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RESUMO
As plantas constituem fontes naturais de substancias inseticidas, e vém sendo utilizadas pela
humanidade desde a antiguidade. As plantas medicinais apresentam grandes quantidades de
compostos secundarios como alcaloides, terpenos, flavondides e esterdides, que promovem alta
resisténcia ao ataque de pragas e de doencas. O género Croton, que ¢ constituido por espécies que
ocorrem naturalmente no estado de Pernambuco, onde muitas delas sdo utilizadas na medicina
popular. Estas plantas se caracterizam pela produg¢do de dleo essencial e detém expressiva
relevancia alicergada em suas fontes de componentes fixos e volateis com reconhecida atividade
bioldgica no tratamento de varias enfermidades. O conhecimento de que plantas medicinais
apresentam alta resisténcia ao ataque de doencas e pragas motivou a investigagdo do potencial
inseticida de extratos etanolicos brutos de diferentes partes de plantas do género Croton no
controle de Plutella xylostella L. e do efeito fumigante de oleo s essenciais da espécie C.
grewioides contra Zabrotes subfasciatus Boheman. Todas as plantas investigadas s3o nativas do
bioma pernambucano com uso na medicina popular pela comunidade onde sua ocorréncia é
registrada. Os extratos brutos foram obtidos por maceragdo a frio, utilizando como solvente o

etanol, a partir de folhas e caules das espécies Croton jacobinensis Baill, C. micans Muell., C.
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rhamnifolius HB.K. e C. sellowii Baill. Ja o 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo a partir
de folhas e caule de C. grewioides. Os extratos obtidos foram diluidos em concentragdes
previamente determinadas mediante experimento piloto e tiveram suas atividades testadas sobre o
desenvolvimento e sobrevivéncia de Plutella xylostella L. Para isto, com auxilio de torre de
Potter, discos de oito cm de didmetro de folhas de couve, Brassica oleracea var. acephala L.,
foram pulverizados com diferentes concentragdes dos extratos etanolicos, e oferecidos as larvas
confinadas em placas de Petri. Dentre os extratos estudados, o extrato etanolico de folhas de C.
rhamnifolium foi o mais toxico a fase larval, seguido do extrato etandlico de caule da mesma
espécie, apresentando CLsy de 14,95 e 42,40ug mL™', respectivamente. Observou-se ainda uma
interferéncia do extrato de C. rhamnifolius no desenvolvimento de P. xylostella. O 6leo essencial
obtido a partir do caule e folhas de Croton grewioides Baill. foi analisado por CG/EM. Um total
de 22 compostos foi identificado. A classe quimica predominante foi fenilpropanoide, cujo
representante majoritario, o (E)-anetol apresentou percentual de 65,5% no 6leo de folha, e 47,8%
no 6leo do caule. Bioensaio de fumigacdo foi realizado contra o caruncho do feijao Z
subfasciatus. O oleo essencial de folhas foi cerca de 3,4 vezes mais toxico eficaz do que o 6leo
essencial do caule cujos valores estimados para a CLsy foram 4,0 e 13,7 ugL'l de ar,

respectivamente.
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BIOACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACTS OF Croton AGAINST Plutella xylostella (L.)
AND FUMIGANT ACTION AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS FROM
SPECIES OF Croton grevioides (Baill.) AGAINST Zabrotes subfasciatus (Boheman.)
by
CLEIA GOMES VIEIRA E SILVA
(Under the Direction of Claudio Augusto Gomes da Camara)

ABSTRACT
Plants constitute natural sources of insecticide substances and have been used by mankind since
Antiquity. It is also known that medicinal plants present great quantities of secondary compounds
such as alkaloids, terpens, flavonoids and steroids which promote high resistance to the onset of
pests and diseases. The genus Crofon, which is made up of species that occur naturally in the
State of Pernambuco, where many of them are used in the popular medicine and characterize
themselves by the production of essential oil, owns expressive relevance founded on their sources
of fixed and volatile components with recognized biological activity in the treatment of various
illnesses. The knowledge that medicinal plants present high resistance to the onset of diseases and
pests has led us to investigate the potential insecticide of crude ethanolic extracts from different
parts of plants of the genus Croton against Plutella xylostella L. and of the essential oil of the
species C. grewioides against Zabrotes subfasciatus Boheman. All the investigated plants are
native to the biome in Pernambuco with use in the popular medicine by the community where its
occurrence is reported. The crude extracts were obtained through cold maceration, ethanol being
used as solvent, from leaves and stalks of the species Croton jacobinensis Baill, C. micans Muell.,

C. rhamnifolius H.B.K and C. sellowii Baill. The essential oil, on the other hand, was obtained
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through hydro-distillation from the leaves and stalk of C. grewioides. These extracts were diluted
into previously determined concentrations by means of a pilot experiment and their activities were
tested for the development and survival of Plutella xylostella L. To do so, with the aid of Potter’s
Tower, eight-cm diameter cabbage disks, Brassica oleracea var. acephala L., were ground with
different concentrations of the ethanolic extracts and offered to caterpillars confined into Petri’s
dishes. Among the studied extracts, the ethanolic extract from leaves of C. rhamnifolium was the
most toxic at the larval phase, followed by the ethanolic extract from the stalk of the same species,
presenting CLso of 14.95 and 42.40pg mL™', respectively. The interference of the extract of C.
rhamnifolius in the development of P. xylostella was also noticed. From the stalk and leaves of
Croton grewioides Baill essential oils were extracted through hydro-distillation and then analyzed
by GC/MS. This analysis revealed that both oils are made up of 22 compounds, in which the
predominant chemical class was that of the phenylpropanoids, whose major representative was
(E)-anetol (65.5% in the leaves and 47.8% in the stalk). The fumigant effect of both essential oils
was assessed for the woodworm of beans, Z. subfasciatus, which presented itself as potential for
the control of this pest. The essential oil of leaves presented itself about 3.4 times more effective
than the essential oil from the stalk and the estimated values for the CLsy were 4.0 and 13.7 ug

mL™ of air, respectively.
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CAPITULO 1
Introducio

O controle de pragas utilizando plantas inseticidas nao ¢ recente ¢ data desde a Idade Antiga,
sendo uma pratica que persiste até hoje. No entanto, entre as décadas de 50 ¢ 70, logo apds a
Segunda Guerra Mundial, ocorreu um avango na sintese organica, inclusive de produtos com
atividade inseticida. Moléculas como HCH (hexacloroexano), DDT, aldrin, dieldrin e clordano
foram desenvolvidas e passaram a ser utilizadas (Lagunes & Rodriguez 1992, Viegas Jr. 2003).
Entretanto, constatou-se que o emprego dessas e outras substancias foram responsaveis por
impactos ambientais, além de perderem rapidamente o espectro de agcdo, que mostraram quando
foram sintetizadas (Roel 2001, Viegas Jr. 2003). Desta forma, os estudos de controle de pragas
com produtos derivados de plantas foram retomados no inicio dos anos sessenta, com a
preocupagdo em proteger o meio ambiente (Roel 2001).

As plantas, como organismos que co-evoluem com insetos sao fontes naturais de substancias
inseticidas, j4 que as mesmas sdo produzidas e se acumulam no vegetal em resposta a um ataque
de herbivoros. Para se protegerem contra a acdo de herbivoros, as plantas desenvolveram dois
mecanismos de defesa, diretos e indiretos. Os mecanismos diretos envolvem substancias como a
silica, metabdlitos especiais (aleloquimicos), enzimas e proteinas, além de 6rgdos como tricomas
e espinhos que afetam diretamente a performance de ataque do inseto. Ja os indiretos se devem a
acao de substancias volateis, emitidas pela planta, cuja producao ¢ induzida mediante ao ataque de
uma praga, atuando na atra¢do de predadores ou parasitéides do inseto fitéfago (Birkett et al.
1999, Kato et al. 2004) . Um exemplo da acdo desses componentes volateis € aquele

biossintetizado pela planta de milho, Zea Mays L., que libera substancias pertencentes as classes
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quimicas dos alcaldides, mono e sesquiterpenos, que atuam na atragdo da vespa, Cotesia
marginiventris Cresson, que ¢ um parasitdide da lagarta-do-cartucho, Spodoptera exigua Hiibner,
uma importante praga em milharais. Neste caso, a substincia s6 ¢ produzida e emitida quando
ocorre o contato oral de S. exigua com o tecido injuriado da planta. Outro fato interessante, ¢ que
a emissdo desses volateis s6 se da durante o dia, periodo no qual a vespa tem o habito de procurar
por seus hospedeiros (Pinto et al. 2002). Assim, o estudo dos mecanismos de defesa das plantas
possibilita investigar novos inseticidas que preencham os requisitos de eficacia, seguranga e
seletividade. A exploragdo de compostos secundarios bioativos presentes no extrato bruto ou
6leos essenciais de plantas podem ser eficientes no controle de pragas.

