foram realizadas 10 repeticbes por concentracdo, de modo que cada repeticao
consistiu em uma placa de Petri contendo 10 fémeas adultas de O. punicae, sendo
100 &caros por concentracdo. Esses experimentos foram replicados 3 vezes, ou seja,
feitos em triplicatas para cada 6leo, no intuito de retirar o efeito do tempo e o erro de
diluicdo. Ao todo, para buscar a determinacdo das concentracdes letais 2.400 acaros
foram utilizados para cada OE.

O bioensaio foi conduzido por meio do método residual descrito por Santana et
al. (2020). Neste método discos foliares de eucalipto com 3 cm de diametros foram
imersos nas solucdes dos OEs. Apos imersdo dos discos foliares nas solucdes por
cerca de 10 segundos, os discos foram dispostos para secagem por 30 minutos em
temperatura ambiente e por fim infestados com 10 fémeas adultas com cerca de 4-5
dias de idade. Apdés secagem, os discos foram dispostos sobre papel de filtro,
sobrepostos numa esponja embebida em agua, no interior de placas de Petri plasticas
(90x15mm).

O numero de acaros mortos foi avaliado apds 48h de infestacdo, a mortalidade
foi definida como a incapacidade do acaro, submetido aos tratamentos, de se mover

apos ser estimulado com um pincel n® 000. A avaliacao foi realizada visualmente, com
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0 auxilio de um estereomicroscépio. Com base nos resultados obtidos nos testes
preliminares de mortalidade, foram estabelecidas entre 5 e 6 concentracdes
experimentais que se ajustaram ao modelo Probit (Tabela 1).

Tabela 1 Concentragdes experimentais determinadas com base nos testes
preliminares de mortalidade ajustadas ao modelo Probit.

Plantas Concentragdes (ul/mL)
A. zerumbet 3,6;2,8;2;1,2;: 1
B. orellana 3,4;2,8;2,2;1;0,4
M. suaveolens 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62
S. cumini 52:44;28:2;:1,2;0,4

ApoOs o teste preliminar, verificou-se a toxicidade dos OEs a partir das
concentracOes letais ajustadas ao modelo probit e seguiu 0 mesmo meétodo de
execucao sugerido por Santana et al. (2020). As regressdes concentracdo-
mortalidade para adultos foram estimadas por meio da analise Probit do programa
SAS version 8.02 (SAS Institute, 2001), para definir concentracdes letais (CLso € CLoo)
e subletais (CL2o e CL3o) dos 6leos essenciais. As Razdes de Toxicidade (RT) que
indicam quéo mais ou menos toxica uma substancia é em relacdo a outra, foram
estimadas atraves do quociente entre a CLso e/ou CLgo do 0leo de menor toxicidade e

as CLsp e/ou ClLgp do 6leo de maior toxicidade.

3.6 Efeito ovicida

Para verificar o efeito dos OEs na eclodibilidade dos ovos, discos foliares de
eucalipto com 3 cm de diametro foram infestados com 10 fémeas adultas (4-5 dias de
idade), as quais foram mantidas por 24h para efetuarem a oviposicdo. Apos este
periodo, foram selecionados 20 ovos em cada disco para serem imersos nas solucoes
contendo concentragdes CLso e CLoo de cada OE, bem como na solugéo controle.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e cada
tratamento contou com 20 repeticdes (cada repeticdo corresponde a uma placa de
Petri com 20 ovos). A viabilidade dos ovos foi avaliada aos 5 dias a partir da
oviposicado, onde foi registrado o numero de larvas eclodidas. Para o efeito na
viabilidade de ovos, os resultados foram submetidos a andlise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05) através do programa SAS.
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3.7 Taxa instantdnea de crescimento populacional (ri)

Para verificar a taxa instantanea de crescimento populacional (ri) utilizou-se as
concentragbes ClLz e ClLazo determinadas nos testes de mortalidade e a solugéo
controle. Para este teste foram utilizadas arenas em placas de Petri, contendo discos
confeccionados com folhas de eucalipto com a face adaxial voltada para cima e
circundado com algodao hidréfilo. Apds imersdo dos discos, secagem e montagem
das arenas, cada uma recebeu 10 fémeas adultas do acaro, esse teste contou com
20 repeticOes (cada repeticao corresponde a uma placa de Petri com 10 fémeas) para
cada tratamento e foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Aos 10
dias foram contabilizados os nimeros de ovos, imaturos e adultos e os dados foram
submetidos a equacao sugerida por Walthall e Stark (1997):

- 4)

r=——>"

A
Onde:

ri: taxa instantanea de crescimento populacional
In: Logaritmo natural (base e)

Nf: Numero final de acaros

NO: Numero inicial de acaros

At = Numero de dias em que o ensaio foi executado.

