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RESUMO

SILVA JUNIOR, Roque Alves da Silva, D.Sc, Universidade Vila Velha - ES, julho de 2024.
Composicao quimica e toxicidade do 6éleo essencial de Tithonia diversifolia (Hemsl.)
A. Gray (Asteraceae) em pragas agricolas Orientador: Tadeu Uggere de Andrade. Co-
orientador: Hugo Bolsoni Zago

O ¢6leo essencial de Tithonia diversifolia (Asteracea), tem sido objeto de investigacao
recente na agricultura devido as suas potenciais propriedades insetitcidas/acaricidas no
controle de pragas agricolas, mas apesar dos pesticidas botanicos serem considerados
mMenos perigosos que os pesticidas quimicos, sua toxicidade e eficiéncia precisam ser
avaliadas. O propoésito deste estudo foi analisar a composi¢cao quimica do 6leo essencial
das folhas de Tithonia diversifolia extraido por hidrodestilacdo, avaliar sua toxicidade em
mamiferos utilizando Caenorhabditis elegans como modelo animal e investigar sua
atividade pesticida por fumigacdo no controle do acaro-rajado (Tetranychus urticae) e
gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais) propondo a descoberta de moléculas de origem
vegetal com eficiéncia pesticida. Os resultados obtidos por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas revelaram a presenga maijoritaria de 32,67% de B-Pineno,
24,74% de a-Pineno e 22,69% de Limoneno na composi¢ao do éleo essencial de Tithonia
diversifolia, compostos ja descritos na literatura como promissores no controle de pragas
agricolas. Os resultados obtidos nos testes de toxicidade e desenvolvimento com o modelo
animal de Caenorhabditis elegans revelaram que o 6leo essencial de Tithonia diversifolia
nao apresentou toxicidade e nao alterarou o desenvolvimento do nematoide nas
concentracdes utilizadas. Os ensaios por fumigacao revelaram 52% de mortalidade no
acaro-rajado na concentracao de 20uL/litro de ar e 96% em 80puL/litro de ar. Apesar dos
ensaios em Sitophilus zeamais ndo paresentarem mortalidade nos insetos, os testes
avaliando sua repeléncia apresentou resultados promissores com indice de repeléncia
préximo a 100% na concentracdo de 10 pL/L de ar. Esse estudo demostra que o 6Oleo
essencial de T. diversifolia apresenta atividade contra as pragas agricolas avaliadas e
atoxicidade em mamiferos nas concentragdes utilizadas.

Palavras-chave: Tithonia diversifolia, pesticidas botanicos, agroecologia, toxicidade,
terpenos.



ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Roque Alves, D.Sc, Vila Velha University - ES, July 2024. Chemical
composition and toxicity of the essential oil from Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray (Asteraceae) in agricultural pests. Advisor: Tadeu Uggere de Andrade. Co-advisor:
Hugo Bolsoni Zago

The essential oil of Tithonia diversifolia (Asteraceae) has been the subject of recent
investigation in agriculture due to its potential insecticidal/acaricidal properties for pest
control. Despite botanical pesticides being considered less hazardous than chemical
pesticides, their toxicity and efficiency need evaluation. The purpose of this study was to
analyze the chemical composition of Tithonia diversifolia leaf essential oil extracted by
hydrodistillation, assess its toxicity in mammals using Caenorhabditis elegans as an animal
model, and investigate its pesticidal activity via fumigation against the two-spotted spider
mite (Tetranychus urticae) and maize weevil (Sitophilus zeamais), aiming to discover plant-
derived molecules with pesticidal efficacy. Gas chromatography coupled with mass
spectrometry revealed 3-Pinene (32.67%), a-Pinene (24.74%), and Limonene (22.69%) as
the major constituents in Tithonia diversifolia essential oil, compounds previously noted in
the literature for their promise in agricultural pest control. Toxicity and development tests
using the Caenorhabditis elegans model showed no toxicity or developmental alterations at
the concentrations tested. Fumigation assays demonstrated 52% mortality in the two-
spotted spider mite at 20 pL/liter of air and 96% at 80 pL/liter of air. Although Sitophilus
zeamais assays did not show significant mortality, repellency tests yielded promising results
with a repellency index near 100% at 10 pL/L of air concentration. This study demonstrates
that T. diversifolia essential oil exhibits activity against the evaluated agricultural pests and
is non-toxic to mammals at the concentrations tested.

Keywords: Tithonia diversifolia, botanical pesticides, agroecology, toxicity, terpenes.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio é uma das principais atividades econdmicas do mundo. A sua aplicabilidade
estratégica assegura a disponibilidade de alimentos para os seres humanos e garante uma
importante fonte de rendimento para milhdes de pessoas. No entanto, esta atividade sofre
enormes perdas causadas por aproximadamente 50.000 espécies de pragas, incluindo
aproximadamente 9.000 espécies de insetos e acaros (Zikankuba et al., 2019). Entre essas
pragas destacam-se o acaro-rajado (Tetranychus urticae), um fitoparasita de distribuicéo
cosmopolita responsavel por enormes prejuizos em mais de cem culturas agricolas,
principalmente (TABASHNIK et al., 2014), abacaxi, feijao, milho, melancia, maracuja entre
outras de enorme importancia econémica na agricultura tropical (Adesanya et al., 2021) e
o gorgulho do milho (Sitophilus zeamais), principal praga de gréos, sementes e cereais em
intalacGes de armazenamento como milho, arroz, sorgo, trigo e mandioca e acarretando em
perdas quantitativas e qualitativas prejudicando a comercializacdo dos mesmos (Zhang et
al., 2020).

Os pesticidas quimicos sédo atualmente os mais comumente métodos utilizados para o
controle de pragas agricolas, mas sao rotineiramente desafiados pelo desenvolvimento de
resisténcia em pragas (Tabashnik et al., 2014), intoxicagdo humana (Rajmohan et al., 2020)
e pelo impacto a organismos nédo alvo (Shimizu et al., 2022) quando utilizados fora dos

padrbes estabelecidos pelos érgaos reguladores.

De acordo com o relatério das Organizacao das Nacgbes Unidas para a Alimentacéo e a
Agricultura de 2022 (FAO), para aumentar a produtividade e reduzir as perdas causadas
por doencas e pragas cerca de 2 milhdes de toneladas de pesticidas sdo anualmente
aplicadas em culturas em todo mundo sendo Brasil, Estados Unidos e China os mais
utilizadores de pesticidas na agricultura mundial. Em 2020, as Américas, especialmente o
Brasil, importaram o maior volume de pesticidas de outras regiées do mundo, no valor de
US$ 6,9 milhdes (FAO). Devido as condi¢des climaticas do Brasil, inseticidas/acaricidas
tem ganhado destaque, sendo organofosforados, carbamatos, piretréides e avermectinas

0s mais comumente utilizados (Pignati et al., 2017).

A busca por compostos seguros e eficazes de fontes naturais, especialmente compostos
derivados de plantas, tem sido incentivada nos ultimos anos na agricultura como alternativa

ao uso de produtos quimicos tradicionais (Alonso-Gato et al., 2021). Nesse sentido, o 6leo
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essencial de diversas plantas tem apresentado resultados promissores no controle de
pragas agricolas (Silva e Farias, 2020; Pedrotti et al., 2019). Um exemplo é o 6leo de neem,
um biopesticida utilizado para controlar artropodes que € considerado menos téxicos que
os produtos quimicos tradicionais (Korkmaz e Oriin, 2021), porém utilizado em pequena
escala. Os 6leos essenciais sao metabdlitos secundarios vegetais com caracteristicas
volateis e aromaticas obtidos de partes ndo lenhosas que contém monoterpenos,
diterpenos, sesquiterpenos e terpendides em sua composigdo (Mici¢, et al., 2019) e
funcionam na defesa das plantas contra fungos, artropodes e herbivoros (Aslam et al.,
2022) sendo mitos reconhecidos pela sua acéo inseticida (Ma et al., 2020) e repelente
(Pang et al., 2020; Santana et al., 2022).

O dleo essencial de uma mesma espécie vegetal pode variar em termos de composi¢ao
qguimica e rendimento (Da Cruz; Brandelli, 2017). Dependendo do local onde o material
vegetal é coletado, o tipo de solo, clima, 6rgao da planta, idade, estagio do ciclo vegetativo
e fatores abidticos como estresse hidrico podem afetar a concentracdo de metabdlitos
secundarios, bem como a morfologia e caracteristicas fisiologicas e consequentemente a

acdo bioativa do 6leo (Monteiro, 2023).

Diversas familias botanicas sdo consideradas importantes na producéo de 6leos essenciais
bioativos. Em Asteraceae, Tithonia diversifolia demonstrou atividade biopesticida em
estudos de laboratério e de campo, tornando-seuma alternativa promissora para o controle
de diversos insetos e acaros (Githinji et al., 2021). Outros estudos mostraram uma atividade
repelente interessante do Oleo essencial de T. diversifolia contra Anopheles coluzzii
(Akeumbiwo et al., 2023), carrapatos (Maina et al., 2018) e pulgas (Wanzala et al., 2018),
mas até agora, sua toxicidade em humanos para determinar seu uso seguro COmo

biopesticida néo foi avaliada.

Embora os modelos de mamiferos sejam a melhor opcéo para estudos de toxicidade devido
a sua proximidade filogenética com os humanos, eles apresentam limitagdes, como
implicagBes éticas, alto custo e infraestrutura de criagdo complexa (Lucanic et al., 2018).
Para estas razdes, modelos de invertebrados apresentam vantagens consideraveis, entre
as quais o primeiro organismo multicelular a ter seu genoma totalmente sequenciado, o
nematdide Caenorhabditis elegans, se destaca. Alem da facilidade de manutencdo em
laboratorio, curto ciclo de vida e genoma bem caracterizado (Salzer e Witting 2021), foi

determinado que 38% dos genes codificadores de nematdides sdo ortdlogos aos genes do
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genoma humano (Silva, 2022) e que 60 a 80% dos genes humanos possuem um ortélogo
no genoma de C. elegans (Hunt, 2017). Portanto, C. elegans se tornou um organismo

modelo confiavel para avaliar a toxicidade potencial de varias substancias em humanos.

O objetivo deste estudo foi analisar a composi¢do quimica do 6leo essencial de Tithonia
diversifolia, avaliar sua seguranga como biopesticida comparando sua toxicidade com o
biopesticida 6leo de neem e o defensive quimico Vertimec® utilizando o nematdide
Caenorhabditis elegans como modelo animal e posteriormente avaliar diferentes
concentracfes do 6leo essencial de Tithonia diversifolia no controle do &caro-rajado
(Tetranychus urticae) e do gorgulho do milho (Sitophilus zeamais) ambos por método de

fumigacéo.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1) Inseticidas botéanicos

O uso de inseticidas botanicos gira em torno de 2 mil anos atras sendo utilizados na india,
Grécia e China no controle de pragas agricolas (Igbal et al., 2021). Os vegetais produzem
diversos metabdlitos secundarios associados ao controle de parasitas e variacdes
climaticas auxiliando na sobrevivéncia ao estresse abiético e atuando na defesa quimica
(Prakash et al., 2022).

Desempenhando diversas func¢des fundamentais nas relacdes bidticas e abioticas nas
plantas, entre elas resisténcia as variacdes climaticas, atracdo de polinizadores e defesa,
0s Oleo essenciais sdo também de grande interesse para as industrias cosmética e
farmacéutica (Campolo et al., 2018). Podendo ser encontrados em diversas partes das
plantas, esses compostos volateis sdo produzidos por ductos de resina e nos tricomas
glandulares das plantas e podem ser extraidos por prensagem a frio (citricos), destilacéo a
vapor e hidrodestilacdo (Benelli, 2016). Os terpennoides como 0S monoterpenos,
diterpenos e sesquiterpenos encontrados em grande quantidade nos 6leos essenciais
possuem documentadas acdes inseticidas, acaricidas e de repeléncia em insetos-praga de
graos armazenados (Campolo et al., 2018) fortalecendo as evidéncias de sua atividade
neurotoxica, semelhante aos inseticidas sintéticos, ou seja, envolvendo o fechamento dos

canais de soédio e calcio, inibindo a enzima acetilcolinesterase, interagindo com o0s
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receptores sinapticos do GABA levando os parasitas a paralisia e posteriormente a morte
(Souto et al., 2021).

Os insetos tém resisténcia reduzida contra 6leos essenciais devido a acdo sinérgica entre
as diferentes moléculas (Chowdary, 2021), e podem ser utilizados em alternancia com
inseticidas sintéticos para minimizar problemas relacionados a resisténcia (Benelli, 2016) e
com a possivel vantagem sobre os fumigantes sintéticos como menor toxicidade para
mamiferos, um periodo de degradacao rapida e facil disponibilidade local (Isman 2000; Devi
et al. 2020).

Diversos fatores podem influenciar na qualidade da producdo dos Oleos essenciais, entre
eles estdo 0s genéticos, os ambientais (como temperatura, luz, solo, latitude e altitude),
além de interferir também a época e forma de colheita, espacamento, transporte, secagem,
armazenamento do material vegetal. Assim como na producao de 6leos essenciais, as suas
aplicacbes sao restringidas devido as caracteristicas como volatilidade, termo e
fotosensibilidade, oxidacéo, solubilizacdo mediada por solventes orgénicos e outras
(Mossa, 2016).

Na literatura diversos trabalhos mostram a aplicacdo de O6leos essenciais como
biopesticidas. Eloh e colaboradores (2019) testaram a atividade nematicida de 10 6leos
essenciais extraidos de plantas aromaticas aclimatadas no Togo (Africa), sendo que deste
teste in vitro as amostras mais potentes foram Ocimum sanctum (LD50 = 282 + 53 mg. L),
Cymbopogon schoenanthus (LD50 = 288 + 30 mg. L'') e Cinnamomum zeylanicum (LD50
=355+ 126 mg. L1).