Sabe-se, que as plantas medicinais tém sido utilizadas como fonte na obtencdo de novos
inseticidas antes do advento dos inseticidas organossintéticos (Martins et al. 1998). Essas plantas
constitituem fonte de compostos secundarios, como alcaloéides, terpenos, flavondides e esterdides
com propriedades medicinais comprovadas (Di Stasi 1996). De acordo com Martins et al. (1998),
as plantas medicinais apresentam alta resisténcia a doengas e pragas o que facilita o seu cultivo
em larga escala. Segundo Jbilou et al. (2006), os efeitos deletérios desses extratos podem ser
devido a toxicidade, inibicao de crescimento, redugdo de fecundidade, fertilidade e repeléncia.

Yang & Tangs (1988) relataram que ha forte conexdo entre espécies de plantas medicinais e
plantas com propriedades inseticidas. Assim, a selecdo de novas espécies vegetais a partir do
conhecimento prévio de seu uso na medicina popular, aumenta a chance de se descobrirem
componentes bioativos com propriedades inseticidas.

Atualmente, a propriedade inseticida de espécies de algumas familias de plantas ¢
investigada por varios grupos de pesquisa ¢ estd relacionada na utilizagdo das mesmas na
medicina popular. Como exemplo se pode mencionar a espécie Pterocaulon polystachyum D C.

(Asteraceae) que ¢ utilizada na medicina popular argentina em casos de carcinomas na epiderme
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oral humana e apresenta propriedades repelentes contra pulgas e moscas (Debenedetti 1994,
Mongelli et al. 2000). Piper aduncum L. (Piperaceae), cuja infusdo das folhas ¢ empregada como
tonico, antiespasmodico, antiemorragico e para afecgdes do figado, vesicula e baco (Lorenzi &
Matos, 2002) também ¢ conhecida por sua toxicidade a Cerofoma tingomarianus Bechyné,
(Fazolin et al. 2005). As folhas e flores do alecrim, Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) além
de possuir indicagdes terapéuticas para reumatismo, inapeténcia, debilidade cardiaca e problemas
respiratdrios sdo efetivas contra a oviposicao e a sobrevivéncia de Acanthoscelides obtectus Say,
praga de grios armazenados (Regnault & Hamraoui 1993). Outro exemplo ¢ a potente agdo
antitumoral, pesticida e inseticida dos fitoquimicos presentes nas folhas, cascas e brotos de
Annona muricata L. (Anonaceace), os quais ja foram relatados e patenteados (Alali et al. 1999).
Outras grandes familias de angiospermas, como Compositae, Gramineae, Leguminosae,
Solanceae também tém sido muito estudadas. No entanto, a familia Euphorbiaceae que tem sido
uma das menos estudadas, merece destaque especial, haja vista, ser uma das mais extensas
familias de faner6gamas compreendendo cerca de 300 géneros e 7600 espécies (Cronquist 1981).
Nessa familia, o género Crofon detém expressiva relevancia econOmica alicergada em seu
conteudo de Oleos essenciais e diversas substancias ativas como terpenodides, flavonoides e
alcaloides (Braga 1960). Este ¢ o segundo em ntimero de espécies, cerca de 1.200 distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais (Webster 1994). No Brasil sdo registradas aproximadamente 300
espécies de Croton que crescem em matas, campos ¢ cerrados de Norte a Sul do pais. Varias
espécies ocorrem na Caatinga e nas areas de Brejos de altitude de Pernambuco (Albuquerque &
Andrade 2002). No Nordeste, sdo conhecidas popularmente por marmeleiro ou velame e sdo
usadas na medicina popular no tratamento de inflamagdes, ulceras, ¢ hipertensdo (Bighetti et

al.1999, Hiruma-Lima et al. 2002).



A espécie Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), por exemplo, representa um recurso
medicinal de grande importancia no Estado do Pard. Suas as folhas e cascas do caule sdo
utilizadas em forma de cha ou pilulas, no combate a diabetes, diarréia, malaria, febre, problemas
estomacais, inflamagdes do figado, rins, vesicula e no controle de indices elevados de colesterol
(Van Den Berg et al. 1982, Martins 1989) Esta espécie também ¢ rica em diterpenos e atua
inibindo o crescimento de Heliothis virescens Fabr. (Kubo et al. 1981). Na espécie Croton
linearis Jacq. foi constatada a ocorréncia de um diterpeno com efeito inseticida para uma
importante praga da batata doce, Cylas formicarius elegantulus Summers (Alexander ef al. 1991).
Estudos realizados por Almeida et al. (1999) demonstraram que o extrato alcoolico de Croton
tiglium Willd. pode ocasionar 99% de mortalidade de Sitophilus zeamais Motsch. De acordo com
Guerra (1985), as espécies de Crofon possuem alto poder inseticida e em alguns casos sdo mais
toxicas aos insetos do que o piretro, substancia ja comercializada em varios lugares do mundo
como inseticida, que é encontrada nas flores do crisantemo, e segundo Couto & Sigrist (1995)
apresenta um largo espectro de agao.

De modo geral, a utilizacdo de plantas medicinais no controle de insetos pode ter duas
vertentes. Primeiramente, quando ¢ detectada a atividade, os compostos sdo isolados,
identificados e posteriormente sintetizados em larga escala. Em laboratorio, o novo inseticida,
através de transformagdes quimicas, pode ter seus efeitos iniciais otimizados, suprimindo ou
minimizando sua toxicidade (quando necessario) em mamiferos ou inimigos naturais. No segundo
caso, quando ¢ identificada a atividade inseticida, sua utilizacdo se da na forma de extrato vegetal
bruto. No entanto, a escolha do método esta em fungdo da complexidade das estruturas quimicas
da substancia, que poderd permitir ou ndo sua sintese, da viabilidade econdmica e tecnologica

(Fazolin 2005). Entretanto, segundo Ming (1996), menos de 1% da flora brasileira foi pesquisada



quimicamente, o que evidencia a importancia de trabalhos cujo objetivo é conhecer a composi¢ao
quimica de plantas potencialmente inseticidas.

O interesse no uso de extratos vegetais para o controle de pragas vem crescendo cada vez
mais, principalmente devido a alguns fatores, como a produ¢do de alimentos livre de residuos de
agrotoxicos, manutencdo da biodiversidade local, preservacdo e qualidade da 4gua, conservagao
de solos e por propiciar melhor qualidade de vida aos agricultores responsaveis pela producio.
Mas, para isso, € necessaria uma investigacdo minuciosa do potencial de espécies de plantas com
eficiéncia no controle de pragas, considerando, sobretudo, o conhecimento empirico e a
experiéncia popular. Sendo, portanto, o objetivo deste trabalho, estudar o potencial bioativo de
extratos etanolicos e 6leos essenciais de espécies do género Croton que ocorrem naturalmente no

Estado de Pernambuco.
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RESUMO - As espécies Croton jacobinensis Baill, Croton micans Muell., Croton rhamnifolius
H.B.K. foram coletadas em regides de Brejos de Altitude no municipio de Brejo de Madre de
Deus e Croton sellowii Baill na regido de restinga, litoral Sul no municipio de Cabo se Santo
Agostinho, PE. Os extratos brutos de folha e caule das espécies coletadas foram obtidos por
maceragdo com etanol a temperatura ambiente e foram avaliados sobre o desenvolvimento e
sobrevivéncia de larvas de Plutella xylostella L. Os extratos foram pulverizados em disco de
folhas de couve usando torre de Potter (Brassica oleracea var. acephala). As concentragdes
utilizadas foram determinadas mediante ensaios preliminares para estimar as concentracdes letais
média (CLsy) dos extratos testados. Verificou-se que C. rhamnifolius (folha) foi o mais téxico,
cuja CLs foi estimada em 14,95ug mL™, seguido dos extratos de C. rhamnifolius (caule), C.
Jjacobinensis (caule), C. jacobinensis (folha), C. sellowii (folha), C. sellowii (caule) com CLs, de,
42,40; 116,21; 183,85; 801,36; 1252,00ug mL", respectivamente. As larvas alimentadas com
discos de couve impregnadas com todos os extratos, com exce¢do do C. sellowii (caule),
apresentaram duragdo larval prolongada. Por outro lado, nenhum dos extratos afetou a duragdo da

fase pupal de P. xylostella.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas inseticidas, Euphorbiaceae, agdo inseticida, traga-das-cruciferas