Para analisar a ri os resultados foram submetidos a analise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05) através do programa SAS.
3.8 Atividade repelente

As propriedades repelentes foram verificadas a partir das concentracdes
subletais CLx e CL3zo. Para isso foram confeccionadas arenas em placas de Petri
plasticas (90x15 mm) contendo espuma com 1 cm de espessura umedecida e
recoberta com papel filtro. No centro de cada placa foi colocada uma laminula de
22x22 mm, a fim de interligar dois discos de folha de eucalipto, sendo um tratado com
a solucao do OE e outro com a solucéo controle. Apés imerséo dos discos, secagem

e montagem das arenas foram liberadas 10 fémeas adultas (4-5 idade) na laminula
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central. O numero de fémeas em cada disco foi avaliado as 48h apdés a infestacao. Foi

calculado também o indice de repeléncia (IR) através da férmula:

2G

R=%+P

Onde:
IR: indice de repeléncia

G: nimero de acaros atraidos no tratamento

P: nimero de acaros atraidos no controle

O intervalo de seguranca utilizado para considerar se o tratamento é ou néo
repelente foi obtido, usando a média dos IR e o respectivo desvio padrdao (DP), ou
seja, se a meédia dos IR foi menor que o valor de 1-DP, o 0Oleo é repelente; se foi maior
gue o valor de 1+DP o Oleo é atraente e se foi um valor entre 1-DP e 1+DP o0 0Oleo &
considerado neutro (Matos et al., 2020).

Cada tratamento foi testado em delineamento inteiramente casualizado, com
20 repeticOes, cada repeticdo corresponde a uma placa de Petri que foi infestada com
10 fémeas adultas. Para os testes de repeléncia, 0 nimero de acaros observados em
cada disco foi comparado pelo teste de Qui-quadrado através do PROC FREQ do

programa computacional SAS.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao quimica dos OEs

Os rendimentos percentuais foram de 0,24%, 0,32%, 0,11% e 0,09% para A.
zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S. cumini, respectivamente. As folhas de B.
orellana proporcionaram um maior rendimento entre os OEs avaliados. O rendimento
do 6leo de A. zerumbet (0,24%) tem sido relatado numa faixa de 0,13% a 2,29% (Feng
et al., 2021; Gomes et al., 2023). Para o 6leo de B. orellana (0,34%) encontra-se
rendimentos que vao de 0,13% a 2,23% (Froés et al., 2020; Valarezo et al., 2023). O
OE de M. suaveolens (0,11%) apresentou rendimentos que variaram de 0,33 a 2,4%
(Azevedo et al., 2002; Luz et al., 2020). E por fim, o 6leo de S. cumini (0,09%) é
encontrado na literatura com rendimentos que vao de 0,03% a 1,57% (Hanif et al.,
2020; Naz et al., 2023).
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Embora os resultados de rendimentos dos OEs tenham apresentado variagdes
com aqueles encontrados na literatura, o rendimento dos OEs € influenciado por
diversos fatores, que incluem o método de extracdo, bem como as partes das plantas
utilizadas. O rendimento é um fator importante, uma vez que o potencial de aplicacdo
dos OEs deve ser avaliado através da eficiéncia quantitativa e qualitativa. Valarezo et
al. (2023) mencionam bioeconomia e a biodiversidade como limitacdes de producao,
dito isso, s@o necessarias estratégias para superar as limitacées, como a escolha das
plantas e 0 avanco nos métodos de extracao.

No que se refere a composicdo dos OEs, parte significativa é constituida de
hidrocarbonetos terpénicos (Tabela 2). A predominancia desses compostos quimicos
€ fundamental para que estes OEs desempenhem suas propriedades biolégicas.

Tabela 2 Porcentagem (%) média das principais classes quimicas de compostos
terpénicos presentes nos OEs de A. zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S. cumini

Classes quimicas A. zerumbet B. orellana M. suaveolens S. cumini
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 25,0 25,0 16,7 30,0
Monoterpenos oxigenados 37,5 - 25,0 35,0
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos - 60,7 16,7 10,0
Sesquiterpenos oxigenados 31,3 3,6 33,3 20,0
Outros (alcanos, éster, cetona) 6,2 10,7 8,3 50

Os OEs apresentam predominancia de monoterpernos e sesquiterpenos
oxigenados, com excecdo de B. orellana (Tabela 2). Esses compostos quimicos
podem desempenhar papel significativo na atividade repelente dos OEs, conforme
demonstrado por Nerio, Olivero-Verbel e Stashenko (2010), em que atribuiram essa
propriedade a alta concentracdo de compostos oxigenados. A caracteristica do OE de
B. orellana é o conteddo caracterizado predominantemente por hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (60,7%) (Tabela 2). Os efeitos comportamentais toxicos e subletais
observados em e artrépodes sédo atribuidos a sesquiterpenos de OEs de plantas. Essa
atividade ocorre como uma consequéncia da neurotoxicidade ou interacdo desses
compostos com um ou mais receptores no sistema nervoso dos artrépodes (Isman,
2020).