Osodrio e colaboradores (2018) avaliaram o efeito dos 6leos essenciais de capim-liméo,
citronela, cha mexicano e noni na germinac¢éo por uredinidosporos de Olivea neotectonae, o
agente responsavel pela ferrugem em teca (Tectona grandis L.f.). Descobriram que os 6leos
essenciais de noni e capim-liméo inibiam 100% de germinacdo de urediniésporos nas
concentracdes de 2000 e

1500 pL. L1,

Uma das fontes mais conhecidas de producado de 6leos essenciais com efeito biopesticida
€ 0 neem (Azadirachta indica), de origem asiatica, que contém cerca de 135 compostos que

podem ter acdo contra insetos e outas pragas (Queiroz et al., 2020). Entre estes
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compostos, destaca-se a azadiractina A (AZA) (Rodrigues et al., 2018). Em decorréncia das
suas caracteristicas, o neem pode ser uma alternativa viavel no controle de pragas, pois €
um produto natural, ndo polui 0 meio ambiente e ndo causa resisténcia (Moran et al., 2018).
As experiéncias realizadas com neem mostraram algumas propriedades acaricidas e
inseticidas de seu 6leo essencial (Costa et al., 2016). A arvore de neem consorciada com
a pastagem pode ser um método alternativo de manejo integrado de pragas

(Oliveira et al., 2018).

Os dados apresentados por WAFAA em 2020 indicaram que o 0leo de neem causou alta
mortalidade em acaros-rajados. Esse resultado pode ser devido ao 6leo de neem conter
uma grande quantidade de azadiractina. Altas taxas de mortalidade foram encontradas em
Tetranychus urticae alimentados com as folhas tratadas com 6leo essencial de A. indica.
Além disso, 0 mesmo 6leo essencial reduziu significativamente a capacidade reprodutiva
de acaros, e a sobrevivéncia da progénie de fémeas tratadas grandemente diminuida em

comparacao com o controle.

Apesar de uma vasta literatura sobre a utilizacdo do 6leo de neem contra insetos-praga e
acaros, Roubik e colaboradores em 2018 percebeu que seu uso intesivo uso intensivo pode
estabilizar o composto no ambiente aumentando o efeito toxico residual em organismos
benéficos, dentre os quais merecem atencao as abelhas, devido ao seu importante papel

ecossistémico na polinizacao de espécies vegetais.

Para garantir sistemas sustentaveis de producdo de alimentos e implementar préticas
agricolas robustas, a agenda 2030 proposta pela ONU pretende aumentar em todo mundo
a produtividade e a producdo de alimentos de uma forma sustentavel. Véarias familias
botanicas sdo consideradas de importantes na producdo de bioativos, entre as quais
encontra-se a Asteraceae, a qual pertence a espécie Tithonia diversifolia, conhecida como
girassol-mexicano (Lorenzi; Souza 1999). Em laboratorio e estudos de campo revelaram
atividade biopesticida pelos extratos foliares, sendo uma alternativa promissora para o
controle de diversos insetos e acaros (Linthoingambi et al., 2013; Rodriguez et al., 2015;
Githinji et al., 2018), porém estudos avaliando a eficiéncia do 6leo essencial dessa planta

como acaricida e inseticida precisam ser melhor avaliados.

2.2) Caracterizagédo boténica de Tithonia diversifolia
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Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteracea) também conhecida como girassol
mexicano, margaridao, mao-de-deus, entre outros nomes populares, € uma planta arbustiva
e perene da familia Asteracea e amplamente distribuida por todas as regides tropicais e
subtropicais do planeta Terra (GBIF 2021). Podendo atingir entre 1,2 e 5 metros esta
angiosperma apresenta folhas simples alternadas, pecioladas, com 7 a 20 cm de
comprimento e com 4 a 20 cm de largura, bordas serreadas e face abaxial vilosa. Suas
flores séo capitulos terminais solitarios, com bracteas amarelo alaranjadas de 3 a 6 cm de
extensdo pode ser anual, bianual ou perene, dependendo de seu habitat (Alves; Roque,
2016). No Brasil € amplamente distribuida, colonizando ambientes abertos como matas
ciliares, beira de estradas, capoeirdes e terrenos baldios, facilitando dessa forma sua coleta

e estudo.

Figura 1: Inflorescéncia de Figura 2: Planta de Tithonia
Tithonia diversifolia. diversifolia.
FONTE: Lima (2019)

Na natureza, esta espécie se propaga por meio de sementes e em termos agronémicos e
paisagisticos pode ser propagada também por estaquia (Rivera-Herrera et al., 2021). Nativa
da América Central essa espécie foi introduzida em outras regides do planera comomplanta
ornamental porém tornou-se uma planta invasora de rapida propagacao e responsavel pela
mudanca biodiversidade locais e seus respectivos servicos econdmicos (Dai et al., 2021).
Vérios fatores favorecem a sua rapida expanséo no globo terrestre, sao eles: ser adaptavel
a solos com baixos indices de fosforo, altos teores de aluminio, acidos e de baixa fertilidade,
rapido crescimento (Witt et al., 2019), adaptacao a diferentes condicdes ambientais
(SantosGally et al., 2020), estratégias reprodutivas distintas, potencial alelopatico inibindo
o desenvolvimento de uma gama de culturas e plantas nativas, formando muitas vezes

populacdes quase impenetraveis (Kato-Noguchi, 2020).

Como muitas outras plantas da familia Asteraceae, Tithonia diversifolia mantém seu papel

vital na fitomedicina devido a varios componentes quimicos de relevancia medicinal,
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agricola e etnofarmacoldgica, entre eles os pertencentes da classe dos compostos
fendlicos, taninos (Alfred et al., 2022) e os considerados marcadores quimicos

caracteristicos dessa familia botanica, as lactonas sesquiterpénicas (Ejelonu et al., 2022).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios presentes em grande quantidade em
diversos grupos de plantas, podem possuir um ou mais anéis aromaticos assim como
grupos hidroxila. Sao classificados em acidos fendlicos, lignanas, estilbenos e flavonoides
(Michalska et al., 2010). Estes compostos desempenham uma importante funcdo na
absorcdo de comprimentos de onda dos raios UV nas plantas além de funcéo

imunossupressora, antioxidante e anti-inflamatéria na saide humana (Nunes et al., 2018).

O acido 3,5- dicafeoilquinico é o principal composto fendlico presente em Tithonia
diversifolia e apresenta significativas funcdes ecoldgicas (Zhao et al., 2012). Diferentes
pesquisadores atestam que esses metabdlitos estdo intimamente ligados a defesa das
plantas e apresentam atividade biologica contra herbivoros e micro-organismos, podendo
ser utilizados como inseticidas e fungicidas (Nass, 2007; Tayz e Zeiger, 2004, Cruz, et. al,
2017).

\ 7
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Figura 3: Acido 3,5- dicafeoilquinico de Tithonia diversifolia.
FONTE: Zhao (2012)

Taninos vegetais sdo polifendis naturais derivados do acido benzoico, de consideravel
interesse devido a sua habilidade de ligar-se a proteinas e metais (Martinez-Casas, 2017).
Estes componentes quimicos largamente encontrados em Tithonia diversifolia séo
conhecidos por formar complexos enzimaticos que dificultam a digestédo dos insetos (Mello;
Silva-Filho, 2002; Taiz; Zeiger, 2003). Os taninos ndo necessariamente apresentam um
recuo no consumo foliar, mas sim, contribuem para uma lentiddo no tempo para
metabolizacdo dos nutrientes adquiridos (Breuer et al., 2003). Tirelli et al. (2010), relatam

que, ao submeter a fase larval de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
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Noctuidae) a extratos com fragdes tanicas, estas, apresentaram uma reducao no volume
de fezes excretadas. O autor argumenta que, ao afetar a digestibilidade do inseto, o
alimento passou uma maior quantidade de tempo no trato digestivo do inseto, o que,

acarretou em uma menor viabilidade larval e pupal.

COOH 2
HO O
g Sgs
HO OH
OH (0] OH
0}
Acido gélico Acido elégico

Figura 4: Acido galico e acido elagico, percursores dos
taninos hidrolisaveis. FONTE: Nozella (2001)

Os sesquiterpenoides, e principalmente as lactonas sesquiterpénicas compdem o grupo de
metabolitos secundérios mais prevalentes na familia Asteraceae. Eles representam uma
fracdo proporcional significante do peso seco da planta e no caso de Tithonia diversifolia
sdo encontradas principalmente nas folhas que apresentam células contendo os tricomas
glandulares, principalmente nos meses que apresentam menor indice pluviométrico.
Quando a planta é submetida a estresse bibtico, outras células podem passar a sintetizar
0s sesquiterpenoides. Estes compostos sdo uns dos principais componentes do latex
produzido pelas plantas para defendé-las contra insetos e passaros herbivoros (Zhao et al.,
2012).

A tagitinina C € um tipo de lactona sesquiterpénica e é o composto majoritario encontrado
nos tricomas glandulares nas folhas de T. diversifolia. A tagitinina C contém duas duplas
ligacdes conjugadas com um grupo cetona no carbono 3. A presenca destes grupos cetonas
insaturadas, que ndo sao frequentes nas outras moléculas de tagitinina e sdo utilizadas
para identificar e diferenciar a molécula de tagitinina C (Tagne et al., 2018; Sut et al., 2018).
Lactonas sesquiterpénicas, incluindo tagitinina C, foram relatados como possuindo
multiplas atividades biolégicas, como inseticida, atividades antifungica, antimicrobiana,

citotoxica e nas defesas vegetais contra a herbivoria (Tagne, 2018)
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Figura 5: Estrutura quimica da Tagitinina C de Tithonia diversifolia.
FONTE: Goffin (2002)

2.3) Composicédo quimica foliar de Tithonia diversifolia

A analise da composi¢édo quimica do p6 da folha da Tithonia diversifolia em porcentagem é:
Umidade 11.88%, Proteina crua 22.07%, Extrato etéreo 8.12%, Fibra crua 6.74%, Cinza
12.47%, Carboidratos (por diferenca) 38.72%, Célcio! 390.60, Fosforo! 444.85, Vitamina Al
0.299, Taninos! 83.33, Carotenos? 130.94, Xantofilas? 333.93, Xantofilas hidrolisadas?
161.60. ((1): mg/100g de po; (2)ug/100g de pd). Porém esse teor de proteina podem variar
de acordo com a época que é realizada a analise bromatolégica (Gonzalez et al., 2020),
Verdecia e colaboradores em 2011, por exemplo, quantificaram um valor de 28,9% de
proteina nas folha de T. diversifolia no periodo chuvoso. Devido aos seus componentes
qguimicos, alto teor de proteinas e fibras, rapido crescimento e reproducédo, adaptabilidade
a diferentes tipos de clima e resisténcia a seca, Tithonia diversifolia € uma planta promissora

para sua utilizagdo na agricultura, pecudria, medicina e etnofarmacologia (Silva et al., 2021).

2.4) Usos de Tithonia diversifolia:

2.4.1) Acao de T. diversifolia na agricultura como fertilizante

Sao varias as formas com que T. diversifolia pode ser usada na producéo agricola, desde
a utilizacdo dos seus extratos e 0leo essencial no controle de diversas pragas agricolas
guanto como fonte de fertilizacdo do solo. Aboyeji (2019), por exemplo, que 10 toneladas
por hectare de T. diversifolia como adubo organico obteve o mesmo desempenho de 200
kg ha™ de fertilizante NPK no crescimento e nos teores de vitamina C do rabanete
(Raphanus sativus L.), sendo um fertilizante de boa qualidade, prontamente disponivel,
ecologicamente correto e com um custo muito menor. Essa mesma concluséao foi obtida por
Goncalves et al. (2020) que demonstraram que T. diversifolia € uma alternativa promissora

para utilizacdo como adubo verde na cultura do milho, principalmente para pequenos
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produtores devido a reducéo dos custos, sendo que no Quénia, em Malawi e no Zimbabué
€ considerada a principal fonte de nutrientes para as plantas de milho (Opala et. al., 2015).
Martins (2022) verificou um melhor crescimento e desenvolvimento do capim elefante, muito
utilizado na alimentacdo de ruminantes, utilizando T. diversifolia como fertilizante.
Rusmayadi (2023) e Ilhamdi (2020) utilizaram o produto da fermentacdo das folhas da
mesma planta usando EM4 (biofertilizante) e agua de coco como bioativadores para a
producdo de um fertilizante liquido para o cultivo de alface verde (Lactuca sativa L.) e
pimentdo, respectivamente e em ambas culturas o procedimento apresentou impacto

substancial no crescimento e na producdo dessas hortalicas em condi¢cdes de hidroponia.

Além de um biofertilizante para a melhoria do solo na agricultura T. diversifolia também
pode auxiliar na fitoextracdo de metais pesados de solos poluidos. Um estudo conduzido
por Adesodun (2010) apresentou resultados que indicaram que T. diversifolia absorveu
concentragdes substanciais de Chumbo e Zinco na biomassa acima do solo implicando na
eficiéncia dessa planta na limpeza dos solos contaminados na fase inicial do seu

crescimento.

2.4.2) Acao T. diversifolia na agricultura como biopesticida

Como citado anteriormente, um dos fatores que possibilitaram a grande irradiagéo de T.
diversifolia a diferentes ambientes se deve aos componentes quimicos presentes
principalmente nos tricomas glandulares das folhas da planta que permitem uma protecao
contra fatores abibticos e bidticos nos ecossistemas, e esses mesmos componentes
favorecem a utilizagdo da planta como um possivel biopesticida no controle de varias
pragas agricolas. Zhao et al. (2020) evidenciaram que a tagitinia A, composto
sesquiterpénico derivado de T. diversifolia, apresentou efeitos inibitorios de até 78,5% em
efeito curativo e protetor contra ortotospovirus da murcha-do-tomateiro, parasita
responsavel por infectar mais de 1000 espécies vegetais, ocupando o segundo lugar entre

os 10 principais virus de plantas.

A atividade antibacteriana in vivo de T. diversifolia também foi relatada por Opondo (2023)
contra Ralstonia solanacearum em mudas de tomateiros em que extratos etandlicos,
obtidos por maceracdo usando o metodo de inoculacdo de raiz, demonstraram-se
eficientes, baratos e potentes biopesticidas no controle dessa bactéria responsavel por

grandes prejuizos nessa cultura.
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A murcha de fungos do género Fusarium pode causar perdas severas em muitos vegetais,
flores e plantacdes. Awere et al. (2021) avaliaram a poténcia de T. diversifolia no controle
do fungo patogeno vegetal F. oxysporum, e a analise fitoquimica dos extratos vegetais
demonstraram a presenca de saponinas, taninos, terpenoides, flavonoides, glicosideos e
fendlicos, alcaloides e esteroides, que de acordo com esses pesquisadores apresentaram

atividade antifingica, podendo ser usados no manejo de doencgas fungicas.