INSECTICIDAL ACTIVITY OF ETANOLICS EXTRACTS OF Croton AGAINST Plutella

xylostella L. (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE)

ABSTRACT —Species Croton jacobinensis Baill, Croton micans Muell., Croton rhamnifolius
H.B.K. had been collected in heath regions in the city of Brejo Madre de Deus and C. sellowii
Baill in the region South coast, in the city of Cabo de Santo Agostinho, PE. The crude extracts of
the collected species were obtained through maceration with etanol in ambient temperature. The
etanolics extracts had been evaluated on the development and survival of larvae of Plutella
xylostella L. using the method of spraying with Potter’s tower in leaf disks from spring greens
(Brassica oleracea var. acephala). The used concentrations had been determined by means of
preliminary assays for esteem the lethal concentrations average (CLs) of tested extracts. It was
verified that the C. rhamnifolius (leaf) was most toxic, whose CLs), was esteem in 14,95ug mL-1,
followed of extracts of C. rhamnifolius (stem), C. jacobinensis (stem), C. jacobinensis (leaf), C.
sellowii (leaf), C. sellowii (stem) whose CL50 had been, 42,40; 116,21; 183,85; 801,36;
1252,00pg mL™, respectively. The larvae fed with spring greens impregnated with all extracts,
with exception of the C. sellowii (stem), had presented drawn out larval duration. However, none

of extracts affected the duration of the pupal phase of P. xylostella.

KEY WORDS: Insecticidals plants, Euphorbiaceae, insecticidals action, diamondback moth
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Introducio

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L.), ¢ considerada praga-chave no cultivo de
olericolas como a couve, o repolho e outras brassicaceas (Maranhdo et al. 1998). Trata-se de um
microlepidoptero da familia Plutellidae, cujo adulto apresenta coloragdo parda e, cerca de 10 mm
de comprimento; a fase jovem consta de quatro instares larvais em média. As larvas sdo
inicialmente esbranquigadas e posteriormente esverdeadas (Monnerat 1998, Gallo et al. 2002). As
injarias as culturas sdo ocasionadas pelas larvas que a partir do segundo instar perfuram as folhas,
diminuindo o valor do produto e tornando-o inadequado para o comércio. Quando o ataque ocorre
logo apos o transplante das mudas provoca reducdo no estande de plantas podendo os danos
atingirem a ordem de 100%, (Ooi & Kelderman, 1979, Villas Boéas et al. 1990, Chen et al. 1996,
Torres et al. 2001, Silva et al. 2003).

Diversas taticas t€ém sido empregadas no controle desta praga, sendo o uso de inseticidas
sintéticos, 0 método mais utilizado. Contudo, as populagdes de P. xylostella se destacam pela
facilidade com que manifestam resisténcia aos ingredientes ativos das formulagdes. Esta
resisténcia tem sido verificada também para produtos bioldgicos, a exemplo dos formulados a
base de Bacillus thuringiensis Berliner. Assim, sdo requeridas doses cada vez mais elevadas de
produtos sintéticos com maior toxicidade (Castelo Branco et al. 1997, Perez et al. 1997). Em
determinadas regides sdo feitas até 16 aplicagdes de inseticidas durante o ciclo da cultura. No
entanto, 0 uso constante e excessivo desses produtos além de acarretar problemas a saude do
agricultor e ao meio ambiente, exerce pressao seletiva sobre as populagdes da praga favorecendo a
selecdo de linhagens resistentes a diversos compostos quimicos, como ocorre com os inseticidas
piretrdides e fosforados (Castelo Branco 1999). Diante desta dificuldade no controle e, da
possibilidade de contaminagdo ambiental pela utilizagdo irracional destes produtos, novas

alternativas como a utilizagdo de inseticidas naturais, que minimizem os problemas apresentados
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pelos quimicos sintéticos, sdo cada vez mais estudadas e empregadas na supressao populacional
desta praga.

A verificacdo da bioatividade de extratos organicos de plantas contra pragas ¢ uma area
promissora, atualmente bastante pesquisada. A utilizagdo de produtos naturais na forma de
macerados de diferentes partes de vegetais, consiste num excelente recurso que pode vir a ser
utilizado devido ao baixo custo, facil emprego, por minimizar problemas ambientais e constituir
importantes agentes no controle de pragas (Marques et al. 2004), inclusive P. xylostella (Shin-
Foon & Yu-Tong 1993). Segundo Torres et al. (2001) a suscetibilidade de insetos aos
aleloquimicos extraidos de vegetais depende do 6rgdo e da espécie vegetal, forma de extragdo e
espécie do inseto. De acordo com Chagas et al. (2003), uma gama de compostos distintos pode ser
isolada dependendo do solvente usado na obtencdo do extrato. Afirmativa esta, corroborada pelos
estudos realizados por Stein & Klingauf (1990), os quais, verificaram que a mortalidade de Myzus
persicae Sulzer e larvas de segundo instar de P. xylostella ocasionada por extratos etanolicos e
aquosos de folhas de Prosopis juliflora Swartz foi 90 e 28% com extrato etanolico e de 6 ¢ 10%
com extrato aquoso, respectivamente. Estudos desenvolvidos por Torres et al. (2001), mostraram
a influéncia negativa dos extratos aquosos de Pereiro-do-Sertdo, Aspidosperma pyrifolium Mart.,
Nim, Azadirachta indica A. Juss, ¢ uma formulagdo comercial de Nim sobre a viabilidade larval
deste inseto, ou seja, as larvas que se alimentaram de folhas de couve impregnadas com estas
substancias ndo atingiram a fase de pupa.

De acordo com Medeiros et al. (2005), extrato aquoso das folhas de Enterolobium
contortisilliqguum Vell., Sapindus saponaria L. e Trichilia pallida Swartz apresentaram 100% de
deterréncia para a oviposicdo de P. xylostella, ou seja, interferiram negativamente na postura
deste inseto. J& Verkerk & Wright (1993) puderam observar que a azadiractina, principal

composto bioativo da planta de nim apresentam efeito ovicida para P. xylostella na concentragao
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de 10 a 100 pg/ mL™. Assim como Bezerril & Carneiro (1992), verificaram apenas 5,6 ¢ 6,8% de
emergéncia de adultos, quando as larvas foram alimentadas com extratos aquosos de Melia
azedarach L. e Mirabilis jalapa L. respectivamente.

O género Croton, pertence a familia Euphorbiaceae e reline espécies que ocorrem na
Caatinga ¢ nas areas de brejos de altitude do Estado de Pernambuco (Albuquerque & Andrade
2002). No geral s3o conhecidas popularmente como marmeleiro ou velame. S3o espécies
arbustivas ou subarbustivas com até dois metros de altura, provido de latex incolor e 6leo
essencial, este ultimo rico em terpenoides. Esses componentes volateis, que sdo os responsaveis
pelo agradavel aroma dessas plantas (Randau et al. 2004), segundo Farmer & Ryan (1990) sdo
encontrados geralmente em todas as partes das plantas aromaticas, apresentam uma enorme
diversidade estrutural, o que aumenta as chances desses Oleos essenciais de se tornarem
verdadeiras fontes de substincias bioativas, podendo apresentar algum efeito adverso na biologia
de artropodes.

As espécies do género Croton que ocorrem naturalmente no Estado de Pernambuco e
amplamente estudadas no que diz respeito as propriedades farmacoldgicas também apresentam
potencial no controle de P. xylostella conforme constataram Torres et al. (2001). Estes autores
verificaram que a utilizacdo do extrato aquoso de Crofon sp. afetou a viabilidade pupal de P.
xylostella, sendo que de 65% das pupas submetidas ao tratamento ndo houve emergéncia de
adultos. Puderam observar, ainda, que a viabilidade larval de P. xylostella foi reduzida, em média,
36,67% quando o mesmo extrato foi utilizado. Estes e outros estudos reforcam o potencial da
utilizagdo de produtos botanicos, especialmente obtidos a partir de espécies de Crofon no controle
da traga-das-cruciferas.