Com base na identificacdo quimica obtida por CG-EM, a Tabela 3 apresenta as

informacg@es sobre a composicado quimica dos OEs.
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Tabela 3 Composicido quimica dos OEs de A. zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e
S. cumini

A. zerumbet B. orellana
N° Componente 2 IRL-  IRL® % N° Componente 2 IRL-  IRL® %
1 a -tujeno 926 889 1,68 1 Tricicleno 921 921 0,60
2 a -pineno 933 89%6 1,52 2 a -pineno 933 926 0,80
3 Sabineno 973 940 12,62 3 Sabineno 973 963 0,49
4 p -cimeno 1023 995 6,87 4 [ -pineno 975 966 0,58
5 1,8-Cineol 1032 1002 14,05 5 (Z2)-B-Ocimeno 1032 1038 0,37
6 Terpin-3-en-1-ol 1120 1110 1,32 6 (E)-B-Ocimeno 1044 1039 0,54
7 p-Ment-8-en-1-ol 1147 1170 1,65 7 Undecano 1100 1090 0,23
8 Cetona de Sabina 1147 1126 1,4 8 Dodecano 1200 1190 0,17
9 Hexanoato de vinila - 1043 2,96 9 Tridecane 1300 1290 0,10
10 terpinen-4-ol 1173 1144 6,03 10 O-elemene 1335 1327 0,13
11 Ascaridol 1257 1185 1,87 11 a-copaene 1374 1365 0,26
12 Nerolidol 1535 1465 0,74 12 B - elemene 1389 1382 0,20
13 ) Elemol 1542 1457 0,83 13 B -cariofileno 1417 1410 9,17
14  Oxido de cariofileno 1582 1498 2,71 14 a -bergamoteno 1432 1425 0,15
15 y-eudesmol 1630 1545 1,1 15 Aromadendreno 1439 1427 0,11
16 B -eudesmol 1649 1567 4,5 16 a -cariofileno 1448 1442 0,38
TOTAL 61,85 17 [ -farneseno 1454 1446 1,00
18 Ishwarane 1465 1452 3,79
S. cumini 19 y-Muurolene 1478 1469 1,22
N° Componente 2 IRL-  IRL® % 20 Ar-Curcumena 1479 1471 0,11
1 o -pineno 933 897 36,22 21 Valenceno 1496 1481 0,35
2 B -pineno 975 944 16,09 22 Biciclogermacreno 1500 1485 4,30
3 B -mirceno 986 959 0,97 23 B-bisaboleno 1505 1500 47,57
4 Limoneno 1020 999 3,12 24 (Z)- a - Bisabolene 1506 1492 0,39
5 B -ocimeno 1028 1007 3,67 25 B -Sesquifelandreno 1521 1513 8,82
6 a -ocimeno 1042 1018 0,94 26 (2)- y- bisaboleno 1529 1520 0,28
7 Epdxido a -pineno 1085 1048 0,57 27 (Z)-Nerolidol 1561 1554 6,12
8 . Fenchol 1110 1085 0,92 28 a -Muurolol 1644 1630 0,19
9 Oxido de limoneno 1120 1079 1,05 TOTAL 88,42
10 Pinocarveol 1134 1110 0,93
11 cis-verbenol 1136 1115 0,9 M. suaveolens
12 Terpinen-4-ol 1173 1145 0,5 N° Componente 2 IRL- IRL® %
13 a -terpineol 1191 1156 3,16 1 a -pineno 933 896 1,91
14 Acetato de bornila 1286 1237 1,14 2 Sabineno 977 941 15,78
15 Isocariofileno 1402 1349 4,07 3 1,8-Cineol 1032 1002 11,01
16 a -cariofileno 1448 1374 2,21 4 Fenchona 1086 1060 2,27
17 Elemol 1542 1457 0,58 5 Fenchol 1110 1085 1,93
18 1,2 epoxidohumuleno 1577 1526 3,06 6 Terpinen-4-ol 1173 1145 0,96
19 oxido de cariofileno 1582 1499 8,23 7 B -bourboneno 1384 1321 11,13
20 B -eudesmol 1649 1567 2,91 8 Cariofileno 1460 1348 0,32
TOTAL 94,91 9 Elemol 1542 1457 1,22
10 Espatulenol 1548 1492 12,28
11 Viridiflorol 1589 1508 0,63
12 B -eudesmol 1649 1568 8,52
TOTAL 67,96

2 (s compostos sio listados em ordem crescente dos indices de Retencéo de Kratz da Literatura.
IRL": indice de Retencao de Linear da Literatura;

IRLC: indice de Retencéo de Linear Calculado;

%: Concentracdo dos compostos em porcentagem

A analise por CG-EM identificou 16 compostos no OE de A. zerumbet, que
totalizou 61,85% da composicao (Tabela 3). Os componentes majoritarios (>5%)
identificados neste Oleo foram os monoterpenos 1,8-cineol (14,05%), sabineno

(12,62%), p-cimeno (6,87%) e terpinen-4-ol (6,03%). Entre esses compostos,
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Nishidono e Tanaka (2024), em sua reviséo sobre os fitoquimicos presentes nos OEs
dessa planta, observaram que a maioria dos OEs extraidos das folhas é
predominantemente composto por 1,8-cineol e terpinen-4-ol. A presenca desses
monoterpenos é fundamental para que esse OE desempenhe atividade acaricida
sobre O. punicae, uma vez que Abdelgaleil et al., (2019) e Fang et al., (2020) ja
demonstraram os efeitos desses compostos sobre &caros. O 1,8-cineol € um
composto altamente ativo com diversas propriedades, incluindo mortalidade e
repeléncia. Sua acdo estd relacionada principalmente a inibicdo de enzimas
essenciais a sobrevivéncia de artrépodes, comprometendo processos biol6gicos
criticos.