A exploracéo dos metabolitos nematicidas do T. diversifolia na agricultura tem sido avaliada
nos ultimos anos (Aswini et. al., 2022; Nguyen, 2023), sendo observado uma inibi¢cdo 64,2%
da eclosdo de ovos para estagios juvenis de M. incognitae, nematoide que afeta cerca de
2.000 plantas em todo o mundo, responséaveis por causar cerca de 5% das perdas globais
de colheitas (Nguyen, 2023)

Pulido (2020) avaliou o efeito inseticida de diferentes extratos (apolares e polares) das
folhas secas de T. diversifolia nas formigas operarias de colbénias de Atta cephalotes (L.)
(Hymenoptera: Formicidae) em laboratorio, tanto por ingestdo, quanto por contato. Os
resultados foram promissores, mostrando uma taxa de mortalidade de 90% das formigas
operérias apoés sete dias de tratamento. Esses resultados foram atribuidos a presenca das
lactonas sesquiterpénicas em T. diversifolia, substancias que provavelmente inibem a
enzima acetilcolinesterase, similar ao principio ativo presente na maioria dos pesticidas
guimicos carbamatos e organofosforados. Esse resultado estd em linha com o estudo de
Valderrama (2006), que observou uma reducdo de até 83,3% no fungo alimentar de
colénias de formigas que se alimentaram de T. diversivolia. Além disso, os extratos
etanolicos das folhas secas do girassol mexicano foram responsaveis por uma mortalidade

de 100% das formigas cortadeiras em apenas oito dias.

O estudo conduzido por Devi et. al., (2021) demonstrou que o 6leo essencial extraido de T.
diversifolia possui uma notavel capacidade de toxicidade por fumigacédo contra duas pragas
comuns de gréos armazenados: o gorgulho do arroz, Sitophilus oryzae (L.) (Coleoptera:
Curculionidae) e o besouro vermelho da farinha, Tribolium castaneum (Herbst.)
(Coleoptera: Tenebrionidae). Isso sugere que essa substancia pode ser uma alternativa
viavel aos fumigantes sintéticos tradicionais. Além disso, em outro estudo realizado por
Gitahi et. al., (2021), foi evidenciada a atividade pesticida por contato em insetos de graos

armazenados, especificamente Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidae),
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utilizando extratos de diclorometano e acetato para isolar os fitoquimicos ativos das folhas

secas da planta.

2.4.3) Acao de T. diversifolia como fonte de alimentacdo animal

A pesquisa sobre os sistemas de alimentacdo em climas quentes indica que a
sustentabilidade desses sistemas depende em grande parte da utilizacdo de recursos
biologicos locais como alternativas para alimentar animais (VERDECIA et al., 2018). Isso
implica em expandir o uso da diversidade de espécies para fornecer grandes volumes de
racdo para os animais. Dada a variedade de espécies forrageiras disponiveis, é crucial
estudar e recomendar aquelas que sdo promissoras para ambientes agroecoldgicos
especificos e sistemas de producéo de biomassa, levando em consideracao principalmente
seu valor nutricional (HERRERA et al., 2017). Nesse contexto, T. diversifolia, apresenta
uma alta producéo de biomassa e uma composi¢ao quimica favoravel em comparacao com
a maioria das espécies de plantas forrageiras que, em condi¢cfes tropicais, podem ser

utilizadas na alimentacao animal.

Riviera et al. (2021), com objetivo de determinar a producéo de biomassa e a qualidade
nutricional para nutricdo de ruminantes de sete genétipos de T. diversifolia comparando o
desempenho destes genoétipos com gramineas normalmente oferecidas para os animais em
condi¢cBes tropicais, demostraram que composi¢cdo quimica da alimentacdo com T.
diversifolia foi adequada para ser oferecida aos ruminantes, principalmente, devido ao
elevado teor de proteina bruta, o baixo teor de fibra, concluindo que existem gendétipos de
T. diversifolia com capacidade de apresentar bom desempenho para ser utilizados na
alimentacdo de ruminantes e produtividade e adaptabilidade para sua utilizacdo em zonas
de alta e baixa altitude com solos de baixa fertilidade. Pazla et al. (2021) demostrou bons
resultados na utilizacédo de T. diversifolia na alimentac&o animal evidenciando que a mesma
ainda pode ajudar a otimizar a sintese de populacdes microbianas no organismo de animais
ruminantes. Bons resultados foram demostrados por outros pesquisadores (Villegas et. al.,
2020; Akanmu e Hassen, 2017; Ribeiro et. al., 2016) no uso de Tithonia para nutricdo de
ruminantes evidenciando um alto teor de proteina bruta em comparacdo com as forragens
tropicais comumente utilizadas para pastagem, porém caracterizando a manutengéo desse

alto valor nutricional durante as esta¢ces secas.
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O metano, gas liberado na digestdo de ruminantes, tem 25 vezes o potencial de
aquecimento global do didxido de carbono (CO3), e sua liberacdo para atmosfera por meio
de préaticas agricolas sao responsaveis por aproximadamente 10-12% das emissfes
antropogénica globais (Broucek, 2014) e estima-se que sua producdo por ruminantes
represente uma perda de energia entre 2-12% da ingestéo total de energia (Johnson,
1995). T. diversifolia, além de uma o6tima fonte alternativa para ruminantes possui uma
grande importancia ecolégica como potencial redutor metanogénico (Berends et. al., 2014).
Holtshausen et al. (2009) relataram que a introdugéo de T. diversifolia na alimentacéo de
ruminantes reduziu a producdo de metano em 6 vezes quando comparado a alimentacao
tradicional devido a taninos e saponinas presentes nas folhas da planta responsaveis
diminuir a producdo de metano devido aos seus efeitos inibitérios sobre os protozoarios

ciliados do rimen.

Diaz-echeverria (2023) investigou os efeitos de diferentes dietas contendo T. diversifolia na
producdo de ovos em galinhas e observou que o consumo de racdo aumentou nas aves
gue receberam dietas com 20% e 30% de T. diversifolia, além de apresentarem uma taxa
de postura mais elevada, ovos e gemas mais pesados. Além disso, notaram que a cor da
gema se intensificou a medida que a quantidade de T. diversifolia na dieta aumentou por
apresentar maior propor¢cao de xantofilas, pigmento responsavel pela cor e elevagdo dos
nutrientes da gema do ovo, em comparacdo com os individuos alimentados da forma
tradicional (Jauregui et al., 2019; Medina, 1999; NgouopO, 2021).

2.4.4) Acao etnofarmacolégica de T. diversifolia

A familia Asteraceae € conhecida pelo seu efeito terapéutico como anti-helmintico, anti-
inflamatorio, adstringente, antiespasmaodico, colestérico, antioxidante, anti-hemorragico,
antimicrobiano, diurético e analgésico (Farias et al., 2019). T. diversifolia, com seus mais
de 150 tipos de metabolitos secundarios ja isolados, também € descrita por varios
pesquisadores como uma planta com propriedades medicinais (Miranda et al., 2015)

(Wahyuningsih et al., 2013) entre elas anticarcinogénicas (Liao et al., 2012).

O cancer colorretal € um tumor maligno comum do sistema digestivo responséavel por
aproximadamente 600 mortes por ano no mundo. No entanto, a eficacia da cirurgia e da
guimioterapia € limitada. A ferroptose € uma forma de morte celular regulada dependente

de ferro e espécies reativas de oxigénio e desempenha um papel vital na supressao
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tumoral. Wei e colaboradores em 2021 investigaram o mecanismo de acao da tagitinina C,
uma lactona sesquiterpénica isolada de T. diversifolia, como novo indutor de ferroptose na
supresséao tumoral e os resultados obtidos foram que a Tagitinina C induziu a ferroptose em
células de cancer colorretal e pode ser um quimiossensibilizador eficaz que pode expandir
a eficacia para uma gama de agentes quimioterdpicos. No Vietnd, Thuy e colaboradores
também apresentaram o potencial anticancerigeno de trés lactonas sesquiterpénicas
isoladas da parte aérea de T. diversifolia , a tagitinina A, 1B-hidroxitirotundina-3-O-metil éter
e a tagitinina C e perceberam que essas substancias isoladas diminuiram
significativamente o niamero de células de uma linha celular de leucemia mieloide aguda,
promovendo a apoptose e causando a parada do ciclo celular da célula cancerosa em
concentragdes consideradas muito baixas 2,5 ug/mL (tagitinina A) e 0,25 ug/mL (tagitinina
C). Além disso, neste mesmo estudo, os trés compostos apresentaram atividade citotoxica
contra cinco linhagens celulares de cancer humano sugerindo que os mesmos podem ser

potenciais agentes terapéuticos anticancerigenos.

T. diversifolia também pode ser usada na prevencdo de doencas cardiovasculares e na
manutencao da saude. Ide et al., (2020) isolou a orizabina a partir de T. diversifolia, sendo
consideranda como um novo composto funcional com atividade antiaterosclerética. A
orizabina suprimiu a captacdo de lipoproteinas oxidadas de baixa densidade (LDL) em
macrofagos e a fosforilacdo de Akt, também conhecida como proteina quinase B, que
desempenha um papel crucial na regulacdo da homeostase energética e no controle da
sintese e degradacéo de gordura, e viabilizou a possibilidade de que a orizabina derivada
de T. diversifolia seja um novo composto antiaterosclerético importante para manutencao

da saude vascular.

Bons resultados foram obtidos por Muniroh et al., (2022) avaliando o efeito do extrato de T.
diversifolia nas concentracdes de leptina (hormdnio conhecido por regular o apetite e 0 peso
corporal, além de desempenhar um papel no metabolismo da glicose), adiponectina
(horménio que possui efeitos benéficos no metabolismo da glicose e na sensibilidade a
insulina) e receptores de insulina em ratos diabéticos. A administragdo de extratos de T.
diversifolia a 100 mg/kg de peso corporal durante 7 dias diminuiu significativamente a
leptina e aumentou as concentracdes de adiponectina. Além disso, o tratamento com
Tithonia aumentou significativamente os receptores de insulina renais e diminuiu a
expressdo de CD14 em macrofagos (responsaveis por contribuir para a disfuncao das

células beta no pancreas), além de suprimir a necrose dos tecidos pancreaticos em ratos
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diabéticos. Istikharah et al. (2022) examinaram a atividade antidiabética de extratos de
T.diversifolia e seus efeitos sobre a resisténcia a insulina e ao numero de cépias do DNA
mitocondrial nos muasculos séleos e gastrocnémios de ratos. Os resultados mostraram
melhora nos niveis de glicemia e aumento de até 3 vezes no DNA mitocondrial nos
musculos em todos os grupos tratados com T. diversifolia demostrando forte potencial para

ser utilizado como agente antidiabético.

T. diversifolia, tem sido utilizada na medicina popular como anti-inflamatério em varios
paises. Broering et al. (2019) demonstraram os efeitos in vivo e in vitro do extrato etanolico
no mecanismo de trafego de neutréfilos do sangue para o tecido inflamado e na secrecéo
de mediadores quimicos derivados de células e os efeitos na resolucéo inflamatéria e na
dor inflamatéria em camundongos. Os dados deste estudo mostraram que 0 extrato
apresentou atividade anti-inflamatéria por inibir a producéo de citocinas e Oxido nitrico, e
também a migracdo de leucdcitos para o tecido inflamado, a atividade pro-resolucédo e
consequentemente a anti-hipersensibilidade. Propriedades antiinflamatérias de T.

diversifolia também foram documentadas por Hanh et al., (2024) e Diyatri et al., (2023).

A malaria é uma doenca potencialmente fatal causada por protozoarios do género
Plasmodium e transmitida através da picada de fémeas mosquito andfeles. T. diversifolia
tem sido tradicionalmente empregada na medicina popular africana para o tratamento de
diversas doencas, inclusive a malaria (Afolayan et al., 2016). Um estudo conduzido por
Oyewole et al., (2008) investigou as propriedades antimalaricas desta planta em animais
experimentais e voluntarios humanos, em ambiente laboratorial. Comparando a eficacia da
cloroquina com extratos aquosos e metandlicos da planta, observou-se que a cloroquina
eliminou o parasita em 100% dos casos, enquanto 0s extratos aquosos e metandlicos
mostraram eficacia de 50% e 74%, respectivamente. Notavelmente, o0s extratos
demonstraram maior eficacia quando administrados antes do inicio da infec¢éo, sugerindo
uma dependéncia temporal dos efeitos antimalaricos. A aplicacdo precoce dos extratos no
inicio dos sintomas da maléria resultou em significativa reducdo da parasitemia em poucos
dias. Além disso, a administracdo dos extratos durante o episodio de malaria também foi
eficaz, especialmente quando prolongada. A LC50 do extrato aquoso em camundongos foi
determinada como 1,2 ml/100g de peso corporal, enquanto a Dose Maxima Tolerada (MTD)
foi de 1,0 ml/g. Estudos subsequentes corroboraram esses achados, como o realizado por
Deborah et al. (2020), que investigou a atividade antimalarica da T. diversifolia utilizando

extratos das folhas em diclorometano como solvente. Este estudo revelou atividade
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antiplasmodial contra Plasmodium berghei em camundongos infectados, demonstrando
uma taxa de quimiossupresséao de 43,90% no teste supressivo. A atividade antimalarica do
extrato de folhas de de T. diversifolia em diclorometano foi sequencialmente relatada por

Ngarivhume et. al (2021) e foi atribuida a orizabina e a tagitinina C.

Apds a malaria, a leishmaniose figura como o segundo parasito mais letal globalmente
(Mutoro et al.,, 2018). Atualmente, a auséncia de vacinas eficazes ou intervencdes
terapéuticas efetivas destaca uma lacuna significativa na gestdo desta doenca. As plantas
medicinais representam uma promissora alternativa como agentes anti-Leishmania, dadas
suas caracteristicas de seguranca relativa, disponibilidade local e acessibilidade. Um
estudo conduzido por Momanyi et al. (2022) investigou a atividade antileishmania de
extratos de T. diversifolia contra os principais parasitos do género Leishmania, revelando
valores de LC50 variando de 0,03 a 4,89 mg/ml. Estes resultados posicionam T. diversifolia
como uma potencial fonte de compostos para a formulagédo de medicamentos destinados

ao tratamento desta doenca.

2.5) Caenorhabditis elegans

O nematddeo Caenorhabditis elegans € um modelo de experimental in vivo que tem sido
utilizado em pesquisa para rastrear a farmacologia e toxicologia de deiversos produtos (Dal
Forno et al., 2016), sendo considerado uma excelente alternativa ao uso de mamiferos.
Atende aos principios éticos da experimentacdo em animais e, ainda, oferece vantagens
como a reducao do custo e do tempo de pesquisa (Hunt, 2017). Os C. elegans sao vermes
pequenos, com cerca de 1mm de comprimento, apresentam ciclo de vida de
aproximadamente 3 dias, ocorrem normalmente na natureza e se alimentam de fungos,
bactérias e frutos em decomposicao (PetersoN; Pukkilaworley, 2018). No entanto, para fins
de pesquisa, esses animais sdo alimentados com E. coli e cultivados em meios axénicos,

para evitar qualquer interferéncia na obtencéo dos resultados (Hunt, 2017).