Assim, este trabalho objetivou avaliar o potencial dos extratos etandlicos de caule e folhas

de C. jacobinensis Baill, C. micans Muell., C. rhamnifolius HB.K., e C. sellowii Baill.
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encontradas naturalmente no Estado de Pernambuco no desenvolvimento e sobrevivéncia de P.

xylostella.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Laboratério de Produtos Naturais Bioativos do Departamento de
Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, onde foram preparados os
extratos e, no Laboratorio de Biologia de Insetos do Departamento de Agronomia, Area de
Fitossanidade da UFRPE, onde foram conduzidos os bioensaios com a P. xylostella.
Selecdo e coleta das espécies vegetais. Foram selecionadas, para condugdo dos bioensaios,
quatro espécies de Croton. O critério adotado para a sele¢do dessas espécies baseou-se na
utilizagdo das mesmas na medicina popular. As espécies selecionadas foram, Croton jacobinensis
Baill.,, C. micans Muell., C. rhamnifolius HB.K e C. sellowii Baill.. As partes das plantas
utilizadas no bioensaio foram folhas e caule. Tendo sido as trés primeiras espécies coletadas na
area de Brejos de Altitude do municipio de Brejo da Madre de Deus, e ultima na praia de Gaibu
no municipio de Cabo de Santo Agostinho. As espécies coletadas foram identificadas pela
especialista em género Croton, Maria de Fatima Araujo Lucena - UFPE. Uma excicata de cada
espécie foi catalogada sob os n°® 45553 (C. jacobinensis), 48218 (C. micans), 48217 (C.
rhamnifolius) e 45622 (C. sellowii) e depositada no Herbario Vasconcelos Sobrinho no
Departamento de Botanica da UFRPE.
Preparacio dos extratos etanolicos. O processamento das plantas foi realizado no Laboratorio
de Produtos Naturais Bioativos da UFRPE. Folhas e caules, apds a coleta foram colocadas em
estufa a temperatura de 40° C por um periodo de 48 horas. Em seguida, as partes de cada espécie
foram trituradas separadamente em moinho e pesadas. Cerca de 220g do caule de C. jacobinensis

foi acondicionado em um recipiente de vidro, o qual foi adicionado etanol até cobrir todo o
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material vegetal. A maceracao foi realizada a frio por um periodo de 72 horas com intervalos de
24 horas para assegurar a extracdo do maior nimero de substincias a partir da matriz vegetal. O
extrato foi filtrado, e evaporado a pressdo reduzida com o intuito de minimizar possiveis
degradagdes dos constituintes quimicos pela acdo da temperatura elevada. Apds a retirada do
solvente obteve-se 9,13g de material oleoso de cheiro forte, o qual foi denominado de extrato
etandlico bruto do caule de C. jacobinensis. Esse mesmo procedimento foi utilizado com o caule e
folha de todas as outras plantas previamente selecionadas. O rendimento de cada extrato ¢
apresentado na Tabela 1.

Preparo das concentragdes. As concentracdes utilizadas em todos os experimentos (Tabela 2)
foram preparadas a partir de uma solugdo hidroalcodlica. Para facilitar a dissolucdo dos extratos
na agua destilada, adicionou-se ao extrato bruto 0,5mL de etanol e o volume foi para uma
concentragdo de 1mg de extrato bruto/mL de solugdo hidroalcodlica.

Criacao de Plutella xylostella. A criagdo foi estabelecida a partir de pupas obtidas junto a
criagdo-estoque mantidas no Laboratorio de Biologia de Insetos da UFRPE. Os adultos emergidos
foram sexados e acondicionados em gaiolas plasticas teladas, contendo um recipiente com esponja
embebida em 4gua, cujo objetivo era manter a umidade relativa adequada para os insetos no
interior da gaiola. Sobre a esponja foi colocado um disco de papel filtro (& 8,0cm) e sobre o
mesmo, nas mesmas dimensdes, um disco de folha de couve manteiga, B. oleracea var. acephala,
para a realizagdo das posturas. Os adultos foram alimentados com solugdo de mel a 10%,
fornecida em espuma de poliuretano acoplada em um orificio circular na parte superior da gaiola.
Diariamente, os discos de folha de couve com as posturas, foram transferidos para placas de Petri
datadas, onde permaneceram até a eclosdo das larvas. Em seguida, os discos contendo as larvas
foram colocados em recipientes plasticos retangulares contendo folhas de couve manteiga,

provenientes de cultivo orgénico, as quais serviram de alimento. As larvas permaneceram nestes
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recipientes, onde as folhas de couve eram trocadas diariamente até atingirem a fase de pupa,
quando eram recolhidas em tubos de ensaio vedados com plastico de PVC contendo
microorificios para circulagdo de ar.

As pupas foram armazenadas sob temperatura ambiente até a emergéncia de novos adultos,
os quais eram transferidos para as gaiolas anteriormente mencionadas dando origem a uma nova
geragdo da praga.

Bioensaios com Plutella xylostella. Discos de folha de couve (B. oleracea var. acephala)
proveniente de cultivo organico com 8 cm de diametro foram pulverizados com 2ml da solugdo
hidroalcoolica dos extratos etanolicos brutos do caule e folha das plantas selecionadas em
diferentes concentragdes Tabela 2. Para efetuar as pulverizagdes utilizou-se torre de Potter
calibrada a pressao de 10Ib/pol?. A testemunha consistiu de discos pulverizados com a solugao
hidroalcoolica sem o extrato. Apos a pulverizagdo, os discos foram postos sobre papel de filtro a
temperatura ambiente para retirada do excesso de umidade. Posteriormente foram transferidos
para placas de Petri e acondicionados sobre um disco de papel de filtro. Os testes foram
conduzidos a temperatura de 30 + 1°C, umidade relativa 70% + 10 e fotofase de 12h. Foram
realizados testes preliminares para obtencdo de faixas de respostas, ou seja, intervalos de
concentragdo dos extratos que ocasionaram mortalidade do inseto proximo de zero até proximo de
100%. Dentro deste amplo intervalo, foram obtidas faixas mais estreitas de respostas para serem
utilizadas na obtencdo das concentracdes letais médias (CLsy).

Efeito dos extratos de Croton sobre as Larvas. O método utilizado para avaliar a viabilidade
larval e pupal em diferentes concentragdes dos extratos etanolicos brutos foi realizado de acordo
com o metodologia descrita por Torres et al. (2001) e Boiga Junior et al. (2005) com algumas
modificac¢des. Discos de folha de couve tratados foram colocados em placas de Petri contendo

disco de papel de filtro umedecido com agua destilada. Em cada placa foram confinadas dez
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larvas de P. xylostella recém-eclodidas (0-24h). Cada tratamento consistiu em uma das
concentragdes dos diferentes extratos brutos e contou com 10 repeti¢des. A primeira avaliacao da
mortalidade foi feita 72h ap6s o confinamento das larvas, contabilizando-se o niimero de
individuos mortos e substituindo os discos de folha de couve por outros nao tratados. Apds a
primeira avaliagdo, as outras foram realizadas a cada 24h e os discos de folha trocados a cada 48h
até que as larvas atingissem o estagio de pupa. As pupas de cada tratamento foram
individualizadas em placas de teste ELISA® para avaliagio da viabilidade pupal.

Analise dos dados. Os pardmetros biologicos avaliados foram a mortalidade e duracio das fases
larval e pupal. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado constituido de
47 tratamentos (diferentes concentragdes dos extratos do caule e folhas das espécies de Croton)
com 10 repetigdes, cada repeticdo contendo 10 larvas recém-eclodidas. Foram calculadas as
curvas de concentragdo-mortalidade dos extratos para as larvas utilizando-se o programa
estatistico SAS (SAS Institute 2000), cuja probabilidade de aceitacdo da hipdtese de nulidade pelo
teste x2 fosse maior que 0,05. Por meio dessas curvas, foram estimadas as CLsy de cada extrato
(Finney 1971). Os extratos foram considerados estatisticamente diferentes quando os intervalos de
confianga a 95% (IC 95%) das CLsy ndo se sobrepuseram. No calculo das CLs, algumas das
concentragdes foram suprimidas para melhor ajuste do modelo. Para verificar se houve influéncia
dos diferentes extratos na duragdo larval e pupal, os resultados foram submetidos a analise de

regressao (SAS Institute 2000).