O OE de B. orellana, € composto por 28 constituintes quimicos, que juntos
correspondem a 88,42% da composicao total (Tabela 3). Neste 6leo, os principais
compostos foram os sesquiterpenos [-bisaboleno (47,57%), B-cariofileno (9,17%), B-
Sesquifelandreno (8,82%) e (Z)-Nerolidol (6,12%) (Tabela 3). Desses compostos,
Froés et al. (2020) verificaram os componentes -bisaboleno (19,71%) e B-cariofileno
(10,42%) para este OE, sendo o B-bisaboleno encontrado em um teor superior no
presente estudo e o B-cariofileno demonstrou maior similaridade em termos de
abundancia. Nao existem pesquisas abordando o efeito isolado de B-bisaboleno sobre
artropodes, mas propriedades citotoxicas ja foram verificadas sobre células
cancerigenas (Rodrigues et al., 2015; Yeo et al.,, 2016), 0 que sugere que esse
composto pode interferir em processos bioldgicos essenciais. O B-cariofileno ja
demonstrou papel importante na atividade acaricida de OEs (Araujo et al., 2012; Born
et al., 2022), o que indica que a presenca desse sesquiterpeno também pode ser um
fator determinante na eficacia desse OE sobre acaros.

Com relacéo ao 6leo de M. suaveolens, foram identificados 12 compostos que
representaram 67,96% do total. Os compostos majoritarios obtidos para este 6leo foi
o sabineno (15,78%), espatulenol (12,28%), B -bourboneno (11,13%), 1,8-cineol
(11,01%) e B-eudesmol (8,52%) (Tabela 3). A literatura indica a consisténcia de alguns
dos componentes majoritarios para esse OE, a exemplo do sabineno, espatulenol e
1,8-cineol (Castro et al., 2018; Lima et al., 2020; Bezerra et al., 2020; Luz et al., 2020).
A presenca desses compostos em OEs tém apresentado potencial como pesticidas
naturais devido a propriedades fitotoxicas, antimicrobianas e inseticidas sobre

diversos organismos (Zhou et al., 2019; Born et al., 2022)
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No que diz respeito ao OE de S. cumini, 20 compostos foram identificados e
esses representaram 94,91% do total (Tabela 3). Este 6leo foi caracterizado
principalmente por a -pineno (36,22%), B -pineno (16,09%) e Oxido de cariofileno
(8,23%) como compostos majoritarios (>5%). O a -pineno e (B -pineno tem sido
consistentemente caracterizados em OE oriundos dessa espécie (Sarma et al., 2020;
El-Nashar et al., 2021; Naz et al., 2023; Ashmawy et al., 2023) e esses compostos ja
demonstraram bioatividade significativa contra artrépodes pragas, apresentando
propriedades como toxicidade, repeléncia e inibicdo da oviposicdo e reproducao
(Haselton et al., 2015; Chaubey, 2022; Feng et al., 2022), além de outras propriedades
gue reforcam o potencial dos monoterpenos presentes em OE de apresentar efeitos
acaricidas.

De modo geral, os OEs obtido das folhas de A. zerumbet, B. orellana, M.
suaveolens e S. cumini ja foram caracterizados quimicamente em diversos estudos, e
assim como no presente estudo, foi encontrada alta variabilidade na composigéo e no
teor dos constituintes majoritarios. Esses resultados refletem a influéncia de uma
combinacao de muitos fatores intrinsecos e/ou extrinsecos como origem geogréfica,
horério de coleta, método de extracdo, espécie e condicbes ambientais (Luz et al.
2020; Aglagane et al. 2021; Danna et al., 2024). O presente estudo evidencia essa
tendéncia, ao se verificar as variacbes nos compostos majoritarios e suas
abundancias relativas em comparacdo com o observado na literatura.

A caracterizacdo quimica de OEs é indispensavel para compreender sua
bioatividade, pois a eficacia desses compostos ndo depende apenas de um
constituinte, mas de interacdes entre diversos componentes. Attia et al. (2013)
destacam que a atividade acaricida de Oleos derivados de plantas esta
frequentemente associada a presenca de multiplos compostos quimicos, cada um
contribuindo com diferentes modos de acdo. Essa complexidade quimica possibilita
gue os OEs atuem de maneira mais ampla e eficaz, dificultando a adaptacéo de pragas
e ampliando seu espectro de acao.

Além disso, caracterizar quimicamente os OEs é essencial ndo apenas para
identificar os compostos ativos, mas também para otimizar seu uso. Spochacz et al.
(2018) enfatizam que a investigacao detalhada da composi¢cdo dos OEs € o ponto de
partida para o desenvolvimento de produtos aprimorados, com maior eficiéncia e
seguranca no controle de pragas. Essa abordagem permite a formulacdo de

alternativas sustentaveis que podem ser aplicadas em praticas agricolas e industriais,
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reduzindo a dependéncia de produtos quimicos sintéticos e seus impactos negativos

ao meio ambiente.