O C. elegans é um modelo experimental considerado facil de ser utilizado em laboratoério e
de baixo custo para manutenc¢éo, sendo mantido com dieta a base de Escherichia coli. O
curto ciclo de vida do hermafrodita (aproximadamente 3 dias) e o grande namero de
descendentes (300) de C. elegans permitem a producdo em larga escala de animais em
um curto periodo de tempo (Dal forno et al., 2016). O corpo transparente também permite

a observacao clara de todas as células de animais maduros e em desenvolvimento. C.
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elegans mostra uma forte conservacéo das vias moleculares e celulares em relacdo aos
mamiferos. A comparacdo entre os genomas humano e do C. elegans confirmou que a
maioria dos genes humanos e das vias envolvidas em doencgas estao presentes no verme

(Gonzalez-manzano et al., 2012).

Fuentes et al. (2022) avaliaram a toxicidade de Oleos essenciais de espécies vegetais
amplamente utilizadas em produtos alimenticios, farmacologia e agricultura utilizando C.
elegans. Os resultados mostraram que todos o0s componentes tiveram um efeito
dependente da concentragdo na sobrevivéncia dos nematéides em concentracdes
moderadas a altas. Henrique e colaboradores em 2023 demonstraram as propriedades
antioxidantes e antienvelhecimento do 6leo essencial de alecrim-de-tabuleiro (Lippia
origanoides) utilizando C. elegans como modelo animal de toxicidade e verificaram que o
oleo essencial melhorou parametros fisiol6gicos como bombeamento faringeo, locomocao
e tamanho corporal, indicando que ndo é toxico para o nematédeo. Lanzerstorfer e
colaboradores em 2021, forneceram uma estratégia para investigacdo detalhada do
impacto do 6leo essencial de alecrim, frutas citricas e eucalipto comumente usado em
doencas agudas, toxicidade, bem como na irritagdo das membranas mucosas utilizando o
modelo in vivo Caenorhabditis elegans e todos os 6leos essenciais em estudo exibiram um
potencial toxico. Esse resultado demonstra que 0s Oleos essenciais podem apresentar
propriedades téxicas mesmo em baixas concentracfes. Portanto, uma avaliacdo
toxicologica detalhada € altamente recomendada para cada 6leo essencial antes da sua

aplicacao contra pragas agricolas.

2.6) Pragas agricolas

Assim como ocorre em qualquer parte do mundo, & medida que a atividade agricola
expande, o mundo enfrenta problemas para sustentar esse crescimento devido,
principalmente, ao aumento do nimero de pragas e, consequentes, perdas e prejuizos
nesse setor que variam de 20 a 30%, desde a produc¢do até o armazenamento (Savary et
al., 2019). Dentre essas pragas pragas agricolas se destaca o acaro-rajado (Tetranychus
urticae) (Acari: Tetranychidae), que é uma praga grave de culturas em todo o mundo,
prejudicando o desenvolvimento e crescimento cerca de 1.200 espécies de plantas em mais
de 250 familias botanicas (Zhu, 2024) e em relacdo ao armazenamento dos alimentos , em
especial grédos, o inseto praga mais conhecido € Sitophilus zeamais (Coleoptera:

Curculionidae) também conhecido como gorgulho-do-milho , causador de enormes
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prejuizos em cilos de armazenamento de graos espalhados por todo mundo (Singh et al.,
2021).

2.7) Acaro-rajado (Tetranychus urticae): Ciclo de vida e danos causados em culturas

agricolas.

O &caro-rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari:Tetranychidae), é considerado uma das
mais importantes pragas de artropodes do ponto de vista econdmico. Esse acaro infestou
mais de 1275 espécies de plantas, incluindo cereais, leguminosas (com referéncia especial
a soja), plantagcbes em estufas, plantas ornamentais e arvores frutiferas (Shang et al.,
2022). As fémeas deste acaro geralmente medem em torno de 0,5 mm de comprimento e
apresentam dois pares de manchas escuras no dorso. Esse acaro forma colbnias
numerosas na face inferior das folhas, recobertas com apreciavel quantidade de teia. Seus
ovos apresentam coloracdo amarelada, esféricos e de dificil visualizacdo a olho nu

(Hernandez-Rivera et al., 2021).

As larvas séo incolores e transllcidas, com trés pares de pernas e de tamanho semelhante
ao do ovo. Sua coloracdo muda gradativamente a medida que se alimentam. Em seguida,
passam pelas fases de protoninfa e deutoninfa, que diferem entre si somente pelo tamanho.
E na fase de deutoninfa que se iniciam as distingées entre fémeas (cerca de 0,46 mm de
comprimento e com manchas dorsais mais pronunciadas) e machos (aproximadamente
0,26 mm de comprimento e com o corpo afilado posteriormente). O dorso das formas
adultas, de coloracdo amarela.esverdeada escura, apresenta.se coberto por longas setas e

duas manchas escuras em cada lado (Born, 2022).

1. Ovo 2. Larva 3. Protoninfa 4. Deutoninfa 5. Fémea adulta

Figura 6: Ciclo de vida e caracteristicas morfoldgicas do Acaro-rajado (Tetranychus urticae).
Fonte: Koopert (2020).
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Apesar de ter seu ciclo de vida reduzido devido ao aumento da temperatura, o ciclo de vida
do acaro-rajado dura de 11 a 20 dias, possuindo em climas tropicais (28-32°C) um periodo
de ovo a adulto inferior a uma semana, sendo que o0s machos possuem um
desenvolvimento um pouco mais rapido que as fémeas. A postura de ovos é€ feita na parte

inferior das folhas, geralmente préximo as nervuras. (Casuso, Smith & Lopez, 2020).

A disperséo dos acaros pode ocorrer de forma ativa, através do seu proprio caminhamento,
por forese (transporte por outros organismos) ou por dispers@o aérea através das correntes
de ar. Em temperaturas proximas a 25°C uma Unica fémea é capaz de ovopositar 150 ovos
em um periodo de aproximadamente 20 dias. Possuindo uma preferéncia por folhas mais
velhas na fase adulta e de protoninfa, esses parasitas introduzem seus estiletes nas células

vegetais, ingerindo o conteudo celular extravasado (Castilho et al., 2021).

Reducéo de crescimento das plantas e formacao de teias, o que deprecia o produto final
(principalmente no caso de ornamentais) sdo outros danos causados as plantas pelo acaro.
Os principais danos sdo caracterizados através de formacéo de manchas branco_prateadas
na face inferior das folhas abertas, e na face superior areas cloréticas, que passam a se
tornar bronzeadas podendo haver intensa formacéao de teia (Figura 2) até as folhas secarem
e entrarem em processo de abscisdo. Em casos de alta infestacdo da praga, pode haver
reducdo na produtividade em até 80%, afetando a quantidade e a qualidade de frutos. Sua
ocorréncia € maior em condi¢Oes de temperatura elevada e baixa umidade pois a praga é
favorecida pela presenca de poeira e durante o periodo seco (Hernandez-Rivera et al.,
2021).

Figura 7 (A-D). Sintomas e danos causados pelo acaro-rajado A- Morangueiro
altamente infestado pelo acaro, com folhas bronzeadas e frutos mal desenvolvidos;
B — Planta coberta com teia confeccionada pelo acaro; C — Evolucdo do ataque,
com folhas bronzeadas e secas; D — Detalhe dos &caros nas folhas. FONTE: Ribeiro
(2019).
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2.8) Estratégias de manejo quimico do acaro-rajado (Tetranychus urticae).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) um dos
meétodos de controle do acaro-rajado € o quimico Vertimec a base de abamectina, tem
classificacdo toxicologica em extremamente tdxico, em relacdo ao ambiente (Bula do
produto). Os produtos quimicos utilizados na agricultura sao classificados pelo Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente (Ibama), em relagdo aos riscos ao meio ambiente: produto
altamente perigoso (classe 1), produto muito perigoso (classe 1), produto perigoso (classe
lIl) e produto pouco perigoso (classe 1V). De acordo com os registros do MAPA, a
abamectina é um produto perigoso (grupo lll) em relacdo ao ambiente sendo causador de
toxicidade aguda e ha suspeita de toxicidade reprodutiva do seu ingrediente ativo (I1A) e de
seus metabdlitos, tendo seu uso proibido na comunidade europeia desde o ano de 2008
(Dos Santos et al., 2023).

Abamectina é ingrediente ativo de varios produtos usados como: acaricidas, inseticidas,
nematicida, com modo de acdo por contato e ingestdo para o controle de pragas em
diversas culturas. E possivel encontrar mais de 300 produtos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com este ingrediente ativo (Santos, 2020). A
abamectina € uma mistura de avermectina B 1a (80%) e avermectina B 1b (20%), ambas
com propriedades biolégicas e toxicoldgicas similares, e sdo produtos de fermentacéo
natural da bactéria Streptomyces avermitilis (Kim et al. 2017). As avermectinas sdo lactonas
macrociclicas que foram descobertas em 1975 (Omura et al.,1979) e em 1985 a abamectina
foi comercializada como um defensivo agricola (Brooks & Roberts, 1999). A figura abaixo

representa a estrutura quimica da abamectina.

OCHs

R = -CH,CH; (B1a)
R = -CHy (Byy)

OH

Figura 8: Estrutura quimica da abamectina.
FONTE: ANVISA , 2013.

33



As propriedades fisicas e quimicas da abamectina estédo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades fisicas e quimicas da abamectina.

Propriedade Valor
Formula molecular Ca8H72014
Massa molar 873,09 g mol+?
Solubilidade em agua (20°C) 1,21mglL?
Solubilidade em tolueno (20°C) 23,0gL*
Solubilidade em acetona (20°C) 72g Lt
Solubilidade em acetato de etila (20°C) 160g L?
Solubilidade em octanol (20°C) 83¢glL?
Ponto de fuséo 161,8 °C
Ponto de ebulicao Decompde-se antes de ferver
Densidade 1,189 mL™*?
Pressao a vapor a 20°C 3,70x10° mPa

FONTE: VSDB, 2019

A base para geracao de bioeletricidade nos processos organicos é realizado por canais de
ions que sédo ativados por neurotransmissores e possibilitam o transporte de ions
inorganicos (Na*, K*, Ca?* e CI) através das membranas celulares (Salgado, 2013). Esses
canais de ions transmembrana desempenham varias funcdes, como regulacdo do pH e
resposta sensorial (Dermauw et al.,, 2012). Os quatro principais neurotransmissores
encontrados nos insetos sao a acetilcolina, o glutamato, a octopamina e o acido gama-
aminobutirico, ou GABA (Irac, 2018).

A abamectina é o principal representante comercial de inseticidas conhecidos como
avermectinas que atuam como moduladores nos canais de cloreto mediados pelo
glutamato, ligando-se a um sitio secundéario do canal (ou seja, de forma alostérica) e
ativando-os de forma ininterrupta (Salgado, 2013). A ativacao dos canais de cloreto tem um
efeito inibitério na célula nervosa. Como esses canais mediados pelo glutamato estéo
espalhados por todos os musculos e células nervosas dos insetos, a sua ativacao continua
leva 0 organismo a morte por paralisia generalizada (Pozebon et al., 2021). Ao contrario de
muitas espécies de insetos que possuem uma unica subunidade de canal de cloreto, seis
unidades ortdlogas foram identificadas no genoma de T. urticae (Dermauw et al.

2012).
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De acordo com o0s registros no MAPA, a aplicacdo do Vertimec para controle do acaro-
rajado (Tetranychus urticae) na producdo de morango é feita por meio de duas aplicacdes
de 50 - 75 ml/100 L &gua, utilizando de 1.000 a 1.250 litros de calda/ha. A primeira aplicacao
€ realizada no inicio da infestacdo e a reaplicacdo obrigatoriamente em uma semana
depois, sendo que a cobertura total da planta é essencial para um bom controle de acordo

com a bula da empresa fabricante.

A abamectina é categorizado como um produto irritante ocular e seus efeitos agudos de
intoxicagcdo observados em animais de laboratério sédo tremores musculares, ataxia,
midriase e irritacdo ocular em dosagem oral maior que 300 mg/Kg, a intoxicacdo dermal
ocorre em concentracao de 2150 mg/Kg e inalatéria de 29,18 mg/Kg para machos e 18,31
mg/Kg para fémeas. Seus efeitos crénicos de intoxicacdo em animais de laboratério foram:
dilatacao das pupilas, perda de peso, letargia e tremores, porém ratos testados em todos
os niveis de dose exibiram significativo ganho de peso, maior do que os controles (MAPA,
2013). Nos mamiferos, os canais i6bnicos mediados pelo GABA sé estdo presentes no
cérebro e a abamectina dificilmente atravessa a barreira hematoencefalica em situacdes
normais, o que pode acontecer em casos de intoxicagdo com altas doses do produto; além
disso, os nervos e as células musculares dos mamiferos ndo apresentam canais de cloreto

controlados por glutamato (Mohapel et al., 2019).

A Resolucéo N° 442 publicada no Diario oficial da unido pelo Ministério da Saude e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria em 09 de dezembro de 2020 inclui o nivel aceitavel de
exposicao ocupacional agudo da abamectina de 0,0025 mg/kg de peso corpdreo em
humanos pela suspeita de causar toxicidade reprodutiva mais precisamente sob suspeita
de causar efeito adverso na lactacdo, podendo ser nocivo as criancas alimentadas com leite

materno, segundo o anexo IV da Resolugéo de Diretoria Colegiada - RDC n° 296, de 2019.

Agrotoxicos como a abamectina apesar de contribuir no controle do acaro-rajado, apresenta
efeitos letais em espécies de acaros predadores do mesmo, como P. macropilis e N.
californicus. A aplicagdo leva a possiveis desequilibrios na relacdo de inimigos naturais e
tém potencial de influenciar a interacao predador-presa (Alhewairini et al., 2023). Al-Azzazy
e colaboradores evidenciaram em 2018, que a abamectina comumente utilizada em
pomares de citros, € tdxica para um grande numero de acaros predadores, que poderiam

estar contribuindo para o controle biologico natural dos acaros nocivos como o acaro-rajado.
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E recomendo através de estudos que na producido de morango com liberacdo de P.
macropilis, devem ser evitadas aplicacdes com inseticidas ou acaricidas de elevada
toxicidade ao predador (ex.: abamectina, milbemectina, clorfenapir, etoxazol,

organofosforados, piretroides) (Adesanya et al., 2021).

