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Resumo

Sabe-se que uma grande porcentagem da producao e do armazenamento dos graos de feijao
¢ perdida pelo consumo de insetos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade inseticida
do 6leo essencial de Hyptis marrubioides no controle de Zabrotes subfasciatus. A extracao do 6leo
essencial foi realizada pelo método de hidrodestilacao em aparelho de Clevenger, por uma hora e
meia e o ensaio bioldgico foi conduzido no Laboratério de Microscopia/I[FSULDEMINAS, Campus Mu-
zambinho. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, constituido de cinco
concentracoes de 6leo essencial (0,0; 6,25%; 12,5%; 25% e 50%), com quatro repeticdes contendo
um casal de Z. subfasciatus por repeticao. Realizou-se o teste de mortalidade e inibicao de oviposi-
cao. Utilizou-se trés graos de feijao tratados com 5 microlitros (uL) de solugédo e trés nao tratados,
caracterizando assim um teste com chance de escolha. Como controle, utilizou-se 100 uL de alcool
70%. Apds a aplicacao dos tratamentos, observou-se a reagao dos individuos de Z. subfasciatus,
evidenciando que os Tempos Letais (TL) diminuem conforme h& um aumento e contato direto dos
insetos com as concentracoes do 6leo essencial de H. marrubioides. A aplicacao do 6leo essencial
foi bastante efetiva, pois ocorreu mortalidade total dos insetos adultos e nenhuma oviposicéo. O in-
tervalo de tempo de 28 minutos foi suficiente para provocar mortalidade de todos os individuos. Foi
possivel observar que o 6leo essencial de H. marrubioides possui efeito inseticida sobre Z. subfascia-
tus, podendo auxiliar no manejo integrado de Z. subfasciatus em feijao armazenado.

Palavras-chave: Hortela-do-campo. Planta medicinal. Inseticida natural. Caruncho-do-fei-
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1 Introducao

Dentre as familias vegetais conhecidas e utilizadas popularmente e, portanto, com elevado
potencial quimico, ricas em espécies aroméaticas de grande importancia econémica (SIMOES; SPIT-
ZER, 2000), encontra-se a Lamiaceae com aproximadamente duzentos e sessenta e quatro géneros
descritos (USDA, 2007). Hyptis marrubioides Epl. € uma espécie pertencente a esta familia, endé-
mica da regiao do cerrado brasileiro e conhecida popularmente como hortela do campo.

O género Hyptis Jacq (Lamiaceae) inclui cerca de trezentas espécies de ampla ocorréncia na
Ameérica Tropical (WILLIS, 1973; HARLEY, 1988). Plantas desse género apresentam grande impor-
tancia como fonte de constituintes bioativos, possuindo varios efeitos bioldgicos, como atividades
antimicrobianas, citotdxicas e inseticidas (KUHNT et al., 1995).

Zabrotes subfasciatus é classificado como uma praga secundaria de graos, pois se utiliza
principalmente de sementes j& processadas, em armazenamento. As fémeas, apds selecionar o sitio
de oviposicao, colocam os ovos na superficie externa do grao e a larva, quando eclode, penetra di-
retamente para o interior deste grao, consumindo seus tecidos internos. Todos os estagios imaturos
(larval e pupa) sao desenvolvidos dentro do grao, de onde o inseto sai apenas quando se torna adulto
(TEIXEIRA; ZUCOLOTO, 2003). No caso do feijao, leguminosa de maior importancia como fonte de
proteina vegetal no Brasil, o desenvolvimento deste inseto, afeta negativamente a aparéncia, palata-
bilidade e aceitabilidade do grao pelo consumidor. Nesses graos ocorre significante reducdo da qua-
lidade nutricional, perda de peso e depreciacao comercial devido, ndo apenas a presenga de insetos,
como também de seus fragmentos (HOHMANN; CARVALHO, 1989). Em sementes, a germinacao e o
vigor podem ser reduzidos, significantemente, devido ao ataque de insetos (OLIVEIRA et al., 1979).

Atualmente, os inseticidas naturais tém sido cada vez mais requisitados pelo mercado, prin-
cipalmente pelo aumento da pressao do consumo cada vez mais consciente, pois estes inseticidas
apresentam inimeras vantagens quando comparados ao emprego de seus pares sintéticos, como a
de serem obtidos de recursos renovaveis e por serem rapidamente degradados, nao deixando residuos
nem nos alimentos nem no meio ambiente.

O desenvolvimento destes compostos requer tempo e também um estudo sistematizado que
preencha requisitos, tais como seletividade contra inimigos naturais, baixa toxicidade para mamife-
ros, biodegradabilidade e auséncia de fitotoxicidade, além dos requisitos econdmicos para que sua
producao em alta escala seja viavel (VIEIRA et al., 2001).