Resultados e Discussiao
Os percentuais dos extratos etanolicos brutos, obtidos a partir de caule e folhas das
diferentes espécies de Croton, variaram para o caule entre 3,9% (C. micans) e 4,2% (C. sellowii) e

para os extratos da folha variaram entre 4,5% (C. micans) e 6,0% (C. sellowii) (Tabela 1).
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Dentre os extratos testados o que apresentou maior toxicidade as larvas de P. xylostella foi o
de folhas de C. rhamnifolius, pois requereu menor quantidade (14,95 pg mL™") para causar 50%
de mortalidade na populagdo, seguido dos extratos de C. rhamnifolius (caule), C. jacobinensis
(caule), C. jacobinensis (folha), C. sellowii (folha), C. sellowii (caule) com valores de CLsy de
42,4; 116,21; 183,85; 801,36; 1252,00ug mL™", respectivamente. Ja os resultados obtidos com a
aplicag¢do do extrato de C. micans (folha), devido a heterogeneidade dos dados, ndo apresentaram
distribuicdo de Probit. Os parametros das curvas de concentragcdo-mortalidade s3o apresentados na
Tabela 2.

Os extratos de C. rhamnifolius (folha), C. rhamnifolius (caule), C. jacobinensis (folha) e C.
sellowii (folha) sdo similares entre si. J4 os extratos do caule de C. jacobinensis e C. sellowii
diferiram entre si e entre os demais. De acordo com os coeficientes angulares (B) a maior
inclinagdo da curva ocorreu com a aplicagdo do extrato de C. sellowii (folha), o que significa que
pequenas variagdes na quantidade deste extrato podem provocar grande alteragdao no seu potencial
de mortalidade. A razdo de toxicidade do extrato de folha de C. rhamnifolius foi de 2,83; 12,30;
10,78; 53,60 e 83,75 em relagdo aos extratos C. rhamnifolius (caule), C. jacobinensis (folha), C.
Jjacobinensis (caule), C. sellowii (folha), C. sellowii (caule), respectivamente (Tabela 2).

Os extratos apresentaram-se eficientes para o controle de P. xylostela, uma vez que, C.
Jjacobinensis (folha e caule), C. rhamnifolius (folha e caule), C. sellowii (folha e caule) e C.
micans (folha) nas maiores concentragdes utilizadas ocasionaram mortalidades totais (larvas e
pupas) de (95, 100), (100, 100), (100, 98) e 95% respectivamente (Tabela 3). A maior ou menor
atividade de um extrato esta associada ao tipo de solvente utilizado em sua preparacao, outros
fatores devem também ser levados em consideragcdo, como a parte do vegetal utilizada na
preparacdo dos extratos ou mesmo as espécies de insetos utilizados no bioensaio. (Trindade et al.

2000). Randau et al. (2004), estudando algumas espécies de Croton, afirmam que os terpenodides,
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substancias que podem estar associadas ao efeito inseticida, sdo encontrados em todas as partes da
planta, havendo predominancia dessas substancias nas folhas e raizes. Este fato pode explicar a
maior toxicidade dos extratos de folhas de C. rhamnifolius e C. sellowii comparados com dos seus
caules.

As larvas alimentadas com discos de couve impregnados com o extrato de folha de C.
jacobinensis, C. rhamnifolius, C. sellowii e C. micans ¢ extrato de caule de C. jacobinensis ¢ C.
rhamnifolius tiveram, aparentemente, a duracdo prolongada nesta fase a exce¢do do extrato de
caule de C. sellowii (Fig. 1, 2 e 3), cujo valor de Y da equagao foi igual a média (7,2 + 0,06 dias),
nao demonstrando significancia do tratamento. O prolongamento da fase larval ¢ um fato que
também foi observado nos experimentos realizados por Torres et al. (2001), com varios outros
extratos vegetais, inclusive com extrato aquoso foliar de Croton sp. Neste caso o alongamento do
ciclo de P. xylostella quando foram utilizados os extratos etandlicos de folha de C. jacobinensis,
C. rhamnifolius, C. sellowii, C. micans e extrato etanolico de caule de C. jacobinensis e C.
rhamnifolius pode ser devido a presenca de substincias inibidoras de crescimento ou
fagodeterrentes. Isto constitui um fato relevante, uma vez que aumenta o tempo de exposicao da
praga aos inimigos naturais, assim como o tempo médio de cada geracdo, culminando em menor
crescimento populacional da praga (Hernandez & Vendramim 1997, Torres et al. 2001).

Os extratos ndo afetaram a duracdo da fase pupal de P. xylostella. Para todos eles o valor de
Y na equacdo foi igual a média. C. jacobinensis (folha), C. rhamnifolius (folha), C. sellowii
(folha) C. micans (folha), C. jacobinensis (caule), C. rhamnifolius (caule) e C. sellowii (caule)
apresentaram fase de pupa de 4,5 + 0,01; 3,3 + 0,02; 3,93 + 0,01; 4,1 + 0,03, 4,4 + 0,03; 4,0 +
0,03, 4,4 + 0,03, 4,1 + 0,02 dias, respectivamente. E esses valores ndo diferiram de acordo com as
concentragdes utilizadas. Entretanto, a viabilidade desta fase foi afetada pelos diferentes extratos

(Tabela 3). Estes resultados também estdo de acordo com os obtidos nos experimentos realizados
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por Torres et al. (2001) com extrato aquoso foliar de Crofon sp. Apesar de alguns extratos ndo
terem demonstrado influéncia sobre a biologia de P. xylostella na fase de pupa, os estudos com as
plantas utilizadas neste trabalho ndo devem ser descartados, uma vez que outros solventes podem
potencializar a retirada de outros constituintes bioativos. Conforme afirma Costa et al. (2004), em
alguns trabalhos tém sido verificadas diferengas nos componentes extraidos de acordo com o tipo
de solvente utilizado na preparagdo dos extratos.

De acordo com resultados obtidos nesse trabalho, a toxicidade observada para os diferentes
extratos testados, contra a traga das cruciferas, propiciard novos estudos promovendo a descoberta
do(s) principio(s) ativo(s) responsavel(eis) pela acdo inseticida por meio de abordagens
metodoldgicas fitoquimicas objetivando o seu isolamento, caracterizagdo e determinagdo
estrutural. Outra perspectiva de estudo pode ser voltada para a avaliagdo das concentragdes
efetivas em condi¢des de campo, a persisténcia, os mecanismos de a¢do e os demais aspectos
necessarios para viabilizar o uso comercial dos referidos extratos, principalmente com o extrato

foliar de C. rhamnifolius por ter apresentado o melhor resultado para o controle de P. xylostella.
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Tabela 1. Percentuais dos extratos etanolico brutos do caule e folha das espécies de Croton

Espécie Parte da planta Quantidade (g) %
Croton Caule 250 4,12
rhaminifolium Folha 250 5,57
Croton jacobinensis Caule 220 4,15
Folha 300 5,90
Croton sellowii Caule 230 4,20
Folha 300 5,01
Croton micans Folha 270 4,50
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Tabela 2. Concentracao letal média (CLsg) e razdo de toxicidade (RT)de extratos etandlicos
de espécies de Croton sobre larvas de primeiro instar de P. xylostella alimentadas com folhas de

couve tratadas com diferentes concentra¢des dos distintos extratos.

Esgizlzeosnde Parte  n' (I.C.E9qsl‘l>zg§§ra B) (I.(Slésg%) * P RT
C. rhamnifollius  Folha 600 Y =-1,495+ 1,272]l0gcone. 14,95 3,44 04858 -
(1,062 — 1,483) b* (11,03 — 19,22)

Caule 400 Y =-2,138+ 1,314l0g conc. 42,40 d 3,78 0,1510 2,83
o (075-15)b (3289-5556)
C. jacobinensis ~ Folha 600 Y =-2,896 + 1,278l0g conc. 183,85 ¢ 6,80  0,1468 12,30

(1,073 - 1,485)b (148,47 — 224,63)

Caule 600 =-1,531 + 0,741108 cone. 116,21 ¢ 6,86  0,1432 10,78
L (0606-087T)c (7830-16415)
C. sellowii Folha 500 Y=-4,853+ 1,671108 cone. 801,36 b 291  0,4062 53,60

(1,378 — 1,965) b (670,23 — 951,21)
Caule 400 = -8,1417 +2,6283 .o 1252,00 a 0,21  0,8990 83,75
e (211-304%a  (106400-144600) '
C. micans Folha 700 Nao assumiu PROBIT

'Nutimero de insetos testados

* Intervalo de confianga & 95% de probabilidade para o coeficiente angular

?Razdo de Toxicidade entre os extratos

* Equagdes seguidas de mesma letra minuscula nas colunas nio diferem estatisticamente entre si
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Tabela 3. Porcentagem de mortalidade de larvas (+ EP) e mortalidade total (larvas e
pupas) (+ EP) de Plutella xylostella alimentada com discos de folhas de couve tratados com

diferentes concentragdes (ug mL™") de extratos etandlicos de espécies de Croton.