4.2 Toxicidade dos OEs sobre fémeas adultas de O. punicae

Considerando a CLsp, 0 6leo de B. orellana foi o mais toxico para fémeas
adultas de O. punicae (CLso = 0,55 pl/mL) (Tabela 4), exigindo a menor concentragao
para causar a mesma mortalidade dos demais OEs. A toxicidade de B. orellana difere
significativamente do segundo 6leo mais téxico, A. zerumbet (CLso = 1,96 pl/mL), como
evidenciado pela auséncia de sobreposicéo nos intervalos de confianga entre ambos.
O OE de B. orellana demonstrou ser 5,9 vezes mais toxico do que o de menor
toxicidade, S. cumini (CLso = 1,96 pl/mL), considerando a razao de toxicidade (Tabela
4).

Tabela 4 Toxicidade dos OEs de A. zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S. cumini
sobre fémeas adultas de O. punicae

esgﬁgial oL N " (|g|§§%2,) RTso (|g|§;%2,) RTo x* P
A zorumbet 3 1500 396:027 LT 16 g 56 662 008
B.orolana 3 1500 1832017 P 58 2% 91 719 006
M.suaveolens 3 1500 2412016 oZPin 14 o000 28 733 0,06
S.oumini 4 1800 1512000 &P - o8 538 024

* pl/mL, GL: Grau de liberdade, N: Nimero de acaros usados no teste, EPM: Erro padrdo da média, IC: Intervalo
de confianca, RT: Raz&o de Toxicidade, x2: Qui-quadrado, P: Valor de probabilidade para o modelo de Probit.

Embora alguns compostos sejam comuns entre os diferentes OEs, sua
toxicidade pode resultar tanto de efeito individual de cada componente quanto das
proporcdes e possiveis interacdes entre 0s compostos que compdem o OE. Assim, 0
OE de B. orellana apresentou uma alta concentragao do sesquiterpeno B-bisaboleno
(47,57%), e esse pode ter contribuido para a atividade toxica observada contra fémeas
adultas de O. punicae. No entanto, ndo existem trabalhos que evidenciem o papel
desse composto, enquanto majoritario, em OE com efeitos acaricida, o que leva a
necessidade de pesquisas afim de explorar completamente os efeitos acaricidas do -

bisaboleno.



35

As concentragdes dos OEs na CLgo variaram consideravelmente, indo de 2,53
a 23,14 pl/mL (Tabela 4). O OE de B. orellana apresentou a menor concentracao
necessaria para atingir 90% de mortalidade (2,53 uL/m), seguido de A. zerumbet (4,13
ul/mL), M. suaveolens (8,00 pl/mL) e S. cumini (23,14 pl/mL). E possivel observar a
sobreposicao dos intervalos de confianca entre B. orellana e A. zerumbet, o que indica
gue estatisticamente, ndo ha diferenca significativa entre esses dois 6leos em termos
de toxicidade na CLoo.

Os valores de y? foram baixos em todos os tratamentos (<8,00), o que sugere
gue a reta é adequada para descrever a relacdo concentracdo-mortalidade. A
inclinacdo da reta apresentou valores que variaram de 1,51 a 3,96 (Tabela 4). Valores
mais elevados indicam que pequenas variagdes na concentracdo dos OEs resultam
em aumentos expressivos na mortalidade. Assim, A. zerumbet pode apresentar maior
incremento de mortalidade proporcionado com um pequeno aumento da
concentragao.

O oleo de A. zerumbet é predominantemente constituido por monoterpenos
oxigenados (Tabela 2), como o 1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol, como
seu composto majoritario (Tabela 3). Esse composto provavelmente contribuiu para a
toxicidade deste OE. Miresmailli, Bradbury e Isman (2006) descobriram que 1,8-cineol
tém uma contribuicdo significativa na toxicidade do OE de R. officinalis L. contra T.
urticae, e a falta de 1,8-cineol causou uma diminui¢céo significativa na toxicidade. Além
disso, trabalhos com OE com 1,8-cineol como composto principal demonstraram
eficiéncia acaricida contra Varroa destructor Anderson e Trueman (Acari: Varroidae)
(Atmani-Merabet et al., 2018; Aglagane et al., 2021), sendo um composto ativo em
OEs com relacéo a toxicidade.

Os artrépodes podem reagir a exposicdo a OEs a partir de mecanismos
adaptativos que envolvem a ativacdo de sistemas enziméticos desintoxicantes e
antioxidantes como carboxilesterase, glutationa s-transferase, acetilcolinesterase,
citocromo P450, catalase e peroxidase (Wu; Hoy, 2016; Hernandez et al., 2022). Na
pesquisa feita por Ahmed e Abdelwines (2024), eles demonstraram que fémeas
adultas de Oligonychus mangiferus Rahman & Sapra, expostas por 48h a CLso dos
OEs de capim-limdo (C. citratus) e hortela-pimenta (Mentha x piperita L.),
apresentaram alteracdes significativas em seu sistema antioxidante, com aumento de
algumas enzimas e inibicdo de outras, o que comprometeu a capacidade da praga de

se proteger contra toxinas. No presente estudo, a toxicidade dos OEs sobre O.
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punicae, estar associada a um mecanismo semelhante, em que os OEs
desestabilizam o equilibrio metabdlico dos acaros. Essa interferéncia nos sistemas
enziméticos provavelmente compromete a defesa da praga, aumentando sua
vulnerabilidade e potencializando a eficacia dos OEs como agentes acaricidas.