Estudos realizados por Gomes e colaboradores informam que outros organismos néo-alvos
afetados pelo uso exacerbado dos agrotoxicos como a abamectina sdo os polinizadores,
fundamentais a agricultura e sua produtividade sendo esses produtos uma das principais
causas do declinio dos polinizadores nas areas agricolas. Além dos polinizadores a
abamectina apresenta toxicidade para varios organismos de outras espécies. A tabela

abaixo apresenta a toxicidade da abamectina para alguns seres vivos.

Tabela 2: Toxicidade da abamectina para alguns seres vivos.

Propriedade Valor
Mamiferos (rato) -DL50 oral agudo 8,70 mg Kg*
Mamiferos (rato) -DL50 dérmico >330 mg kg de peso corporal
Passaro (Anas plathyrhynchos) -DL50 agudo <=77,0mg Kg*
Peixe (Oncorhynchus mykiss) -DL50 agudo 3,60 ug L?

Invertebrados aquaticos (Daphnia pulex)- DL50 agudo de 48 h 0,100 pg L*
Abelhas (Apis melifera)- DL50 agudo contato de 48h 2,20 ng abelha™
Abelhas (Apis melifera)- DL50 agudo oral de 48h >11,0 ng abelha™

FONTE: VSDB, 2019.

O uso excessivo e descontrolado nas lavouras tem sido considerado um importante agente
de contaminacdo do solo e da agua (Soares et al., 2017). Véarios sdo os defensivos
utilizados que podem contaminar a agua, e a abamectina esta entre eles. Essas
informacgBes constam, inclusive, na bula do produto: se utilizada incorretamente pode
contaminar reservatorios de agua, rios, recursos hidricos e bacias fluviais, podendo interferir
nos organismos vivos aquatico. No estudo de Figueiredo et al. (2021), utilizou-se os
mesocosmos para avaliar o lixiviado em diferentes tempos e duas temperaturas diferentes
(23 e 33°C). Esses sistemas foram preenchidos com solo e contaminados com abamectina
e difenoconazol e suas misturas que séo usados na cultura do morango. Posteriormente,
estudou a toxicidade do lixiviado nos organismos Ceriodaphnia silvestrii e D. similis e da
alga Raphidocelis subcapitata. O inseticida abamectina apresentou toxicidade para as duas

espécies da ordem cladocera (ordem de pequenos crustaceos, denominadas pulgas
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d’agua), afetando a mobilidade e a taxa de alimentagdo desses organismos nas duas
temperaturas estudadas. Santos e colaboradores observaram em 2023 que peixes-zebra
(Danio rerio) apresentaram alteragcfes na movimentag&do, na postura corporal, atividade

opercular, coloracdo e comportamento em ambientes contendo abamectina.

Com relacdo ao solo, pode-se afirmar que a abamectina causa impactos negativos,
podendo acarretar a selecdo de organismos ampliando o desequilibrio e resultando em
maiores prejuizos ambientais. O uso do agrotoxico também pode diminuir a variabilidade
genética das espécies vegetais e animais que estdo presentes no ambiente em que séo
utilizados (Soares et al., 2017). Uma revisao de literatura realizada por Giacomet em 2022
abrangendo 34 artigos publicados entre 1997 a 2019 descobriram que além de
contaminacao dérmica, digestiva e respiratdria a exposi¢do dos agricultores aos pesticidas
estd diretamente associada a déficits na funcdo cognitiva e psicomotora pois inibem a
acetilcolinesterase, receptores do GABA e da acetilcolina que sao importantes
neurotransmissores associados a depressdo, evidenciando uma relacdo entre o uso
elevado de agrotoxicos, muitas vezes utilizados sem 0s equipamentos de protecdo

individual adequados, a depresséo e a um aumento da taxa de suicidio em regides rurais.

2.9) Gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais): Ciclo de vida e danos causados em
graos armazenados

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais é um inseto da ordem Coleoptera, sendo
considerada uma das principais pragas cosmopolita que afetam grdos em processo de
armazenamento sendo considerado uma praga primaria no Brasil e em alguns paises com

climas tropical (Barros et al., 2022).

Medindo cerca de 3mm de comprimento os adultos do gorgulho-do-milho possuem
coloracdo escura com manchas avermelhadas em seus élitros estriados, se tornando
visiveis apds sua emergéncia. As pecas bucais estdo inseridas em um rostro recurvado e
possuem cabeca projetada para frente (Fig 4). As larvas tém coloracdo amarelo-claro com
pontas escuras na cabeca, e as pupas sado esbranquicadas. Possuem a habilidade de voar,
por isso podem voar dos celeiros para os campos, onde comecam as infestagdes, que
podem continuar apés colheitas e se tornar uma praga destrutiva no armazém (Devi et al.,

2017; Kumari et al., 2022). Ao infestar os graos, os estagios imaturos do inseto se
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desenvolvem, além de contribuir para a entrada de pragas secundarias, acaros e fungos,

resultando em quedas no valor de mercado local e internacional (Barros et al., 2022).
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Figura 9: Ciclo de vida e caracteristicas morfolégicas do Gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais). Fonte:
Solomon, W. J (2019)

Os ovos sao colocados em pequenas cavidades perfuradas pela fémea adulta. Apos a
oviposicao, essas cavidades sao fechadas por uma substancia mucilaginosa secretada pela
mesma. Logo, essa substancia endurece, deixando uma pequena area elevada na
superficie dos graos, indicando que o grao esta infestado (Fig 5). Os ovos recém-colocados
sdo translucidos e tornam-se opacos (Devi et al., 2017). O periodo médio de incubacao do
ovo é de 6 a 9 dias a 25 °C. As larvas adentram os graos, onde se alimentam e completam
seu estagio larval (quatro instares) dentro do grdo. Em seguida, empupam-se até a
emergéncia e saida do adulto (Kumari et al.,, 2022). O gorgulho-domilho apresenta
comportamento canibal entre individuos, por isso raramente emerge mais de um individuo

adulto por gréo (Faroni et al., 2006).

O desenvolvimento desta praga da fase larval até a fase adulta é de cerca de 30 dias, e 0s
individuos adultos possuem longevidade de 3 a 6 meses (Correas, 2020). Os danos
causados aos grdos em armazenamento se devem principalmente a postura dos ovos que
eclodem em larvas no interior dos grdos e também a sua alimentacdo favorecendo a
instalacdo de outros parasitas deixando os graos destruidos e esvaziados reduzindo seus
valores nutricionais, tornando-se inviaveis para a comercializagdo e germinac¢ao (Martins,
et al., 2022). Essa espécie apresenta caracteristicas como: alta capacidade de reproducdo,
facilidade de penetracdo na massa de sementes (Rodrigues et al., 2019), numero elevado
de hospedeiro, além de conseguir sobreviver em grandes profundidades no produto

armazenado (Carneiro, 2019).
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Figura 10: Sintomas e danos causados pelo gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais) em gréos de milho.
Fonte: Obembe, O.M. (2017)

2.10) Estratégias de manejo quimico do Gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais)

O controle do S. zeamais é feito, comumente, por inseticidas quimicos sintéticos a base de
organofosforados e fumegantes a base de fosfina (Scopel et al., 2018), devido a facilidade
na aplicagéo, rapidez de acéo e baixo custo financeiro (Zilch, 2021), contudo, mesmo sendo
eficazes podem causar intoxicacdo aos aplicadores, originar insetos-pragas resistentes,
contaminar os grdos com residuos toxicos e impactar negativamente o0 meio ambiente
(Rodrigues et al., 2019).

O organofosforado clorpirifécs  (IUPAC nome: O,O-dietil 0O-3,5,6-tricloropiridin-2-ol
fosforotioato) é um inseticida amplamente utilizado para controlar uma variedade de pragas
agricolas, incluindo o gorgulho do milho (Sitophilus zeamais) e atua como um inseticida de
contato e ingestéao, interferindo com o sistema nervoso dos insetos, levando a paralisia e
morte (Drosdoski et al., 2024). Nos estudos de toxicidade aguda, o clorpirifés apresentou
toxicidade alta, moderada e baixa quando administrado pelas vias oral, cutanea e inalatéria,
respectivamente, sendo classificado como “toxico por ingestdo” e “nocivo em contato com
a pele” pela agéncia europeia. Na Europa, o Clorpirifés teve sua aprovacao expirada em
2020 devido a preocupacdes com aspectos toxicolégicos, como potencial genotoxico e
neurotoxicidade para o desenvolvimento. A agéncia europeia concluiu que ndo era possivel

estabelecer valores de referéncia toxicologicos para avaliages de risco (EFSA, 2019).
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Figura 11: Estrutura quimica do clorpirifds. Fonte:
Sigma-aldrich, 2016
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Os fumigantes sintéticos sdo medidas mais eficazes em todos os estdgios de
desenvolvimento dos insetos dentro das instalacdes de armazenamento, devido a facilidade
de difusdo em locais fechados, mantendo a integridade dos alimentos para comercializagéo
(Nayak et al., 2020; Singh et al., 2021).

O fumigante a base de fosfina mais comumente utilizado no controle de Sitophilus zeamais,
o gorgulho do milho, € o fosfeto de aluminio (AIP), que libera fosfina (PHs) quando entra em
contato com a umidade do ar. A fosfina & altamente eficaz no controle de uma variedade de
pragas de graos armazenados, incluindo o gorgulho do milho, devido & sua agéo téxica no
sistema respiratério dos insetos. Porém o produto € considerado fatal se ingerido ou inalado
e é nocivo em contato com a pele. Pode provocar danos ao Sistema Nervoso Central,

coracao, pulmdes, trato gastrointestinal, figado e rins (ANVISA, 2023).

Apesar da eficacia dos produtos sintéticos, a aplicacdo em larga escala resultaram em

efeitos adversos sobre organismos néo-alvo e no meio ambiente, bem como no

7

desenvolvimento de resisténcia entre insetos-pragas. Portanto, € necessario buscar
alternativas mais seguras, como a utilizacdo de produtos de origem vegetal, como é o caso
dos inseticidas botanicos (Nayak et al., 2020; Singh et al., 2021).

3. OBJETIVOS

3.1) OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade do 6leo essencial de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray em pragas

agricolas.

3.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Determinar os principais componentes quimicos do 0leo essencial de T. diversifolia

B. Realizar testes de toxicidade do 6leo essencial Tithonia diversifolia em modelo animal

C. elegans e comparar com as substancias comercialmente (6leo de neen e Vertimec).
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C. Avaliar a toxicidade via fumigacéo do 6leo essencial de Tithonia diversifolia no controle

do acaro-rajado (Tetranychus urticae).

D. Avaliar a toxicidade via fumigacao do 6leo essencial de Tithonia diversifolia no controle

do Gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais).

4. METODOLOGIA

4.1) Coleta de plantas e identificacdo etnobotanica.

As folhas Tithonia diversifolia foram coletadas em 30 de agosto de 2022, na Fazenda Sé&o
Jorge (latitude: 19.503 S, longitude: 41.065 W e altitude: 193 m) localizada no Municipio de
Itaguacu, sudeste do Estado do Espirito Santo, Brasil. O estudo comegou com a retirada de
10 kg de folhas antes do periodo de floracdo, permitindo que um maior nivel de metabdlitos
secundérios se concentrasse nas folhas (Gama, 2014). A identificacdo taxondémica da
planta foi realizada no Herbéario Mello Leitdo Museu de Biologia, com o exemplar nimero
de registo MBML 55380. O uso popular de T. diversifolia como biopesticida contra pragas
nas plantacdes motivou a selecao desta planta para estudo (Ajao et al., 2021).

4.2) Dados edafoclimaticos

Os dados climatolégicos no momento da coleta foram extraidos pelo Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural (INCAPER) na estacdo mais proxima do
local de coleta no municipio de Aimorés (MG), localizado a 59,7 km da Fazenda Sao Jorge.
Amostras de solo para anélise foram coletadas entre as plantas utilizadas para extracdo do
6leo essencial em trés pontos considerando o raio da distancia entre a planta e a projecao
da sua copa no solo. A espectrofotometria de absorcdo atdmica foi utilizada para a
determinacao de célcio e magnésio, esse método ocorre através da atomiza¢do da amostra,
absorcao de luz especifica pelos elementos em um espectrdmetro, e quantificacado baseada
na intensidade de absor¢cdo comparada a padrbes de calibracdo. A espectrometria de
emissao atdbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES 6ptico) foi utilizada para a
guantificacdo de enxofre, cobre, potassio, manganés, ferro e zinco, esse meétodo consiste
na excitacdo dos atomos dos elementos pela energia do plasma, seguida pela medi¢céo da
luz emitida em comprimentos de onda especificos correspondentes aos elementos

analisados. A colorimetria foi utilizada para determinacdo de matéria organica, boro
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(colorimetria azometina-H) efdsforo (colorimetria ortofosférica) no solo baseando-se na
formacdo de complexos coloridos cuja intensidade é proporcional a concentracdo do
analito, medida por espectrofotometria e o pH foi determinado pelo método eletrométrico
gue ocorre atrvés da medicdo do potencial elétrico entre um eletrodo de vidro e uma
referéncia, enquanto a acidez potencial utiliza titulacdo para quantificar a acidez ativa e
trocavel no solo. Todas as andlises seguiram os métodos de Raij et al. (2001) e Teixeira
(2017).

4.3) Analise foliar

Para andlise quimica das folhas foram escolhidas 3 plantas, e 5 folhas recém-maduras do
terco superior da copa foram coletadas de cada planta com base no método de Reuter
(2021), que envolve a coleta padronizada de uma quantidade especifica de folhas de uma
planta, geralmente selecionando folhas maduras e saudaveis de diferentes partes da planta,
como ramos principais e secundarios, para representar de forma adequada o estado
nutricional da planta como um todo. Os minerais analisados foram N, P, K, Ca e Mg, onde
o N foi analisado pelo método Kjeldahl que envolve a digestdo acida da amostra, liberacao
do amoniaco, captura em solucdo acida e titulacdo para determinar a concentracao de
nitrogénio, j4 o P por colorimetria em que a amostra foliar € digerida e o fosfato resultante
reage com reagentes especificos para formar um complexo colorido, cuja intensidade é
medida por espectrofotometria. O K, Ca e Mg por absor¢cdo atbmica onde a amostra é
digerida em acido e os ions liberados sdo detectados pela absorcdo de luz em
comprimentos de onda caracteristicos para cada elemento. As andalises foram realizadas
de acordo com os métodos da Association of Official Analytical Chemists — AOAC (2016).
As andlises de solo e foliar foram realizados no Laborat6rio FULLIN (Analise Agronémica e
Ambiental LTDA).