Os efeitos dos inseticidas botanicos sobre os insetos sao variados, podendo ser toxico, repe-
lente, causar esterilidade, modificar o comportamento, o desenvolvimento ou reduzir a alimentacao
(ARNASON et al., 1990; BELL et al., 1990). A acao téxica de produtos naturais aos insetos geral-
mente ocorre por diversos mecanismos, porém, pode ser especifica a determinado grupo de insetos.
Esta pode ser constatada por meio de bioensaios onde as substancias naturais sao aplicadas topica-
mente ou por ingestao (BUENO et al., 1990).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade inseticida do 6leo essencial
de H. marrubioides no controle de Zabrotes subfasciatus.

3 Material e Métodos

3.1 Extracao do dleo essencial

A extracao do éleo essencial de inflorescéncias frescas de plantas H. marrubioides foi reali-
zada no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), pelo método de hidrodestilacao em aparelho de Clevenger, por uma hora e meia. O 6leo
essencial foi purificado por particao liquido-liqguido com diclorometano. A fase organica foi reunida e
tratada com 5 g de sulfato de magnésio anidro durante trinta minutos. Apds esse periodo a solucao
foi filtrada e o solvente evaporado em temperatura ambiente, sob capela de exaustao de gases.
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3.2 Ensaio bioldgico

0 ensaio biolégico foi conduzido no Laboratério de Microscopia do Instituto Federal do Sul de
Minas (IFSULDEMINAS), Campus Muzambinho.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, constituido de cinco concentra-
coes de dleo essencial de H. marrubioides (0,0; 6,25%; 12,5%; 25% e 50%), com quatro repeticoes
contendo um casal de Z. subfasciatus por repeticao.

Um casal, recém-emergido de Z. subfasciatus (0-24h) foi colocado em cada placa de Petri,
contendo trés graos de feijao tratados (T) e nédo tratados (NT). Foi realizada uma marcacao longitudi-
nal para separar os graos tratados dos nao tratados, caracterizando assim um ensaio com chance de
escolha para o inseto.

O feijao (Phaseolus vulgaris L. cv. Carioca) utilizado no experimento estava isento de qualquer
contaminacao quimica.

A aplicagao das cinco concentragoes do 6leo essencial de H. marrubioides foi realizada com
uma micropipeta e o volume final de 6leo essencial aplicado/grao foi de 5 uL. Foi realizada a diluicao
do 6leo essencial em alcool 70% para preparacao das concentragoes utilizadas no experimento. No
tratamento controle (auséncia total de 6leo essencial), foi aplicado apenas alcool 70% nos graos de
feijao em um lado da placa de Petri, sendo que no outro lado da placa nao foi aplicado. Este proce-
dimento foi adotado para verificar se o solvente utilizado (&lcool 70 %) nao interfere na mortalidade
dos insetos. A descricao das concentracdes utilizadas para realizagao da diluicao do 6leo essencial no
solvente segue na Tabela 1.

Tabela 1. Preparo das solucdes para aplicagao nos graos de feijao.

Tratamento 1 100 microlitros alcool 70% (Testemunha)

Tratamento 2 50 microlitros &lcool 70% e 50 microlitros de éleo essencial
Tratamento 3 75 microlitros &lcool 70% e 25 microlitros de éleo essencial
Tratamento 4 87,5 microlitros &lcool 70% e 12,5 microlitros de 6leo essencial
Tratamento 5 93,75 microlitros alcool 70% e 6,25 microlitros de 6leo essencial

Fonte: Elaboracdo dos autores

Apobs quinze dias da montagem dos experimentos, o nimero de ovos depositados sobre os
graos em cada recipiente foi contado com o auxilio de um microscépio estéreo (lupa) binocular. A
mortalidade dos insetos e comportamento foi avaliada durante todo o dia.

Os dados de porcentagem de mortalidade dos insetos e nimero de ovos depositados foram
analisados estatisticamente por analise de variancia e posteriormente, foi aplicada anélise de regres-
sao e teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade pelo programa SISVAR®, versao 5.0 (FERREIRA,
2000).

4 Resultados e Discussao

Foi possivel realizar a contagem de ovos depositados na superficie dos graos apenas no Trata-
mento 1 (Testemunha/sem aplicacao de 6leo essencial de H. marrubioides). Foi observado nos ovos,
coloragao amarelo-claro, ocasionada pelo fen6meno de oxidacao (Figura 1) e todos os individuos de
Z. subfasciatus apresentavam vitalidade e mobilidade intensa. A eclosao dos insetos nos graos ocor-
reu dezoito dias apds a contagem dos ovos.