A eficacia dos OEs enquanto acaricidas € atribuida diretamente a sua
composi¢do quimica. Os resultados referentes a toxicidade dos OEs sobre fémeas
adultas de O. punicae revelam que diferentes OEs apresentam distintos graus de
toxicidade. O 6leo de B. orellana destacou-se como o mais tdxico na CLso, enquanto
0 mesmo 6leo e A. zerumbet foram os mais eficazes na CLgo. Essa toxicidade pode
estar relacionada a presenca de compostos monoterpendides e sesquiterpenos que
agem causando mortalidade e a¢des neuroldgicas, principalmente inibindo a atividade
da enzima acetilcolinesterase possivelmente pela ativacdo dos receptores
octopaminérgicos (Konwar et al., 2023). A interacdo com esses receptores é relevante

para causar toxicidade ou interferéncia comportamental em acaros.

4.3 Efeito ovicida

A exposi¢cao dos ovos a ClLsp dos OEs resultou na redugao significativa da
viabilidade dos ovos em comparacdo com o controle, exceto para M. suaveolens
(Figura 1A). As porcentagens médias de ovos viaveis foram de 46,50%, 61,50%,
64,25%, 90,50% para o OE de B. orellana, A. zerumbet, S. cumini e M. suaveolens,

respectivamente.

100 A %0

B (=2} o]
o o o
1 1 1

Viabilidade dos ovos (%)

N
o
1

t 8 S il A8 S it
Co““o\e N 16““(\\!9 . o‘e\\aﬂ “ cudd Veo\ef\ e Cum\“\ CO““o\e N 19‘\“(\‘09 e. me\\aﬂa " sua\'eO\e“ . c\““\“

Figura 1 Viabilidade dos ovos de O. punicae expostos a LCso (F = 8,58, p < 0,0001)
(A) e LCgo (F = 16,48, p < 0,0001) (B) dos OEs de A. zerumbet, B. orellana,
M. suaveolens e S. cumini em um periodo de 10 dias. Os dados sao
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apresentados como média + EP. Letras diferentes indicam diferenga
significativa entre os tratamentos, conforme determinado pelo teste de Tukey
(p<0,05)

A taxa de viabilidade dos ovos diminuiu significativamente em superficies
foliares tratadas com a CLgo dos OEs (Figura 1B), resultando em uma taxa de eclosao
significativamente menor em comparagcdo com 0S 0ovos ndo expostos aos OEs. As
porcentagens médias da viabilidade de ovos foram de 20,75%, 32,25%, 36,75% e
43,75% para S. cumini, B. orellana, A. zerumbet e M. suaveolens respectivamente. As
taxas de eclosdo diminuiram a medida que a concentracdo dos OEs aumentou.

A maior taxa de inviabilidade de ovos de O. punicae foi observada com o OE
de S. cumini na CLgo, resultando em 79,25% de ovos néo eclodidos. Este OE contém
limoneno em sua composicdo (Tabela 3), um monoterpeno ja associado a efeitos
toxicos em acaros. Badawy, El-Arami e Abdelgaleil (2010) relataram que o limoneno
foi responsavel por 70,6% de mortalidade em ovos de T. urticae. Isso sugere que a
presenca desse composto no OE de S. cumini contribuiu de maneira significativa para
a elevada inviabilidade observada nos ovos de O. punicae.

Além disso, estudos com OEs de espécies do mesmo género reforcam esse
potencial acaricida. Barua et al. (2017) demonstraram que diferentes concentracdes
do OE de Syzygium aromaticum (Myrtaceae) reduziram a eclodibilidade de ovos de
O. coffeae em 86,67%, 80,50% e 70,00%. Esses dados corroboram a eficacia de
compostos derivados de Syzygium spp. como potenciais agentes no controle de
acaros fitofagos, destacando o papel dos monoterpenos, como o limoneno, na
interrupcdo do desenvolvimento embrionario.

A acao dos OEs sobre os ovos de acaros ocorre, predominantemente, por
contato direto. E provavel que sua eficacia esteja associada a penetracdo de
compostos bioativos através de estruturas especificas dos ovos. Os ovos de acaros
possuem um mecanismo respiratério caracterizado pela conexao entre os estigmas e
0 corion, que permite trocas gasosas através de uma regido porosa na membrana
intermediaria (Dittrich e Streibert, 1969). Essa caracteristica estrutural pode atuar
como uma via de entrada para os compostos presentes nos OEs, facilitando sua
penetracdo e potencializando seus efeitos toéxicos. Assim, essas estruturas

respiratérias podem desempenhar um papel crucial no mecanismo de acao dos OEs,
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permitindo que os compostos atinjam o interior do ovo e interfiram nos processos
biolégicos necessarios para o desenvolvimento embrionario

Os OEs reduziram a eclodibilidade dos ovos sem causar alteracdes
morfoldgicas visiveis, interrompendo ou inibindo o processo de embriogénese, o que
resultou na incapacidade das larvas de romper as cascas dos ovos. O efeito ovicida é
uma propriedade fundamental de uma acaricida, pois a viabilidade dos ovos
depositados pelas fémeas tem um papel crucial no tamanho da populagao da geragao
seguinte, a interrupgdo da eclodibilidade desses ovos pode causar redugdo na

velocidade de crescimento populacional da praga (Alves et al., 2023).