4.4) Extracao e andlise do 6leo essencial

Dez quilogramas de folhas foram coletados, triturados e armazenados em freezer, em
blocos de 1 kg a -20 °C por 3 dias. Entdo, o 6leo essencial foi obtido por meio de destilagdo
a vapor em aparelho tipo Clevenger, a 60 °C entre 3-4 h de duracéo (Oliveira et al. 2020)
com baldo de 5 litros. ApGs a extracéo, o Oleo foi armazenado em frasco de vidro ambar na
geladeira a -5°C até a andlise. Para calcular o rendimento do 6leo foi utilizada a equacao 1
(Santos et al. 2004).
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TO:—‘;;—X,,SXIOO (1)

Bm~— 100
onde:
TO = teor de 6leo (mL de 6leo essencial em 100 g de biomassa seca) ou rendimento de
extracao (%)
Vo = volume de 6leo extraido (ml)
Bm = biomassa vegetal (folhas) (gramas)

U = umidade da biomassa, base umida (%)

A analise dos componentes volateis do 6leo essencial de T.diversifolia foi realizado no
Laboratério Central de Andlises 1 (UFES/Alegre) por cromatografia gasosa (Shimadzu
GCMS-QP2010 SE; Japao) com coluna capilar (Support Rx-5Sil MS; 30 mx 0,25 mm,
espessura de filme 0,25 um). As analises cromatograficas foram realizados com vazao de
gas de arraste (hélio) de 1 ml/min e uma proporcao de divisao de 1:10. Apés 1 min a 60°C,
a temperatura foi elevada para 250°C (4°C/min) e mantida a 250°C durante 15 min. Os
espectros de massa foram obtidos a 70 eV. Para analise, 30 pL de 6leo essencial puro foi
diluido em 970 pL de hexano, e 1 pL desta solucdo foi injetado no dispositivo. A
identificacdo dos constituintes volateis foi feita com base nos seus indices de retencao
(Kovats, 1965) e nos seus espectros de massa, que foram comparados com dados de
referéncia (Adams, 2001).

4.5) Obtencdao e criacao de T. urticae

A populacéo de T. urticae utilizada nos bioensaios foi estabelecida a partir de coletas em
plantios de morango em 2011 no municipio de Guacui - ES (20° 46’ 36,48” S e 41° 40’
37,92” O) e a criagao foi mantidaa 25 + 1 °C, U.R. 70 + 10% e fotofase de 12 h, em plantas
de feijdo-de-porco, Canavalia ensiformes L. DC (Fabaceae) que eram substituidas a cada

cinco dias por plantas sadias.

4.6) Obtencao e criacao de S. zeamais
A coleta dos insetos foi realizada em plantio de milho no municipio de Alegre em 2012. A
criacdo e manutencao dos insetos foi realizada a partir de populagbes puras obtidas no

laboratorio do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo de Pragas
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e Doencas (NUDEMAFI) no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharia da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES) em Alegre, Espirito Santo, Brasil, localizado nas
coordenadas latitude 20° 45" 49" S e longitude 41° 31' 58" W. Para a sincronizagéo da idade
dos gorgulhos, foram utilizados 6 recipientes de vidro com capacidade para 2 litros contendo
100g de milho branco e 50 insetos adultos ndo sexados para efetuarem a postura. Para
evitar a fuga dos insetos os recipientes de criacao foram fechados com tecido tipo organza,
permitindo assim a respiragdo dos mesmos. Os recipientes contendo 0s insetos foram
mantidos em temperatura 26°C (x 2 °C) e umidade relativa de 70% e fotofase de 12 horas.
Apos o periodo de 10 dias de confinamento, os gorgulhos adultos foram retirados dos
recipientes de vidro e descartados, em seguida os recipientes contendo sementes com a

postura foram estocados até a emergéncia da proxima geracéo (Rossetto, 1972).

4.7) Ensaios

4.7.1) Ensaio de toxicidade no modelo animal Caenorhabditis elegans

Para avaliar a toxicidade do 6leo essencial de T.diversifolia, no nematéide C. elegans, este
foi criado no Laboratério LabCardio da Universidade Vila Velha, foi utilizado como
organismo modelo. Os vermes foram criados em placas contendo meio de crescimento para
nematdides, semeados com Escherichia coli OP50 e incubados a 20 °C (Brenner, 1974).
Para obtencédo dos nematéides no primeiro estagio larval (L1), os vermes foram transferidos
para trés placas contendo meio de cultura e solucdo contendo E. coli NA22 por 48 h em
demanda bioldgica de oxigénio (BOD) incubadora (modelo TE-371/240 L, Tecnal) a uma
temperatura de 20°C para estimular a reproducdo. O processo de sincronizacdo dos
nematdides no estagio L1 foi iniciado lavando as placas com agua autoclavada e
transferindo os vermes para tubos de 15 ml para que a centrifugacdo e deposicdo dos
vermes gravidos no fundo dos tubos pudessem ser realizadas. O proximo passo para a
obtencdo de vermes no estagio L1 foi a liberagdo de ovos de nematdides gravidicos
(Augusti et al., 2017; Rangsinth et al., 2019). Para isso, uma solucéo de lise contendo 10
ml de alvejante,5 mg de hipoclorito (NaOCI), 1,2 g de NaOH e 3 ml de agua autoclavada
foram adicionados aos tubos, que foram agitados por 6 min e depois centrifugados por 6
min. Apos a remocéao do sobrenadante, o pellet foi lavado com agua estéril e centrifugado
por 6 minutos. Apds o descarte da dgua os ovos sedimentados foram ressuspensos em

solucdo tampédo M9 (Rangsinth et al., 2019) e colocados em placas contendo meio de
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crescimento de nematdides sem adicdo de bactérias em incubado por 16h para eclosao

dos ovos.

Uma vez coletados os nematdides no primeiro estégio larval, 50 pL de cada tratamento e
controles positivos e negativos foram aplicados em microtubos contendo aproximadamente
1.000 vermes, e estes foram completados com tampao M9 até que o volume final em cada
microtubo fosse de 1.000 pL, em seguida foram agitados durante 30 min para testes de
toxicidade aguda. Foram realizadas trés repeticbes com duas replicatas contendo cada um
dos seguintes tratamentos: duas concentracfes diferentes de O6leo essencial de T.
diversifolia (0,3 pL e 30 pL) dissolvido em 0,1 ml de dimetilsulféxido (DMSO) em 10 ml de
agua autoclavada, resultando nas concentracdes finais de 0,3 e 30uL de Oleo essencial por
minilitro da solucé@o. Ja o 6leo de neem foi utilizado conforme especificado na bula do
fabricante numa concentracdo de 5 ml por litro de agua contendo 300 pL de azadiractina
resultando na concentracédo 0,3 yL/ml, concentragdo essa que foi usada como base nas
duas concentracdes do Oleo essencial de T. diversifolia neste ensaio, e o pesticida quimico
Vertimec® na concentracao de 4,79 ml de abamectina por litro (conforme especificado na
bula do fabricante) e 0,1 ml de DMSO (para avaliar se o solvente pode ser toxico nesta
concentracdo). Cinquenta microlitros do vermifugo levamisol diluidos em 950 pL de M9
foram utilizados como controle positivo e 1000 pL de tampao M9 foram utilizados como
controle negativo. Apds 0s vermes terem estado em contato com os diferentes produtos
testados por 30 min, os microtubos foram centrifugados (para manter os vermes no fundo
do microtubo), 500 pL do sobrenadante foram removidos e a mesma quantidade de M9 foi
adicionada para homogeneizacéao (este procedimento foi repetido trés vezes para garantir
gue nenhuma das substancias avaliada entrasse em contato com os vermes). Finalmente
os vermes foram colocados em placas de Petri separadas por tratamento contendo 10 pL
de E. coli OP50 (Augusti et al., 2017), e a taxa de mortalidade dos vermes foi avaliada
usando um microscépio apos manté-los na incubadora BOD por 24 horas (Charéo et al.,
2015).

Apos 48 h de exposicéo aos diferentes tratamentos, o desenvolvimento dos nematoides foi
avaliado utilizando um microscopio (microscopio Leica DMLS, Alemanha) medindo a area
corporal (4?) dos vermes adultos. As placas contendo os vermes expostos aos diferentes
tratamentos nos testes de toxicidade aguda foram lavadas com agua autoclavada, e os
vermes foram transferidos para tubos plasticos, 0os quais permaneceram mantidos em

repouso até a decantacdo dos mesmos. Para remover as bactérias que permaneceram no

45



meio de cultura do nematdide, o sobrenadante foi descartado e o processo repetido até que
uma solucéo limpida fosse obtida. Para tirar fotos, 15 ul da solucdo com os nematoides
foram colocados em uma lamina coberta de agarose, e 30pl de levamisol a 2,25% foi
adicionado. Dez vermes submetidos a cada tratamento foram fotografados, e o contorno de
seus corpos medidos usando o software AxioVision versdo 4.8.2 (Augusti et al., 2017;
Charéo et al., 2015).

4.7.2) Ensaio de toxicidade sobre T. urticae do 6leo essencial de T. diversifolia via

fumigacéo

Para avaliar o efeito acaricida do 6leo de T. diversifolia, foram realizados os ensaios para
andlise da toxicidade via fumigacéo do Oleo essencial T. diversifolia em fémeas adultas de
T. urticae, sendo conduzidos na temperatura de 27,4 + 1,9° C, umidade relativa de 61,5 +
7,0% e fotofase de 12 h no Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico em Manejo
Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI) localizado no campus de Alegre da
Universidade Federal do Espirito Santo. Discos foliares de feijao-de-porco de 3 cm de
didmetro foram acondicionados em copos plasticos de 50 ml forrados internamente com
uma fina camada de algodao umido, para que os discos foliares permanecessem turgidos
durante o teste e para que impedisse a fuga dos acaros da area foliar. Posteriormente 10
fémeas adultas de T. urticae entre 24 e 48 horas de idade foram transferidas
cuidadosamente da criacdo para os discos foliares localizado no fundo dos copos plasticos,
em seguida o0s pequenos copos plasticos com os discos foliares com as fémeas adultas de
T. urticae foram colocadas no fundo de recipientes de vidro de 120 ml e utilizadas como
camaras de fumigacdo. O 6leo essencial de T. diversifolia foi aplicado com pipetador
automatico, em papéis filtro com 18 cm?, fixados na superficie inferior da tampa dos
recipientes de vidro (camara de fumigacao) permanecendo 0s acaros expostos ao vapor do
Oleo essencial por 48 horas. Para a vedacao, os potes de vidro (camaras de expurgo) foram
envolvidos com plastico filme de PVC. Decorridos 48 horas de exposicdo ao oleo, foi
contabilizado o numero de &caros vivos e mortos. Os ensaios foram realizados por
delineamento inteiramente casualizado com cinco doses do 6leo essencial de T. diversifolia
(GupL/L,20pL/L,20uL/L,40 uL /L € 80 pL / L de ar) e um controle negativo (sem oleo
essencial), sendo cada tratamentos com cinco repeti¢cdes, as doses foram determinadas
atraves de ensaios preliminares. Para avaliacdo da mortalidade dos acaros foi utilizado um

estereomicroscopio binocular (ECZ-BLACK) com aumento de 80x e 0s acaros que nao
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apresentaram movimento apés um leve toque com uma pinga em seu cefalotorax foram

considerados mortos.

Figura 12: Camara de fumigacéo para teste de toxicidade em T. urticae. FONTE: Autor

4.7.3) Ensaio de toxicidade em S. zeamais do 6leo essencial de T. diversifolia via
fumigacéo

Para avaliacao do efeito fumigante do éleo essencial de T. diversifolia sobre adultos de S.
zeamais foi utilizada a metodologia descrita por Aslan et al. (2004) com adaptacdes. No
interior de recipientes de vidro de 500 ml foram adicionados 15 g de milho branco, Zea mays
L. (Poaceae) e os mesmos foram infestados com 20 adultos ndo sexados de S. zeamais
com 0 a 15 dias de idade. Na parte inferior da tampa dos recipientes foram pipetados 5
concentragdes diferentes do 6leo essencial de T. diversifolia (5 uL /L, 10 pL /L, 20 pL / L,
40 uL / L e 80 yL / L de ar) e um controle negativo (sem 6leo essencial) e os recipientes
devidamente tampados e as tampas vedadas por plastico filme, as concentracdes utilizadas
foram determinadas de acordo com as utilizadas nos testes de fumigacdo usadas nos testes
de mortalidade utilizadas no controle do acaro-rajado. ApGs 48 horas foi feita a contagem
de insetos vivos e mortos e determinadas as porcentagens de mortalidade de insetos,
sendo considerados mortos os individuos que ndo se moviam ao serem tocados com um

pincel.

4.7.4) Ensaio de repeléncia em S. zeamais do 6leo essencial de T. diversifolia via
fumigacgéo

Neste ensaio foram realizados dois testes com livre chance de escolha empregando-se uma
metodologia adaptada de Nunes e Rizental (2015). No primeiro teste foram utilizadas seis
arenas plasticas de 120 ml, interligados simetricamente a um recipiente central do mesmo

volume por tubos plasticos. Na arena central foram liberados 20 insetos adultos de S.
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zeamais, todos com idade de 5 a 10 dias e nas outras seis arenas interligados a esta foram
adicionados 10g de milho. O lado inferior das tampas das seis arenas periféricas contendo
milho receberam folhas de papel filtro de 2 cm? onde foram pipetados (pipeta automaética),
cinco diferentes concentracdes do Oleo essencial de T. diversifolia (5, 10 ,20 ,40 e 80uL/L
de ar) e o controle (sem 6leo essencial). Apos 24 horas de exposi¢cdo foi contabilizado a
guantidade de insetos atraidos para o controle negativo e para as diferentes concentracdes
do Gleo essencial sendo trés repeticdes utilizadas neste primeiro ensaio para a realizagédo
do calculo de indice de repeléncia. O indice de repeléncia (IR%) foi calculado para cada
uma das doses do O6leo essencial pelo modelo de equacdo adotado por Guerra e

colaboradores em 2019 através da seguinte equacao:

IR(%) = 100 — K%) ) 100]

Onde: IR (%) = indice de repeléncia.
T = nimero de insetos sobre a superficie tratada.