Espécie Parte Concentragdes Mortalidade de larvas Mortalidade total
Folha 25 18,0 + 0,23 32,0 +4,67
50 30,0+ 0,30 39,0 +3,79
100 35,0+,0,32 46,0 + 3,40
200 45,0 +0,36 55,0 + 2,69
400 62,0 + 0,426 71,0 + 5,67
800 84,0 + 0,49 88,0 + 3,60
Croton jacobinensis 1600 9104051 950%307
Caule 25 32,0+ 0,29 40,0 + 7,88
50 45,0+ 0,37 55,0 +8,72
100 48,0+ 0,37 53,0 +5,78
500 47,0 +0,367 61,0 +7,29
1000 70,0+ 0,45 82,0 + 6,63
2000 79,0+ 0,475 100,0
____________________________________________________ 4000 930+052 1000
Folha 5 24,0 +0,26 40,0 +4,22
25 67,0 +0,44 77,0 + 3,67
50 77,0 + 0,47 85,0 +3,73
100 82,0 +0,48 87,0 +3,35
200 91,0 + 0,51 95,0 + 1,67
___________________ 40 9704053 10004000
Croton rhamnifolius Caule 5 15,0+ 0,21 32,0 +3,89
25 32,0 +0,31 44,0 + 10,24
50 53,0 £ 0,39 59,0+ 5,26
100 48,0 +0,37 72,0+ 5,54
200 57,0 + 0,40 74,0 +5,62
400 67,0+ 0,42 75,0 + 6,19
80 840+051 1000
Folha 250 17,0+ 0,23 30,0+ 6,15
500 41,0+ 0,343 65,0+ 4,54
1000 59,0+ 0,41 75,0, + 4,28
2000 70,0+ 0,52 100,0
4000 74,0 +0,46 100,0
6000 82,0+ 0,48 100,0
Croton sellowii 8000 9604052 1000
Caule 25 7,0+ 0,14 32,0+5,13
500 15,0 + 0,21 27,0+ 5,18
1000 23,0+ 0,24 75,0 +5,82
2000 67,0 + 0,45 90,0 +4,3
4000 90,0+ 0,51 96,0 + 1,63
____________________________________________________ 6000  970%053  980%133
250 12 + 0,19 23,0 +4,23
500 16 + 0,22 26,0 +4,27
1000 15+0,21 27,0 +4,95
Croton micans Folha 2000 21+0,25 33,0+ 7,62
4000 40 + 0,34 53,0 +4,48
6000 73 + 0,46 88,0 + 5,12
8000 93 +0,52 95,0 + 2,69
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Figura 1. Duracdo em dias (£EP) da fase larval de P. xylostella em fun¢do do tratamento com

diferentes concentragdes (ug mL™) dos extratos de C. jacobinensis (folha), C. rhamnifolius (folha).
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Figura 2. Duragdo em dias (xEP) da fase larval de P. xylostella em funcdo do tratamento com

diferentes concentragdes (ug mL™) dos extratos de C. sellowii (folha), C. micans (folha).
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Figura 3. Durag¢dao em dias (£EP) da fase larval de P. xylostella em funcdo do tratamento com

diferentes concentracdes (ug mL™) dos extratos de C. jacobinensis (caule) e C. rhamnifolius

(caule).
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CAPITULO 3
COMPOSICAO QUIMICA E ACAO INSETICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS DE Croton

grewioides (Baill) SOBRE Zabrotes subfasciatus (Boheman)'

CLEIA G. V. SILVA® & CLAUDIO A.G. DA CAMARA®
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1Silva, C.G.V., HB. C.A.G. Camara. Composicao e atividade inseticida do oleo essencial de
Croton grewioides (Baill) sobre Zabrotes subfasciatus (Boheman). Journal Essential Oil Research
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RESUMO - O 6leo essencial do caule e folhas de Croton grewioides Baill. da Regiao do Agreste
de Pernambuco, Brasil, foi obtido por hidrodestilagdo e analisado por CG/EM. 22 compostos
foram identificados, os quais representaram 98,6% e 99,8% do total de constituintes nos 6leos de
caule e folhas respectivamente. C. grewioides produz um o6leo com predominancia de
Fenilpropandides, cujo principal componente ¢ (E)-anetol (65,5% nas folhas e 47,8% no caule).
Outros componentes majoritarios foram encontrados nas folhas: metil eugenol (10,6%) e (E)-
metil iso-eugenol (4,7%). Foram identificados no 6leo de caule (E)-metil iso-eugenol (30,0%),
cadaleno (8,4%) e metil eugenol (4,6%). A atividade inseticida do oleo essencial de C. grewioides
foi avaliada sobre o caruncho do feijao Zabrotes subfasciatus (Boheman) sendo a CLsy para o

o6leo essencial de folhas 3,4 vezes menor do que a estimada para o 6leo essencial do caule.

PALAVRAS-CHAVE: Euphorbiaceae, (E)-anetol, (E)-metil iso-eugenol, metil eugenol, agdo

fumigante, caruncho
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Composition and Insecticidal Activity of the Essential Oil of Croton grewioides Baill. against

Mexican Bean Weevil (Zabrotes subfasciatus Boheman).

ABSTRACT: The essential oils of leaves and stems of Croton grewioides Baill. of the “agreste”
region of Pernambuco, Brazil, were obtained by hydrodistillation and analyzed by GC and
GC/MS. Twenty-two components were identified, which represented 99.8 % and 98.6 % of the
total constituents in the leaf and stem oil, respectively. Croton grewioides produced an oil with
predominance of phenylpropanoid compounds, whose principal component was (E)-anethole
(65.5% in the leaf and 47.8% in the stem). Other major components found in the leaf oil were
methyl eugenol (10.6%) and (E)-methyl isoeugenol (4.7%). Other components identified in the
stem oil were (E)-methyl isoeugenol (30.0%), cadalene (8.4%) and methyl eugenol (4.6%). The
insecticidal activity of C. grewioides was evaluated against Mexican bean weevils, Zabrotes
subfaciatus (Boheman) resulting in a LCsy for the leaf oil, which was 3.4 times less than that

obtained from the stem oil.

KEY WORD: Euphorbiaceae, (E)-anethole, (E)-methyl iso-eugenol, methyl eugenol, fumigant

action, mexican bean weevil
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Introducio

O bioma Caatinga ¢ caracteristico da flora do Nordeste do Brasil. A vegetagdo ¢ composta
principalmente por arvores e espécies arbustivas de pequeno porte que sdo bem adaptadas as
drésticas condi¢des climaticas (Sampaio, 1995). Tais florestas sdo ricas em arbustos aromaticos e
arvores pertencendo a varios géneros, como: Eugenia (Oliveira et al. 2005), Piper (Oliveira
2006a), e Cordia (Oliveira 2006b), as quais possuem espécies que foram anteriormente
investigadas pelo nosso grupo de pesquisa. Outras espécies amplamente distribuidas na restinga e
regido do semi-arido sdo aquelas pertencentes ao género Croton (Euphorbiaceae), que ¢ um dos
maiores géneros de plantas com aproximadamente 1.300 espécies, das quais 300 ocorrem no
Brasil (Heywood et al. 1993). Espécies de Croton sao relatadas como ricas em terpendides (6leo
essencial e diterpenos) e alcaldides. Devido a grande diversidade das propriedades bioldgicas
apresentadas por esses constituintes quimicos, o género Croton estd entre os mais ricos da familia
Euphorbiaceae como fonte de compostos bioativos (Guerrero, et al. 2004). No Brasil,
especificamente na regido de caatinga, no agreste de Pernambuco, espécies do género Crofon sao
conhecidas popularmente por velame ou marmeleiro e sdo utilizadas para os mais variados fins
(Farnsworth et al. 1996).