4.4 Taxa instantanea de crescimento populacional (ri)

Para verificar os efeitos subletais dos OEs, foram determinadas as CL2o e CLao
para os quatro Oleos, as quais apresentaram valores de 1,20 e 1,44 uL/mL para A.
zerumbet, 0,20 e 0,29 pL/mL para B. orellana, 1,05 e 1,42 yL/mL para M. suaveolens
e 0,91 e 1,48 yL/mL para S. cumini, respectivamente (Figura 2 A e B).
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Figura 2 Taxa instantanea de crescimento populacional (ri) de O. punicae observada
em discos foliares de eucalipto nao tratados e tratados com a CLx (A) (F =
7,21, p <0,0001) e CL3o (B) F = 5,22, p < 0,0008) dos OEs de A. zerumbet,
B. orellana, M. suaveolens e S. cumini. Os dados sao apresentados como
média + EP. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os
tratamentos, conforme determinado pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Valores positivos de ri indicam crescimento populacional, zero indica
estabilidade, e valores negativos indicam declinio até a extincdo (Stark e Banks,
2003). Todas as taxas de ri foram positivas nas concentragdes subletais testadas. Na
CL2o, aride O. punicae foi significativamente menor (p < 0,05) nos discos tratados em
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comparacao ao controle (0,33), exceto para A. zerumbet (0,28) (Figura 2A). Na CLao,
os valores de ri foram 0,26; 0,25; 0,25 e 0,24 para A. zerumbet, B. orellana, M.
suaveolens e S. cumini, respectivamente, e todos diferiram significativamente do
controle (p < 0,05) (Figura 2B). No entanto, ndo houve diferenga significativa entre os
OEs.

Neste estudo, apesar dos valores positivos de ri de O. punicae, indicando
auséncia de extingdo populacional, observou-se uma reducéo na ri nos discos foliares
tratados com OEs, sugerindo que os OEs diminuiram a populagdo de acaros. A
literatura sobre o efeito dos OEs em O. punicae usando ri € escassa. No entanto, ao
investigar o efeito de OEs em outros tetraniquideos, Bezerra et al. (2019) relataram
que as taxas de ri de Tetranychus ludeni Zacher permaneceram positivas aos serem
expostos a OEs, indicando crescimento populacional continuo, mas com valores
menores em comparacao ao controle. Resultados semelhantes foram encontrados por
Andrade et al. (2021), que avaliaram o efeito do OE de Varronia curassavica Jacq
sobre T. urticae, que embora nao tenha ocorrido extingcéo, a r; foi reduzida variando de
0,3a0,15.

A mortalidade nao € o unico critério para o controle de pragas, fatores como a
inibicdo da oviposicado, alimentagdao e reproducdo também sao relevantes. Esses
fatores podem ser controlados com menores concentracdes de matéria-prima, pois
diferentes insetos podem responder de forma variada as concentrag¢des aplicadas
(Franca et al., 2017). Dito isso, os OEs de A. zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e
S. cumini podem ter apresentado efeitos subletais causando inibicao da oviposi¢ao ou

reproducgao, resultando na redugéo da populacional de O. punicae.

4.5 Atividade repelente

Os OEs foram classificados como repelentes para O. punicae, de acordo com

o indice de repeléncia (IR) calculado (Tabela 5).
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Tabela 5 Porcentagem de repeléncia (%), indice de repeléncia IR (tEPM) e a
classificagao repelente dos OEs de A. zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S.
cumini avaliados apds 48h de exposi¢ao

Porcentagem de
repeléncia (%)

Oleos essenciais (ml/mL) IR (xEPM) * Classificagao **

A. zerumbet 1,20 96,0% 0,08+0,07 Repelente

Clas B. orellana 0,20 91,0% 0,18+0,08 Repelente
M. suaveolens 1,05 94,5% 0,12+0,07 Repelente

S. cumini 0,91 93,5% 0,1310,08 Repelente

A. zerumbet 1,44 97,0% 0,0610,04 Repelente

Clas B. orellana 0,29 92,5% 0,17+0,08 Repelente
M. suaveolens 1,42 79,0% 0,44+0,18 Repelente

S. cumini 1,48 95,5% 0,09+0,06 Repelente

*EPM= erro padrao da média. **A classificacdo dos produtos seguiu 0 modelo de Matos et al. (2020),
onde se a média do IR for < 1 - DP, o 6leo é repelente; se for > 1 + DP o 6leo é atraente e se estiver
entre 1 - DP e 1 + DP o 6leo é considerado neutro