C = numero de insetos sobre a superficie controle

Ja para o segundo teste de repeléncia, foram utilizados cinco recipientes plasticos
interligados a um central, neste segundo teste foram feitas cinco repeticGes com as mesmas
concentracfes do Oleo essencial de T. diversifolia do teste anterior porém sem o controle
negativo. Este segundo teste foi realizado para determinar a concentracdo minima do 6leo
essencial suportavel pelos insetos. Apds 24 horas foram observadas a quantidade de

insetos atraidos para as diferentes concentracfes do 6leo essencial.

Figura 13: Arenas para teste de repeléncia em S. zeamais do 6leo essencial de T. diversifolia por
fumigacdo. FONTE: Autor

4.8) Anélise estatistica
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Para avaliacao da toxicidade e desenenvolvimento do 6leo essencial de Tithonia diversifolia
sobre o organismo modelo Caenorhabditis elegans foi realizada a andlise de variancia
unidirecional (ANOVA), e o teste de Tukey foi utilizado para comparar médias utilizando o
software GraphPad Prism 6.0. J& os resultados obtidos através da toxicidade por fumigacao
do 6leo essencial sob 0 4caro-rajado e testes de repeléncia sob Sithophilus zeamais foram
submetidos a andlise de variancia e os ajustes de modelo de regressao linerar ou quadratico
com nivel de significancia de 5%, com auxilio do programa estatistico GraphPad Prism 6.0

software.

5. RESULTADOS:

5.1) Dados edafoclimaticos e andlise foliar de T. diversifolia

A Tabela 3 e 4 a presentam respectivamente as condi¢des climéticas locais no momento
da coleta das folhas de Tithonia diversifolia e os valores obtidos da analise de solo e analise

foliar no momento da coleta.

Tabela 3.Condi¢8es climaticas locais no momento da coleta das folhas de T. diversifolia. Os dados
sdo as médias de trés repeticdes + seu desvio padrdo. Onde a temperatura foi aferida em graus
Celsius, umidade relativa em porcentagem, velocidade do vento em metros por segundo, radiagédo
solar em quilojoules por metro quadrado e precipitacdo em milimetros por metro quadrado.

Data Tempo Temperatura Umidade Velocidade Radiagao Chuva
meédia (°C) relativa (%) do vento solar (mm/m2)
(m/s) (KJ/m?)
09:00 18,5 87 3,2 92 0
30/08/2022 10:00 19,3 88 1,6 241 0
11:00 20,9 88 1,6 334 0
19,5 +1,2 87,610,5 2,1+0,9 222,3+122 0

A Tabela 4 apresenta os resultados da anélise de solo e da andlise quimica das folhas de
T. diversifolia, informando-nos sobre o0s nutrientes mais importantes para o
desenvolvimento das plantas (N, K, P, Ca, Mg e S), conhecidos como macronutrientes (Du
et al., 2020) e aqueles encontrados em menores quantidades (Fe, Mn, B, Zn e Cu),
conhecidos como micronutrientes, que , apesar de serem encontrados em menores
guantidades, sdo fundamentais para catalisar reacbes quimicas essenciais ao
desenvolvimento das plantas (Broadley et al., 2012), além do teor de matéria organica do

solo e do potencial de hidrogénio (pH), que foi ligeiramente &cido.
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Tabela 4: Resultados obtidos através da analise de solo e folhas de T. diversifolia. Os dados sédo as médias
de trés repeticdes + seu desvio padrdo. Onde mg/dm3 significa miligramas por decimetro ctbico, cmol ¢/dm3
significa centimol por decimetro cubico, dag/Kg significa decagrama por quilograma, g/Kg significa gramas
por quilograma e mg/Kg significa miligramas por quilograma.

Andlise de solo

Potassio (K)

Anédlise foliar

176 mg/dm3 = 72,02

Ferro (Fe)

Nitrogénio (N)

38,24 g/Kg * 2,58

117,33 mg/dm3 + 66,42

Manganés (Mn)

Potassio (K)

28,12 g/Kg % 12,4

43,33 mg/dm3 = 30,02

Fosforo (P)

18 mg/dm3 * 22,60

Enxofre (S)

8,66 mg/dm3 £ 4,72

Calcio (Ca) 21,51g/Kg * 1,81
Magnésio (Mg) 6,94 g/Kg + 1,16
Faosforo(P) 3,66 g/Kg + 0,71
Enxofre (S) 3,48 g/Kg + 0,13
Ferro (Fe) 226 mg/Kg = 69,39

Manganés (Mn)

170 mg/Kg + 81,29

Boro (B) 129 mg/Kg £ 13,11
Zinco (Zn) 78 mg/Kg + 16
Cobre (Cu) 11 mg/Kg + 2,64

Sadio (Na) 5,33 mg/dm3 £ 0,57
Zinco (Zn) 3,93 mg/dm3 £ 2,12
Cobre (Cu) 0,3 mg/dm3 + 0,17
Boro (B) 0,16 mg/dm3 + 0,02
Célcio (Ca) 2 cmol ¢/dm3 = 1,03
Magnésio (Mg) 1,16 cmol c/dm3 + 0,72
Aluminio (Al) 0,06 cmol ¢/dm3 £ 0,11
Matéria Organica 1,4 dag/Kg £ 0,5
pH 60,7

5.2) Analise quimica do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial de T. diversifolia apresentou rendimento de 0,02% e na tabela

6 estdo presentes os resultados da andlise cromatografica do mesmo. Os principais

componentes foram B-pineno, apineno e limoneno, que juntos perfazem 80,1% dos

componentes do dleo.

Tabela 5. Resultados da analise cromatografica do 6leo essencial das folhas de T. diversifolia.

Tempo de retengao Kovats

Composto (RT) calculado Nota (%)
B-pineno 10,69 977 32,67
a-pineno 8,85 935 24,74
Limoneno 13,16 1030 22,69
(E)-B-ocimeno 13,75 1043 5,64
Sabineno 10,61 975 5,03
Bornéol 19,98 1170 2,38
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Canfeno 9,45 950 2,21

Espatulenol 38,23 1582 1,58
B-cariofileno 31,52 1420 1.14
Total - - 98,08

5.3) Ensaio de toxicidade e desenvolvimento utilizando o modelo animal
Caenorhabditis elegans

A Figura 14 (Painel A) mostra imagens com ampliacdo de 10x da variacdo no
desenvolvimento do nematéide C. elegans 48 h apds exposi¢ao aos diferentes tratamentos
e controles por 30 minutos. O desenvolvimento do nematdide ndo mostrou diferenca
significativa entre o controle negativo (C), solvente DMSO (D), 6leo de neem na
concentracdo de 30 pL de azadiractina (N) e Oleo essencial de T. diversifolia nas
concentragdes de 0,3 pL (T0,3) e 30 pL (T30). No entanto, os nematdides apresentaram
uma reducédo significativa no desenvolvimento em comparagdo como tratamento com 50
pLlevamisol (L), utilizado como controle negativo, e o tratamento com 4,79 mg/L de
abamectina, composto encontrado no pesticida quimico Vertimec® (V) (Painel C). A taxa
de sobrevivéncia do organismo modelo € mostrada no Painel B, demonstrando que 0s
nematodides ndo sobreviveram a exposicao ao levamisol (L) e ao pesticida Vertimec® (V) e
tiveram uma taxa de sobrevivéncia quase zero em comparagao com o controle (C) e o

outros tratamentos.
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Figura 14. Sobrevivéncia e andlises de desenvolvimento dos nematoides e apds o protocolo de tratamento.
Painel A: imagens obtidas em microscdépio 6ptico com aumento de 10x do nematoide C. elegans ap0s teste
de toxicidade aguda das diferentes substancias avaliadas. Painel B: barra grafica da taxa de sobrevivéncia
dos nematoides ap6s 30 minutos de contato com as diferentes substancias analisadas. Painel C: avaliagcao
da area corporal dos animais ap6s exposi¢do aos diferentes tratamentos. Controle (C), Levamisol (L), D
(DMSO0), o6leo de Neem (N), Vertimec® (V), 6leo essencial de T. diversifolia na concentracéo de 0,3uL (T0,3)
e 30pL (T30). Foi utilizada ANOVA unidirecional seguida pelo teste t de Tukey. Os dados sdo expressos como
média + desvio padrdo. Colunas com letras diferentes indicam diferengas significativas (p< 0,05).

5.4) Ensaio da atividade acaricida em T. urticae do 6leo essencial de T. diversifolia

via fumigacéao

Os resultados obtidos da atividade acaricida por fumigacdo das diferentes concentragdes
do o6leo essencial de T. diversifolia podem ser evidenciados no grafico 1 em escala
logaritmica de base 10.
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Figura 15: Mortalidade do &caro-rajado, T. urticae pelo éleo
essencial de T. diversifolia apds 48 horas de exposicdo em
temperatura de 25 + 1 °C, U.R. 70 + 10% e fotofase de 12 h.

Os resultados obtidos demonstram que as porcentagens da taxa de mortalidade de T.
urticae séo proporcionais ao aumento da concentracdo do 6leo essencial de T. diversifolia
a partir de 5 pL por litro de ar e estabilizando-se a partir da dose de 80 uL por litro de ar, no

teste por fumigacéo apos as 48 horas de exposicao.

5.5) Ensaio da atividade repelente em S. zeamais do 6leo essencial de T. diversifolia
via fumigacéao

Apés a avaliacdo inseticida por fumigacdo do 6leo essencial de T. diversifolia nao
apresentar mortalidade nos insetos-praga (S. zeamais) de grdos armazenados (dados néao
mostrados), os testes de repeléncia apresentaram resultados promissores. Os resultados
referentes ao indice de repeléncia em S. zeamais em relacéo as diferentes concentracdes
do 6leo essencial de T. diversifolia e a porcentagem de insetos presentes em cada uma das
arenas contendo as diferentes concentracdes do 6leo essencial estdo demostrados nos

Gréficos 2, respectivamente.

53



110+ _ 604 a
Pl I
&
1001 PP R R = a
2 < 40
e 904 ¥ ]
o s -
= o -~
801 A ; 204 b
’ %
70{ -
é 2 c c c
60 L— : - . - e e g T
5 10 20 40 80 <,\°\ © 0 P P &
Dose (uL/L/air) Dose (nL/L/air)

Figura 16: Efeito do Oleo essencial de T. diversifolia sobre S. zeamais. A - indice de
repeléncia com livre chance de escolha por S. zeamais em relacdo as diferentes
concentracdes do 6leo essencial de T. diversifolia e B - porcentagem de insetos presentes
no centro da arena (C) e nas diferentes arenas contendo concentracdes do 6leo essencial.
Dados submetidos a andlise de analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo
teste Tukey para comparagbes multiplas. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p< 0,05).

6. DISCUSSAO

Os metabdlitos secundarios, especialmente os terpenos, desempenham um papel crucial
na resposta de defesa das plantas contra acaros e insetos parasitas. Esses compostos
guimicos volateis e ndo volateis sdo sintetizados e acumulados em diferentes tecidos
vegetais como uma estratégia adaptativa contra herbivoros (Dias et al., 2012). Os terpenos
atuam como agentes repelentes, toxicos ou inibidores de alimentacdo para uma variedade
de organismos herbivoros, interferindo em seus processos fisiolégicos, comportamentais e
metabdlicos. Além disso, a diversidade estrutural dos terpenos permite que as plantas
modifiguem suas respostas defensivas de forma especifica, ajustando a producdo e
composicdo desses compostos em funcédo do tipo e intensidade do ataque herbivoro. Essa
interacdo planta-herbivoro, mediada pelos terpenos e outros metabdlitos secundarios,
exemplifica a complexidade das estratégias de defesa das plantas na ecologia quimica
(Ninkuu et al., 2021).

O método da hidrodestilagdo, como o realizado nas folhas de T. diversifolia neste estudo, &
o principal método de extracdo de Oleos essenciais que favorece a concentracdo de
terpenos devido a sua utilizacdo de vapor d'agua como solvente e as caracteristicas

guimicas dos terpenos como a lipofilia e volatilidade (Ye et al 2023). Devido a isso muitos
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Oleos essenciais de uma diversidade de plantas sdo investigados no controle de pragas
agricolas (Chaudhari et al 2021; Dassanayake et al 2021; Fierascu et al 2020).

Entre os terpenos, os moterpenos, por serem moléculas menores apresentam maior
volatilidade sendo capazes de serem detectados pelos insetos e acaros através do olfato
(Branco et al., 2023), como € o caso do a-pineno, B-pineno, limoneno entre outros
monoterpenos identificados no oOleo essencial de T. diversifolia sendo cotidianamente
utilizados como fonte de pesquisa na producao de inseticidas botanicos (Cossetin et al.,
2021; Liao et al., 2022; Wang 2023). Esses compostos podem agir exercendo um fenémeno
de antixenose, um mecanismo que perturba o modo de vida dos artrépodes, interferindo
em seus sistemas sensoriais ou como moduladores de neurotoxinas prejudicando uma
diversidade de artropodes através do seu sistema nervoso (Glas et al., 2012). Esses
moduladores agem principalmente interferindo nos canais de sodio dos neurbénios dos
insetos que sdo responsaveis por regular a entrada de ions sédio nas células nervosas,
desempenhando um papel crucial na transmissédo dos impulsos nervosos (Caceres et al.,
2023). Essas neurotoxinas, que sdo compostos naturais descobertos na década de 40 e
com o passar dos anos transformadas em versfes mais estaveis e eficazes no controle de
pragas agricolas. Essas substancias sdo consideradas inofensivas ao meio ambiente,
possuem baixa toxicidade para mamiferos, como demonstrado neste trabalho nos ensaios
de avaliacdo de toxicidade em mamiferos utilizando o modelo animal C. elegans e, portanto,

utilizado como ingrediente ativo na maioria dos inseticidas comerciais (Rodas, 2023).