Os demais tratamentos (com as concentracdes de 6leo essencial) impediram a oviposicao
causando a letalidade do Z. subfasciatus.
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Figura 1. Deposicdo de ovos de Z. subfasciatus sobre graos de feijao nao tratados com o éleo essencial de H.
marrubioides.

De acordo com a Figura 2 é possivel observar que nao houve diferenca significativa para a
contagem do ndmero de ovos de individuos de Z. subfasciatus com teste de chance de escolha na
testemunha (Tratamento 1). Nos graos tratados com alcool a média foi de 1,84 ovos/grao e nos graos
nao tratados com alcool a média foi de 1,17 ovos/grao.
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Figura 2. Nimero médio de ovos de individuos de Z. subfasciatus por grao ndo submetidos a aplicacao do 6éleo
essencial de H. marrubioides (com chance de escolha: graos tratados com alcool e nao tratados).

As médias seguidas da mesma letra, nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de proba-
bilidade.

Verificou-se apés um minuto da aplicacao do tratamento dois (50% de 6leo essencial), que
o casal de Z. subfasciatus apresentou alteracdes visiveis no seu comportamento. Uma intensa agita-
cao motora, perda de orientacdo espacial e do senso de equilibrio, fazendo uma rotacao ao longo do
seu eixo longitudinal, tentando passar por baixo do grao, chegando a desloca-lo alguns milimetros,
atritando seus membros locomotores uns contra os outros em um movimento intenso, chegando até
a se enroscarem. Apds cinco minutos houve a perda da mobilidade total, chegando a 100% de mor-
talidade dos insetos na concentracao de 25% do 6leo essencial (Figura 3). Os insetos que entraram
em contato direto com o grao na placa morreram em pouco mais de dez segundos e os outros que
nao tiveram contato direto em aproximadamente cinco minutos.

A mortalidade destes insetos na exposicao ao 6leo em superficie contaminada, segundo San-

tos et al. (2007) deve-se, provavelmente, a sua respiracao traqueal, localizada lateralmente através
de pequenos orificios (espiraculos), o que favorece a absorgao do 6leo e, consequentemente, a morte
por asfixia.
Nos tratamentos quatro e cinco (12,5 e 6,25 % de 6leo essencial), verificou-se um tempo maior para
os insetos chegarem a morte. A perda de mobilidade foi lenta e progressiva, chegando a ficarem imé-
veis vinte e oito minutos apds contato com o grao que recebeu o tratamento (Figura 3).

Nesse sentido, Roel (2001) cita que a influéncia dos efeitos e o tempo de acao das solucoes
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sao dependentes da dosagem utilizada, de maneira que a morte ocorre nas dosagens maiores e 0s
efeitos menos intensos e mais duradouros nas dosagens menores.
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Figura 3. Tempo de mortalidade de individuos de Z. subfasciatus em fungéo de diferentes concentragdes do
6leo essencial de H. marrubioides.

Os Tempos Letais (TL) diminuem conforme h& contato direto e aumento da concentracao
do 6leo essencial de H. marrubioides aplicada. Os tratamentos com o éleo essencial mostraram-se
efetivos, pois provocaram mortalidade total dos insetos adultos e nenhuma oviposigao. Para as qua-
tro concentragdes testadas, o intervalo de tempo de vinte e oito minutos foi suficiente para provocar
mortalidade de todos os individuos.

A atividade inseticida de 6leos essenciais pode ocorrer de diversas formas, causando mortali-
dade, deformacoes em diferentes estagios de desenvolvimento, repeléncia e deterréncia. A atividade
repelente € 0 modo de agdo mais comum dos 6leos essenciais e de seus componentes majoritarios.
Por meio do contato, podem interagir com o tegumento do inseto, além de atuar em enzimas diges-
tivas e neurolégicas (ISMAN, 2006). No presente estudo, foi possivel observar que o contato dos
insetos com as concentracdes do 6leo essencial de H. marrubioides promoveu a mortalidade mais
rapida dos insetos.

0 uso de extratos de plantas inseticidas, inclusive os compostos aleloquimicos como os 6leos
essenciais, foram empregados no controle de insetos antes do advento das substancias organicas
sintéticas (REGNALT-ROGER, 1997). Tradicionalmente, o controle de pragas tem sido realizado com
aplicacoes sucessivas de inseticidas e fungicidas sintéticos, porém, o uso continuo desses produtos
tem sido considerado indesejavel devido aos efeitos negativos, tais como o desenvolvimento de resis-
téncia dos insetos a estes produtos; aparecimento de novas pragas ou ressurgéncia das existentes;
desequilibrios bioldgicos; efeitos prejudiciais aos animais e inimigos naturais; além dos elevados
custos de aplicagao dos produtos (KOGAN, 1998).