A busca por propriedades inseticidas em plantas medicinais tem crescido bastante nos
ultimos anos, tornando-se numa forma promissora na descoberta de novas espécies vegetais como
agentes fumigantes contra pragas de graos armazenados (Tewary et al. 2005). Umas das espécies
que tem se revelado como excelente fonte de compostos inseticidas sdo as que pertencem ao
género Croton (Bandara et al. 1990, Alexander ef al. 1991, Kubo et al. 1991). Essas espécies, em
geral sdo aromaticas e, portanto, se caracterizam pela producdo de 6leos essenciais, os quais
devido a sua alta volatilidade e possivel agdo fumigante, podem ser testados no controle de pragas

de produtos armazenados como alternativa ao fumigantes comumente usados, como fosfina e
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brometo de metila, os quais apresentam efeitos indesejaveis aos inimigos naturais, ao meio
ambiente e a satide humana.

Insetos-praga sdo os maiores problemas na producao mundial de feijao (Gallo et al. 2002).
O aumento do cultivo tem resultado no aumento de incidéncia de pragas, incluindo os
bruquideos, que atacam varias sementes de importidncia econdmica. Dentre os bruquideos,
Zabrotes subfasciatus, (Boheman), comumente conhecido como caruncho do feijdo ¢ a maior
praga de feijoes armazenados, sendo responsavel por consideraveis prejuizos durante a estocagem
de sementes no Nordeste brasileiro. Estima-se que as perdas de feijdo com esta praga sao
superiores a 35% no Nordeste, e entre 7 ¢ 17% no Brasil (Gallo ef al. 2002).

Apesar do fato de Z. subfasciatus estar amplamente distribuido regides tropicais e ser uma
importante praga para as sementes de feijdo, as informagdes na literatura referente ao uso de 6leos
essenciais no seu controle sdo escassas (Weaver et al. 1991, Oliveira & Vendramim 1999). O
levantamento de informagdes na literatura revelou que poucas plantas, de diferentes familias, tém
sido estudadas quanto ao seu potencial inseticida contra Z. subfasciatus. Materiais obtidos a partir
dessas espécies t€m sido usados para limitar os danos causados por essa praga em graos
armazenados, como por exemplo: 6leos essenciais (Oliveira & Vendramim 1999, Weaver et al.
1991), oleos fixos (Schoonhoven 1981, Hall & Harman 1991), e pés e extratos de diferentes
partes das plantas (Weaver et al. 1994a, Weaver et al. 1994b, Paranhos et al. 2005).

Entre as espécies de plantas aromaticas que sdo abundantes na Caatinga de Pernambuco esta
Croton grewioides Baill. Esta planta constitui um arbusto de 1,5 m de altura, que cresce
naturalmente nas areas de pastagens naturais entremeadas por matas e afloramentos rochosos na
zona do agreste pernambucano a uma altitude de 740 m. Na caatinga, essa planta se caracteriza
pelo cheiro agradavel proveniente principalmente de suas folhas. Até o presente momento, o 6leo

essencial desta espécie ndo teve a composi¢do quimica investigada, bem como seu potencial
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inseticida avaliado. Assim, como parte do estudo sistematico da composi¢ao quimica e potencial
inseticida das plantas aromaticas do bioma Caatinga do Estado de Pernambuco, este trabalho
estudou a composicao quimica dos 6leos essenciais do caule e folhas de C. grewioides Baill. e seu
potencial fumigante contra Z. subfasciatus Boheman, uma importante praga de feijoes

armazenados no Nordeste do Brasil.

Material e Métodos

Selecio e coleta do material. Folhas e caules frescos de C. grewioides Baill. foram coletados na
Regido de Caatinga do municipio de Bezerros, Pernambuco, Brasil a uma altitude de até¢ 740m. A
planta foi identificada pela especialista M.sc. Maria de Fatima de Aratjo Lucena - UFPE e
registrada sob o numero 42193 e uma exsicata foi depositada sob o nimero 42193 no Herbario
Professor Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco.

Criacao de Z. subfasciatus. Os insetos utilizados nos bienssaios foram obtidos no Laboratério de
Entomologia Agricola da UFRPE e criados em recipientes de vidro de 0,3L a temperatura de 27°+
0,5° C, umidade relativa de 75 + 5% e fotofase de 12h. Os recipientes de vidro foram tampados
com voil e graos do feijdo, Phaseolus vulgaris L. cv. Carioca, foram utilizados como substrato
alimentar.

Obtencao dos o6leos essenciais. Os 0leos essenciais do caule e folhas frescas (cerca de 100 g, para
cada parte) foram obtidos usando um aparelho Clevenger modificado pela técnica de
hidrodestilagdo por duas horas. As fracdes dos 6leos obtidas foram separadas e secas com sulfato
de sédio anidro (Na,SO4) e armazenadas em recipientes de vidro hermeticamente fechados a
temperatura inferior a 8° C. O célculo do rendimento foi realizado através da relacdo do volume
de o6leo volatil recolhido do aparelho de Clevenger modificado com a massa de material vegetal

utilizado na extragao.
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Cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM). Os oleos obtidos do caule e folhas de C. grewioides Baill. foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas utilizando um cromatégrafo HP 5890B
SERIES 1I, acoplado a um espectrometro de massas HP-5971, equipado com uma coluna capilar
de silica fundida J & W Scientific DB5 (30 m x 0.25 mm x 0,25 pm).

A andlise por Cromatografia Gasosa (CG) foi obtida utilizando um aparelho Hewlett
Packard 5890 SERIES II equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID) e com uma
coluna capilar de silica fundida J & W Scientific DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25um). As
temperaturas do injetor e detector foram, respectivamente, 220°C e 285°C. Usou-se o hélio como
gas de arraste, a uma vazdo de 1 mL/min; o programa de temperatura da coluna foi 40°C (1
minuto) até 220°C a 4°C/min; 220°C até 280°C a 20°C/min. Os espectros de massas foram obtidos
com um impacto eletrénico de 70 eV, 0,84 scan/seg de m/z 40 a 550. O hidrogénio foi usado
como gas de arraste, com velocidade de fluxo 1,5 mL/ min, modo split (1:10). Uma solugdo de
1,5pL com 10mg de 6leo em acetato de etila foi injetada. Os indices de retengdo foram obtidos
pela co-inje¢do do 6leo com uma mistura de hidrocarbonetos lineares C;;-Cy4 € calculados de
acordo com a equagdo de Van den Dool & Kratz (1963).

Os compostos foram identificados com base na comparagdo dos indices de retengdo
calculados com os disponiveis na literatura (Adams, 1995), seguida pela comparagdo do
fragmentograma de padrdes dos massas reportados na literatura (Adams, 1995), bem como pela
comparagdo direta das sugestdes dos massas disponiveis na biblioteca do computador (Wiley,

com 250.000 compostos), contemplando apenas as similaridades entre os fragmentogramas.
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Bioensaio de Fumigaciao. O método para avaliar a toxicidade dos vapores dos 6leos do caule e
folhas foi baseado na metodologia proposta por (Aslan et al. 2004) com modificagdes. Os testes
foram conduzidos a temperatura de 25+ 2° umidade relativa de 70+8% e fotofase de 12h.
Recipientes de vidro com volume de 2,5L foram usados como camara de fumigagdo. Cada
repeti¢do consistiu de 10 casais de Z. subfasciatus com idade variando entre 0 e 24h. Para cada
dose, trés repeticoes foram utilizadas. Os 6leos foram aplicados em refis confeccionados com tiras
de papel de filtro medindo 2x1 cm, os quais foram fixados na superficie interna da tampa da
camara de fumigacdo. Foram testadas cinco doses de cada oleo, 5; 7,5; 10; 12,5 e 15uL,
correspondendo as seguintes concentragdes: 2, 3, 4, 5 e 6uL L' de ar, de acordo dados
preliminares. Para evitar o contato direto dos insetos com o refil impregnado com o 6leo, um
pedago de filo foi acoplado a superficie superior do recipiente. Procedimento semelhante foi
utilizado para a testemunha, na qual, ndo foi aplicada nenhuma substancia no refil. Decorrido um
periodo de 24 h avaliou-se o nimero de insetos mortos. Foram considerados mortos os insetos que
ndo apresentaram mobilidade apds serem tocados com a extremidade de um estilete.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P=0,05) utilizando-se o programa SANEST 3.0. Os dados foram submetidos
também a andlise de Probit (SAS Institute 2000) para estimar a concentracao letal média (CL s¢)
responsavel pela mortalidade de 50% da populacdo de, Z subfasciatus, com intervalo de

confianca de 95%.