A triagem fitoquimica do Oleo essencial em estudo corrobora com analises anteriores
realizadas por Ajao e Moteetee (2017) e Tagne et al. (2018), mas difere dos resultados de
Lamaty et al. (1991), que identificaram 40,2% de (Z)-B-ocimeno na amostra analisada. O
rendimento do 6leo essencial de T. diversifolia (0,02%) foi o mesmo encontrado por
Akeumbiwo et al. (2023) mas diferiu hovamente do resultado encontrado por Lamaty et al.
(1991) para a plantas coletadas em Camarfes, que teve resultado de 0,01%. Essa
descoberta indica uma diferenca nos rendimentos e composi¢do quimica dependendo da
localizacéo, qualidade do solo, condi¢des climaticas na época da colheita, condicdo das
folhas, época e técnica de extracdo (Oyewole et al. 2008). Afa e colaboradores em 2015
destacaram em seus trabalhos o papel do ambiente na composi¢cdo quimica e atividade

biologica do Oleo essencial de T. diversifolia.
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Através deste trabalho foi constatado que o 6leo essencial de T. diversifolia possui atividade
acaricida em T. urticae por fumigacéo e a de repeléncia no coledptero S. zeamais a partir
do aumento da concentracdo do mesmo em ambiente controlado. Devi e colaboradores
também demostraram em 2022 esta atividade fumigante do 6leo essencial desta mesma
planta contra adultos do gorgulhodo-arroz, Sitophilus oryzae L., (Coleoptera: Curculionidae)
em concentracdes 95,77 e 74,68 uL/L e para o besouro castanho Tribolium castaneum
Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) em concentragdes de 102, 98 e 81uL/L de ar de apds
24, 48 e 72 h respectivamente, demonstrando que o 6leo essencial de T. diversifolia poderia
ser utilizado no manejo desses insetos que sdo considerados causadores de grandes

prejuizos em graos armazenados.

Njuguna et al. (2022) demonstraram a acdo dos monoterpenos do 0Oleo essencial de T.
diversifolia por meio de testes de em trés parasitas de plantas com resultados satisfatorios:
piolho-do-algodéo Aphis gossypii Glover (Homoptera: Aphididae), tripés-do-tabaco Thrips
tabaci Lind (Insecta: Thripidae) e mosca branca Bemisia tabaci Gennad (Hemiptera:
Aleyrodidae). Essa atividade biopesticida do 6leo essencial também foi identificada sobre
bactérias (Xanthomonas oryzae pv. oryzae e Pseudomonas fuscovaginae) na concentracao
de 125 pug/mL e fungos (Bipolaris oryzae e Fusarium moniliforme) em 5000 pg/mL, que séo
pragas agricolas que acometem sementes de arroz em armazenamento, demostrando que
o 6leo essencial de T. diversifolia pode ser usado como alternativa aos fumigantes sintéticos
(Dongmo et al. 2021). Arantes e colaboradores em 2024 também evidenciaram a atividade
pesticida dos componentes majoritarios do 6leo essencial de T. diversifolia (a-pineno e B-

pineno) no controle do carrapato-do-boi (Rhipicephalus (Boophilus) microplus).

A atividade repelente do 6leo essencial de T. diversifolia também foi evidenciado por meio
dos ensaios realizados em S. zeamais neste trabalho. Os dados obtidos corroboram com o
estudo de Oyewole et al. (2008) em que o Oleo essencial da folhas de T. diversifolia
apresentou atividade repelente em diferentes concentraces contra picadas de Anopheles
gambiae Giles (Diptera: Culicidae), Aedes aegypti L. (Diptera: culicidade) e Culex
guinquefasciatus L. (Diptera: culicidade), e o autor atribuiu essa repeléncia a presenca de
monoterpenos como o a-pineno, B-pineno, Limoneno, (E)-B-ocimeno, Sabineno, canfeno,
Espatulenol e B-cariofileno encontrados na composicéo do 6leo essencial de T. diversifolia.
O B-pineno, composto majoritario encontrado no 6leo essencial da planta em estudo, exibiu
repeléncia contra a Barata-germénica Blattella germanica (Blattodea: Blattellidae) em

estudos realizados por Han e colaboradores em 2012.
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A atividade inseticida do B-pineno, a-pineno e Sabineno foram avalidas por Cossetin et al
(2021) através do Oleo essencial da semente de Myristica fragrans (Houtt), (Noz-moscada)
contra a moscadomeéstica (Musca domestica) e a mosca cinzenta (Chrysomya albiceps);
ambas importantes vetores de doencas infecciosas patogénicas. As concentracdes de 26,
10,5 € 9,1% de B-pineno, apineno e Sabineno respectivamente apresentaram concentragao
letal a 50% para 0s insetos expostos ao papel impregnado de 6leo na concetracéo de 27,4

p/cm?2,

O limoneno também apresentou potente atividade repelente no besouro-da-farinha
Tribolium confusum DuVal (Coleoptera: Tenebrionidae), praga de grdos armazenados por
Liao e pesquisadores em 2023, e em 2022 este mesmo pesquisador avaliou a atividade
fumigante do 6leo essencial de Taxodium zhongshansha e do seu principal componente
ativo, o limoneno, contra Sitophilus zeamais evidenciando os mecanismos moleculares que
medeiam a atividade fumigante desse monoterpeno no coleoptero. O limoneno presente no
Oleo essencial de Taxodium zhongshansha apresentou forte atividade fumigante contra
Sitophilus zeamais, com concentracao letal de 50% em 9,93 L por litro de arem 24 h e o
fosfeto de aluminio, usado como controle positivo foi de 1,91 uL por litro de ar. E realizando
uma analise transcriptbmica nos insetos o0s pesquisadores deste estudo verificaram 3.982
genes regulados positivamente e 3.067 genes regulados negativamente em S. zeamais
fumigados com limoneno, correspondendo esses genes regulados a desintoxicacao
metabdlica. As concentracdes do limoneno, presente em 22% do Oleo essencial de T.
diversifolia, utilizadas nos testes de repeléncia S. Zeamais neste estudo, foram 0,52 pL,
1,05 pyL e 2,1 pL por litro de ar nas concentragdes de 20, 40 e 80 uL respectivamente nas
arenas contendo 120mL, insuficientes o bastatante para gerar mortalidade nos insetos,
como na concentragcao de 9,93 uL no 6leo essencial de Taxodium zhongshansha, porém
suficientes para causar repeléncia de 100% a partir da concentragédo de 20 yL do déleo
essencial de T. diversifolia no gorgulho-do-milho e concentracdo letal de 50% no acaro
rajado em observado neste trabalho. Isso classifica o limoneno como um terpeno que
demostra uma atividade biopesticida consideravel e que mais estudos devem ser relizados

com essa substancia no controle de pragas agricolas.

Pavela e Benelli (2016) associam os compostos majoritariamente encontrados no 6leo
essencial de T. diversifolia, como B-pineno, a-pineno e limoneno, a distarbios fisiologicos
na respiracao celular, sinapses e digestéo, levando a morte da praga como verificado com

0 acaro-rajado e também causando repeléncia como evidenciado no gorgulho-do-milho no
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presente estudo, desta forma esses monoterpenos interferem nos sistemas sensoriais dos

insetos, tornando o ambiente menos atraente para 0S mesmos.

A pesquisa sobre terpenos como ingrediente ativo no desenvolvimento de pesticidas tem
visto um ressurgimento global devido ao seu baixo risco para o0 meio ambiente e para a
saude humana (Pote¢ et al 2021). Testes para avaliacdo se uma determinada substancia é
segura para a utilizacdo no controle de pragas agricolas € essencial para e para ampliar o
nosso conhecimento sobre a mesma avaliando sua utilizagdo segura e possivel
comercializacdo. Os resultados dos testes de toxicidade e desenvolvimento realizados
utilizando C. elegans como organismo modelo mostraram que as duas concentracdes de
oleo essencial de T. diversifolia ndo foram téxicas ao nematoide e ndo apresentaram
diferenca significativa no desenvolvimento em relacdo ao controle negativo (M9) e ao
biopesticida comercial 6leo de neem. O solvente DMSO na dilui¢éo utilizada (0,3%) também
ndo apresentou ser téxico para C. elegans. Alokda et al. (2022) descobriram através de
diversos testes que concentracdes de DMSO de até 2% de DMSO nao afetaram a
longevidade em vermes do tipo selvagem, enquanto concentracfes de até 0,5% de DMSO
foram compativeis com tempos normais de desenvolvimento. 0,5% de DMSO também teve
efeito minimo na fertiidade e no movimento. Em contrapartida, o pesticida quimico
Vertimec® 18 demonstrou alta toxicidade ao nematdide e alteracdo drastica do

desenvolvimento, tendo resultados semelhantesA ao vermifugo levamisol.

Assim como as diferentes concentracdes do 6leo essencial de T. diversifolia foram testadas
no organismo modelo C. elegans, o 6leo de neem também foi avaliado de forma
comparativa. O 6leo de neem € um biopesticida que contém muitos constituintes bioativos,
incluindo terpendides, e a azadiractina, que € o principal ingrediente ativo, € um exemplo
de triterpeno (Gupta et al., 2017). Varios relatorios detalharam as atividades antialimentar,
ovicida, larvicida, reguladora do crescimento e repelentede do 6leo de neem contra uma
grande variedade de insetos e pragas (Gokce et al., 2011; Benelli et al., 2015; Kala et al.,
2019). Porém, Araujo et al. (2010) relataram que o 6leo de neem apresenta uma diminui¢ao
em sua atividade biopesticida ao longo do tempo devido a reagbes oxidativas com o0 meio
ambiente causadas por processos de degradacéo acelerados pelo ar, metais, luz e calor. A
degradacdo relativamente rapida do 6leo de neem também foi observada por Bejaoui
ecolaboradores em 2021 através da diminui¢cdo da sua estabilidade durante o periodo de
armazenamento de graos armazenados, primeiramente pela degradacéo dos acidos graxos

poliinsaturados seguido dos &cidos graxos monoinsaturados e saturados. Esta baixa
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persisténcia dos compostos do 6leo de neem, devido a decomposicédo pela luz solar,
também foi relatada por Isman em 1997 e esta diretamente envolvida no seu alto custo de
utilizacdo em larga escala, sendo essas limitacdes encontradas na utilizacdo de 6leos
essenciais no controle de pragas agricolas. Apesar disso o estudo com 6leos essenciais é
vélida pois através da descoberta de moléculas presentes nas plantas e seus respectivos
Oleos essenciais podemos produzi-las sinteticamente, como é o caso da azadiractina que

enfrenta desafios significativos devido a sua complexidade estrutural, especificidade
biolégica e requisitos técnicos e regulatorios rigorosos (Kilani-morakchi et al., 2021).

A abamectina, um dos principais métodos de controle quimico do &caro-rajado e centenas
de outras pragas agricolas, é o ingrediente ativo do pesticida quimico Vertimec®, que é um
modulador alostérico e tem como alvo os canais de cloreto controlados pelo glutamato
(GIuCl) em artropodes (Clark et al., 1995; Dent et al., 2000; Ludmerer et al., 2002; Mermans
et al., 2017; Sparks et al., 2021) e mutagcOes nestes genes que controlam tais moduladores
estdo diretamente associadas a resisténcia as avermectinas e ja foram identificadas em
Drosophila melanogaster, Plutella xylostella e no acaro Tetranychus urticae (Riga et al.,
2017; Wang et al., 2018; Xue et al., 2021). Por meio do processo de selecao natural, essas
mutacdes levam ao surgimento de cepas de artrépodes resistentes ao principio ativo do
agrotoxico Vertimec®, causando perda de produtividade ou induzindo os agricultores a
utilizarem o agrotoxico quimico com maior frequéncia e quantidade, que, como foi relatado,
causa danos a saude dos consumidores, aos agricultores responsaveis pela aplicacdo dos
agrotoxicos e ao meio ambiente. Varios casos de intoxicacdo com Vertimec® foram
diagnosticados, um deles foi relatado por Pirasath et al., (2021), em que os agricultores que

aplicaram o produto quimico apresentaram nauseas intensas.

Em relacdo aos danos ambientais, a abamectina contida no Vertimec® causou toxicidade
ao sistema respiratorio das carpas ao desencadear estresse oxidativo, inflamacéo e
apoptose e inibir a autofagia. Feng et al., (2023) demonstraram por meio de andlises
histologicas que a abamectina apresenta profunda toxicidade ao sistema respiratério dos
peixes, demonstrando 0s riscos que 0s agrotoxicos lixiviados pela agua da chuva
representam aos sistemas aquaticos. Concentragdes letais médias de pesticidas, incluindo
abamectina, bem como niveis de atividades de acetilcolinesterase (AChE) e celulase, foram
medidos em minhocas (Eisenia fetida) por Teng et al., (2022). A medida que a concentracio

de abamectina aumentou, as atividades de AChE e celulase diminuiram significativamente.
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Este estudo forneceu dados basicos para avaliar cientificamente o risco ambiental e a

seguranca do uso do principio ativo do pesticida Vertimec®.

Ao contrario dos pesticidas quimicos que tém como principio ativo a abamectina, os
artrépodes ndo desenvolvem resisténcia ou apresentam resisténcia reduzida aos 6leos
essenciais devido a acgdo sinérgica entre as diferentes moléculas e apresentam menor
toxicidade para mamiferos, conforme verificado em testes com o nematéide C. elegans, a
alta volatilidade bem como rapida degradacdo ambiental, apesar de ser uma limitacdo no
uso de Oleos essenciais a agricultura também favorecem a eficiencia de sua acéo pesticida

e a reducdo de risco a saude dos produtores rurais e ao ecossistema (Devi et al., 2022).

7. CONCLUSAO

Através deste estudo verificamos que a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de de T.
diversifolia apresenta predominantemente a presenca de monoterpenos como -pineno, a-
pineno e limoneno. De acordo com o0s ensaios utilizando o organismo modelo
Caenorhabditis elegans como modelo animal para avaliagdo da toxicidade, os resultados
obtidos mostraram que as duas concentragfes testadas de 6leo essencial de T. diversifolia
assim como o Oleo de neem nado foram téxicas e ndo alteraram o desenvolvimento do
nematoide. O ensaio relacionado a atividade acaricida por fumigacdo do 6leo essencial
sobre o acaro-rajado (T. urticae) foi verificada, assim como os testes da atividade repelente
do 6leo no gorgulho-do-milho (S. zeamais) possibilitando mais estudos para a utilizacdo dos
componentes quimicos presentes no O6leo essencial de T. diversifolia no controle de
artrépodes. Diante dos dados apresentados, concluimos que o 6Oleo essencial de T.
diversifolia ndo apresenta toxicidade ao homem nas concentragdes testadas. Esse estudo
contribui para aprimorar o conhecimento e a utilizacdo de biomoléculas encontradas em
plantas com potencial eficiéncia no controle de pragas agricolas para obtermos as mesmas
futuramente de forma sintética e assim contribuir para a substituicdo da utilizacdo de alguns

defensivos quimicos nocivos a saude humana e causadores de danos ambientais.
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