O modo de acao pode estar diretamente relacionado aos compostos terpendides, como a
inibicao da acetilcolinesterase (VIEGAS JUNIOR, 2003). A acetilcolina deve ser removida da fenda si-
naptica por meio de uma hidrdlise catalisada pela acetilcolinesterase. Caso isso nao aconteca, ocorre
0 acumulo do neurotransmissor na fenda, impedindo uma transmissao correta do potencial de acao,
que pode levar o animal a morte por faléncia respiratéria (CHAMBERS; CARR, 1995).

Os mecanismos de agao tdxica dos 0Oleos essenciais ainda nao foram bem elucidados, no
entanto, o aparecimento de sinais téxicos é rapido. Dados de Enan (2001) descrevem o inicio da
acao toxica dos 6leos essenciais em baratas (Periplaneta americana) com hiperatividade, seguida por
hiperextensao das pernas e do abdémen, imobilizagdo e morte. Alguns estudos demonstram que a

a
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octopamine induz essas reacoes (LIVINGSTONE et al., 1980; HARRIA-WARRICK et al., 1980), pois
desempenha um amplo espectro de funcdes biolégicas em insetos, agindo como neurotransmissor,
fator neuro-hormonal ou neuromodulador (ORCHARD, 1982). A octopamine é encontrada em gran-
des quantidades no sistema nervoso de espécies representativas do filo Arthropoda, incluindo a classe
Insecta.

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de substéncias bioativas tem
sido amplamente relatado (PAIVA et al., 2005), destacando-se os produtos de origem botéanica, cuja
diversidade de estruturas quimicas permite sua utilizacao como importantes fontes de recursos para
a producao de inseticidas (CASTRO et al., 2005). Plantas com agao inseticida tém sido utilizadas
como método alternativo de controle de insetos e praga, por meio de produtos com formulacao em
po, Oleos e extratos em produtos armazenados (VIEIRA et al., 2004).

5 Conclusoes

A contagem de ovos de Z. subfasciatus depositados na superficie dos graos de feijao foi
possivel de ser realizada apenas na testemunha. Os demais tratamentos impediram a oviposicao,
causando a mortalidade do Z. subfasciatus.

Os Tempos Letais (TL) diminuem conforme ha contato direto e aumento da concentragdo do 6leo es-
sencial de H. marrubioides. O tempo maximo de mortalidade dos insetos foi de vinte e oito minutos,
atingido com a concentragao de 6,25% de 6leo essencial.

Neste trabalho, foi demonstrando o potencial inseticida do éleo essencial de H. marrubioides,
podendo ser de grande utilidade no manejo integrado de Z. subfasciatus em feijao armazenado. Po-
rém, ressalta-se a necessidade de estudos relacionados a identificacao do composto quimico respon-
savel pela atividade inseticida e posterior padronizacao quimica do material vegetal.

Insecticidal Activity of Essential Oil of Hyptis marrubioides
Control Zabrotes subfasciatus (Coleoptera, Chrysomelidae,
Bruchinae)

Abstract

It"s known that a large percentage of the bean production and storage is lost by insects. This
study aimed to evaluate the insecticidal activity of essential oil of Hyptis marrubioides control Za-
brotes subfasciatus. The essential oil extraction was performed by the method of hydrodistillation in
a Clevenger apparatus for an hour and a half and biological assay was conducted in the Microscopy
Laboratory / IFSULDEMINAS - Campus Muzambinho. The experimental design was completely ran-
domized, with five doses of essential oil (0.0, 6.25%, 12.5%, 25% and 50%), with 04 replicates a
couple of Z. subfasciatus by repetition. We carried out the test and the test of mortality or inhibition
of oviposition repellency. 03 grains used was treated with 05 microliters (uL) of the solution and three
untreated, and that in each petri dish of diameter 9.0 cm bed 01 had Z. subfasciatus. As a control,
we used 100 uL of 70% alcohol. Under each treatment applied, we observed the reaction of indivi-
duals depending on the application of the solution in the grains, indicating that the lethal times (LT)
decrease as there is an increase of the applied dose and direct contact with the oil of H. marrubioides.
The treatments with essential oil proved to be effective, because they caused repellency, total adult
mortality and no oviposition. For the four tested doses, the time interval of 28 minutes was suffi-
cient to induce mortality in all individuals. Besides not observe a significant difference in the average
number of eggs of individuals of Z. subfasciatus not subject to the application of essential oil of H.
marrubioides (free choice: grain alcohol-treated and untreated). Therefore in this study, we observed
the insecticidal potential of essential oil of H. marrubioides, which due to its effective insecticidal pro-
perties observed in this study may be useful in integrated management of Z. subfasciatus in stored
bean.

Key words: Field mint. Medicinal plant. Natural insecticide. Bean weevil.
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