A porcentagem de repeléncia da CLzo variou entre 91,0% e 96,0%, enquanto
na CLso, a porcentagens de repeléncia foram 97,0, 92,5, 79,0 e 95,5% para A.
zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S. cumini, respectivamente (Tabela 5). Os
resultados do presente estudo indicaram que o OE de A. zerumbet demonstrou uma
taxa de repeléncia significativamente maior em ambas as concentracdes subletais,
alcancando 96% e 97% de repeléncia. Essa alta eficiéncia repelente pode ser
atribuida a predominancia de compostos oxigenados, que representam 68,8% da sua
composicédo (Tabela 2), o que torna esses resultados consistentes com Nerio, Olivero-
Verbel e Stashenko (2010), ao verificarem que a maioria dos compostos repelentes
para artrépodes foram compostos oxigenados, tendo o grupo hidroxila ligado a um
carbono primario, secundario ou aromatico, sendo esse o grupo com melhor atividade.

Dentre os compostos oxigenados, o 1,8-cineol esta entre 0s constituintes
majoritarios do OE de A. zerumbet. Esse composto, pode ser detectado por
mecanismos sensoriais comuns em espécies de tetraniquideos, como T. urticae, que
percebem terpenoides, por meio de receptores ionotrépicos (Gaudet; Faraone; Hillier,
2023). Esses achados sugerem que a repeléncia observada pode ser mediada pela
identificacdo sensorial de terpenoides, como o 1,8-cineol, e que a resposta desses
acaros a OEs pode ser semelhante.

Os OEs, devido a sua natureza volatil, tendem a exibir atividade repelente, no
entanto, essa caracteristica é altamente dependente da composicdo quimica do

produto (Nerio; Olivero-Verbel; Stashenko 2010; Costa et al., 2023). As porcentagens
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de repeléncia obtidas no presente estudo mostram que todos os OEs tiveram alguma
atividade repelente sobre O. punicae as 48h de exposi¢cdo, além disso, a eficacia se
apresentou em diferentes niveis, o que pode estar relacionado as diferentes
concentracfes utilizadas e as diferentes espécies vegetais (Rincon; Rodriguez; Coy-
Barrera, 2019).

O numero de fémeas adultas de O. punicae atraidas para discos foliares de
eucalipto tratados com as concentracdes subletais dos OEs foi significativamente
menor (P<0,05) quando comparado com os discos foliares ndo tratados (Figura 3).
Sendo que discos tratados com a CLz atrairam em média 0,4, 0,9, 0,55 e 0,65 acaros
para A. zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S. cumini, respectivamente (Figura
3A). Para discos tratados com a CLzo, houve atracéo de 0,3, 0,75, 2,1 e 0,45 para A.
zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S. cumini, respectivamente (Figura 3B). Os
resultados de atracdo obtidos confirmam estatisticamente a classificacdo dos OEs

como repelentes em ambas as concentragdes testadas.

[ Néo Tratado NN Tratado
>_| P <.0001; 2* = 77.3375 * B. orellana CLyq
,_| P <.0001; 7 = 92.3255 * S. cumini Clyo
,_I P <.0001; 4 = 80.7616 * M. suaveolens CLyq

’_I P <.0001; 22 = 102.0250 l—< * A. zerumbet CLyg
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Figura 3 Numero de fémeas adultas de O. punicae em discos foliares de eucalipto
ndo tratados e tratados com a CL2o (A) e CL3o (B) dos OEs de A. zerumbet,
B. orellana, M. suaveolens e S. cumini. *Significativo pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05)
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O efeito repelente é caracteristica importante a ser considerada na escolha do
Oleo, o presente estudo demonstra a eficacia dos OEs em repelir O. punicae. A
atividade repelente efetiva dos OEs pode estar relacionada aos compostos quimicos
e ao efeito sinérgico entre seus constituintes, uma vez que a repeléncia ou atracao
causadas por OEs resulta da interacdo de seus compostos com 0 sistema nervoso
dos insetos, seja pela inibicdo da acetilcolinesterase ou antagonismo dos receptores
de octopamina (Chen et al., 2019).

5 CONCLUSAO

Os OES de A. zerumbet, B. orellana, M. suaveolens e S. cumini foram
quimicamente caracterizados e demonstraram compostos bioativos com atividade
acaricida sobre O. punicae.

Os efeitos letais incluiram toxicidade significativa sobre fémeas adultas, com
destaque para o dleo de B. orellana, que apresentou a maior toxicidade na CLsp. Todos
os OEs reduziram a viabilidade dos ovos, sendo o 6leo de S. cumini o mais eficaz,
promovendo a menor taxa de eclodibilidade.

Os efeitos subletais revelaram impacto no crescimento populacional e na
repeléncia. Os OES diminuiram o crescimento populacional de O. punicae, com a
menor taxa de ri observada para o oleo de M. suaveolens. Em relagcéo a repeléncia,
todos os OEs mostraram-se efetivos, destacando-se o OE de A. zerumbet.

Esses resultados demonstram o potencial dos OEs como ferramentas para o

manejo de O. punicae.
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