Resultados e Discussao
O rendimento dos o6leos de caule e folhas de C. grewioides foi 0,5 e 2,4% (v/m),
respectivamente. O indice de retencdo e a percentagem de compostos identificados em cada 6leo

constam na Tabela 1.
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Um total de 22 compostos foi identificado, perfazendo 98,6 ¢ 99,9 % dos 6leos de caule e
folha, respectivamente. Dos 22 compostos, somente (E)-anetol, metil eugenol, (E)-metil iso-
eugenol, B-cariofileno, 6-cadineno e 6xido de carifileno foram encontrados simultaneamente nos
6leos de caule e folhas. Ambos os 6leos mostraram predominéncia de benzendides (92,2% no
caule e 90,2% nas folhas), enquanto que os terpendides representaram somente 9,6% nas folhas e
6,4% no caule. O estudo do 6leo essencial de C. grewioides revelou fenilpropandides como a
principal classe de compostos benzenoides encontrados tanto nas folhas quanto no caule. Mas,
enquanto que todos os componentes benzendides identificados no 6leo da folha pertencem a
classe dos fenilpropanoides, no 6leo do caule, além de fenilpropandides, outros compostos
benzenodides foram encontrados, como p-anasaldeido (1,.4%) e cadaleno (8,4%) (Tabela 1).

O (E)-anetol foi o principal constituinte identificado no 6leo de folhas (65,5%) e do caule
(47,8%). Por outro lado, outros componentes presentes no 6leo de folhas, em menor percentual
sdo: metil-eugenol (10,6%), B-cariyofileno (4,5%), (Z)-anetol (4,7%) e (E)-metil-isoeugenol
(4,7%) foram outros componentes do 6leo das folhas identificados em menor quantidade.

O oleo essencial de varias espécies de Croton tem sido caracterizado pela predominancia de
constituintes quimicos da classe dos monoterpenos e sesquiterpenos como principais componentes
(Meccia et al., 2000). Fenilpropanéides, como anetol ¢ derivados do eugenol, sdo mais comuns
nos 6leos de erva-doce, cravo e mangericdo e tém sido relatados como os principais componentes
dos 6leos essenciais de outras espécies de Croton encontradas em diferentes partes do mundo,
como por exemplo, C. zehntneri and C.nepetaefolius, no Brasil (Morais et al., 2006); C. molambo
e C. cuneatus na Venezuela (Suarez et al. 2005); C. pseudonivenus e C. suberosus no México.
(Perez-Amador et al. 2007).

Ambos os 6leos foram toxicos para o caruncho do feijdo, cuja mortalidade variou com o

aumento da concentragdo aplicada. De fato, Z. subfasciatus mostrou-se mais suscetivel ao 6leo
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das folhas do que do caule. Apos 24h de exposicdo a maior dose do 6leo de folhas (15 - 6pL L
de ar) obteve-se uma eficiéncia de 95% de mortalidade, enquanto a mesma dose e tempo de
exposi¢do para o 6leo de caule induziu 70% de mortalidade (Tabela 2).

Comparando o potencial dos 6leos testados, o de folha revelou maior agdo fumigante sobre
Z. subfasciatus. O valor da CLs, do 6leo de folhas (4,0 pL L™ de ar) foi 3,4 vezes menor do que o
valor estimado para o 6leo de caule (CLsp = 13,7 uL L' de ar) (Tabela 2). Investigagdes prévias
em relacdo ao potencial inseticida de oleos essenciais tém mostrado, em geral, que essa
toxicidade, constatada para os dleos essenciais de diferente de plantas, sobre pragas de graos
armazenados estd relacionada aos componentes majoritarios (Aslan et al. 2004). Portanto, a
toxicidade observada neste trabalho, para os 6leos de essenciais de C. grewioides pode esta
relacionada aos fenilpropandides, componentes principais identificados no 6leo das folhas: (E)-
anetol (65,5% na folha e 47,8% no caule), metil-eugenol (10,6% na folha), e (E)-metil iso-eugenol
(30,0%) no caule. Na mesma linha de raciocinio, pode-se sugerir que a maior toxicidade
observada para o 6leo das folhas pode ser atribuida ao seu componente principal, que estd
presente em maior quantidade, cerca de 1,4 vezes mais no 6leo da folha do que no caule, e devido
a sua comprovada atividade inseticida (Ho et al., 1997, Huang et al., 2002, Chang & Anh 2002
Morais et al., 2006), sem deixar de levar em consideragdo o provavel efeito sinérgico ou
antagonico resultante de outros componentes, presentes no 6éleo em menor percentagem. De fato,
fenilpropanoides identificados no 6leo de C. grewioides como componentes principais, como (E)-
anetol, metil eugenol e seus derivados sdo conhecidos por apresentarem propriedades inseticidas.
Alguns estudos, que reportam as propriedades inseticidas de 6leos essenciais de algumas plantas,
inclusive do género Crofon sdo relacionadas a presenga, no 6leo, de fenilpropanoides, por
exemplo: C. zenhtneri, que mostra alta atividade contra larvas de dedes aegypti, cujo constituinte

bioativo foi o anetol (Morais et al. 2006). Em outro estudo, Ho et al., (1997) também mostraram
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que (E)-anetol apresentou acdo fumigante contra Blatella germanica, Ho et al. (1997) e Huang et
al. (2002) mostram que os fenilpropanoéides: (E)-anetol, eugenol, iso-eugenol e metil-eugenol,
compostos identificados no 6leo de Illicium verum revelam propriedades inseticidas contra duas
pragas de graos armazenados, Tribollium castaneum e Sithophilus zeamais.

Com base no exposto acima, ¢ de acordo com os resultados obtidos nesse trabalho pode-se
inferir que os 6leos essenciais de C. grewioides apresentam potencial como agente fumigante, e
que podem vir a ser usados de forma sistematica para limitar as perdas causadas por pragas de
graos armazenados incluindo o controle de Z. subfasciatus. Conseqiientemente, a possibilidade do
uso deste fumigante natural para o controle requer maiores investigagdes a cerca do
custo/beneficio desta pratica e novos e mais aprofundados estudos sdo necessarios antes de seu

uso sistematico.
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Tabela 1. Percentagem relativa dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais do caule

e folhas de C. grewioides Baill.

Composto RI' Folha Caule Composto RI' Folha Caule
1,8-cineol 1031 0,1 - -cariofileno 1423 4,5 0,2
linalool 1103 - 0,2 oa-trans-bergamoteno 1439 0,3 -
canfora 1145 - 1,5 (Z)-metil iso-eugenol 1458 2,9 -
a-terpineol 1192 - 0,9 germacreno D 1484 04 -
metil chavicol 1201 1,9 - (E)-metil iso-eugenol 1497 4,7 30,0
(Z)-anetol 1254 4,6 - cubebol 1518 0,5 -
p- anysaldeido 1256 - 1,4 d-cadineno 1528 1,3 0,2
(E)-anetol 1287 65,5 47,8 spatulenol 1579 1,6 -
o.-copaeno 1379 0,1 - oxido de cariofileno 1585 0,8 0,5
B-elemeno 1396 - 0,3 -acorenol 1636 - 2,6
metil eugenol 1405 10,6 4,6 cadaleno 1679 - 8,4
T Total 98,8 98,6

" Indices de retencdo. Os valores do tempo de retengdo foram calculados em
funcdo do tempo dos n-alcanos em coluna DB-5.
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Tabela 2. Mortalidade (médias + DP) de adultos do caruncho do feijao, Z. subfaciatus,

expostos por 24h aos 6leos essenciais de caule e folhas de C. grewioides e concentragao letal

estimada para cada 6leo.

Mortalidade
Concentragdo (kL) Folha Eficiéncia (%) Caule Eficiencia (%)
Testemunha 0,3+0,47 aA' - 1,0+0,81 aA -
2 12,3+ 1,24 bA 61,5 1,3+ 0,47 aB 7,7
3 14,0 + 1,63 bA 70,0 2,3+ 0,47 abB 11,7
4 15,6 + 1,24 bcA 78,4 4,3+ 0,94 bcB 21,7
5 16,0 +2,16 bcA 80,0 6,7+ 0,94 c B 33,3
6 19,00 + 1,41 cA 95,0 14,0 +£ 0,81 dA 70,0
Clas 4,0 uL/L ar2 ) 13,7 uL/L ar )
(1,98-5,26) (10,43-58,75)

'Médias (+ DP) seguidas por pelo menos uma letra minascula na coluna ou maitiscula nas linhas
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
*Intervalo de confianga a 95% de probabilidade para o coeficiente angular.
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