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RESUMO

JESUS, Alex Souza. Quimiodiversidade e bioatividade do 6leo essencial e extrato de folhas
de Genipa americana L. a Aceria guerreronis (Acari: Eriophyidae). Sdo Cristovao: UFS,
2019. 30p. (Tese de Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

O jenipapeiro, Genipa americana L. (Rubiaceae), é uma espécie frutifera nativa do Brasil, com
compostos bioativos, como taninos, manitol, metil-ésteres e iridoides. Aceria guerreronis
(Acari: Eriophyidae) é uma praga-chave da cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.), da qual o
Brasil possui destaque na produgdo mundial. Este trabalho teve como objetivo identificar a
composicado quimica e avaliar a atividade acaricida do 0leo essencial e do extrato metandlico
de folhas de G. americana ao &caro-da-necrose. O 6leo essencial foi obtido de folhas frescas
coletas no Banco Ativo de Germoplasma de Jenipapo da Embrapa Tabuleiros Costeiros e
submetidas a hidrodestilagdo. Para obtencdo do extrato metanodlico, folhas frescas foram
maceradas em metanol durante 48 horas, o extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador.
A composicdo quimica qualitativa e quantitativa do Oleo essencial foi analisada por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (DIC) acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM). Para os bioensaios de concentragdo-mortalidade, adultos do acaro-da-necrose
foram submetidos a concentrac@es crescentes do 6leo essencial de G. americana e do extrato
metandlico. Complementarmente a toxicidade foi avaliada a repeléncia por meio da liberacdo
de acaros no centro de uma arena com metade pulverizada e outra ndo pulverizada. Os
principais compostos identificados no 6leo essencial de folhas jovens e maduras foram:
naftaleno, (E)-p-ocimeno, (2E)-decenal, (2E,4E)-decadienal, (E)-cariofileno, (E)-B-ionona,
(E,E)-o-farnesene, benzoato de hexila, pentadecanal e o éacido linoleico. Verificou-se forte
oxidacdo de acidos graxos, aldeidos e terpenos nos tempos de extracdo avaliados, indicando a
presenca de oxidades. Nas folhas jovens houve predominancia de monoterpenos,
sesquiterpenos, aldeidos e acidos graxos. Nas folhas maduras, 0s mesmos compostos estiveram
presentes, incluindo alguns diterpenos, sugerindo a expressao da diterpeno sintase durante a
senescéncia foliar. Os bioensaios revelaram uma forte atividade acaricida do 6leo essencial
(CLso = 0,41 mg.mL%; CLgo = 6,43 mg.mL™) e do extrato metandlico (CLso = 0,60 mg.mL* e
CLgo = 16,69 mg.mL™) ao acaro-da-necrose. Os valores estimados de CLso € da CLgo repeliram
0 acaro-da-necrose apos 24 horas de exposi¢cdo, com maior percentual de repeléncia para o 6leo
essencial. O extrato metanolico apresentou baixa persisténcia ao &caro-da-necrose, com
atividade acaricida concentrada nas primeiras 42 horas. Conclui-se que 0s compostos do 6leo
essencial e do extrato metanolico de folhas do jenipapeiro possuem potencial para auxiliar o
controle do &caro-da-necrose em plantacdes de coco.

Palavras-chave: Cocos nucifera, jenipapeiro, bioatividade, extratos boténicos, toxicidade,
repeléncia.

* Comité Orientador: Prof®. Dr2. Ana Veruska Cruz da Silva — UFS (Orientadora), Prof. Dr. José Guedes Sena
Filho —- EMBRAPA (Coorientador)



ABSTRACT

JESUS, Alex Souza. Chemodiversity and bioactivity of the essential oil and leaf extract of
Genipa americana L. against Aceria guerreronis (Acari: Eriophyidae). S&o Cristovao: UFS,
2019. 30p. (Thesis Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity).*

The jenipapo tree Genipa americana L. (Rubiaceae) is a fruit-bearing species native to Brazil,
with bioactive compounds such as tannins, mannitol, methyl esters, and iridoids. Aceria
guerreronis (Acari: Eriophyidae) is a key pest of the coconut (Cocos nucifera L.) crop, in which
Brazil has a prominent role in world production. The objective of this study was to identify the
chemical composition of the essential oil and the methanolic extract of G. americana leaves
and evaluate their acaricidal activity against the coconut mite. The essential oil was obtained
from fresh leaves collected at Embrapa Coastal Tablelands Germplasm Active Bank of
Jenipapo through hydrodistillation. To obtain the methanolic extract, fresh leaves were
macerated in methanol for 48 hours and the extract was filtered and concentrated in a rotary
evaporator. The qualitative and quantitative chemical composition of the essential oil was
analyzed by gas chromatography, with flame ionization detector (FID), coupled to mass
spectrometry (GC-MS). For concentration-mortality bioassays, adults of coconut mite were
subjected to increasing concentrations of G. americana essential oil and methanolic extract. In
addition to the toxicity evaluation, repellency was evaluated by releasing mites in the center of
an arena with half the area sprayed and the other half unsprayed. The major compounds
identified in the essential oil of young mature leaves were: naphthalene, (E)-B-ocimene,
(2E)-decenal, (2E, 4E)-decadienal, (E)-cariophylene, (E)-B-ionone, (E, E)-a-farnesene, hexyl
benzoate, pentadecanal, and linoleic acid. There was strong oxidation of fatty acids, aldehydes,
and terpenes at the extraction times evaluated, indicating the presence of oxidase. In the young
leaves, there was a predominance of monoterpenes, sesquiterpenes, aldehydes, and fatty acids.
In the mature leaves, the same compounds were present, including some diterpenes, suggesting
the expression of diterpene synthase during leaf senescence. The bioassays revealed strong
acaricidal activity of essential oil (LCso = 0.41 mg mL™, LCy = 6.43 mg mL™) and methanolic
extract (LCso = 0.60 mg mL™* and LCg = 16.69 mg mL ) against the coconut mite. The
estimated values of LCso and LCgo repelled the coconut mite 24 hours after application, with a
higher percentage of repellency for essential oil. The methanolic extract exhibited low
persistence in reference to the coconut mite, with acaricidal activity concentrated in the first 42
hours. Compounds of the essential oil and the methanolic extract of jenipapo tree leaves have
potential for assisting in control of coconut mite in coconut plantations.

Key-words: Cocos nucifera, genipap, bioactivity, botanical extracts, toxicity, repellency.

* Supervising Committee: Profé. Dr2. Ana Veruska Cruz da Silva — UFS (Orientadora), Prof. Dr. José Guedes Sena
Filho — EMBRAPA (Coorientador).



1. INTRODUCAO GERAL

A familia Rubiaceae é composta por 650 géneros e cerca de 13000 espécies encontradas
mundialmente, especialmente em regides tropicais (SILVA; CHOZE, 2013). Esta familia é
caracterizada pela producgdo de metabdlitos bioativos com amplo potencial farmacoldgico. Na
industria cosmética, o jenipapeiro (Genipa americana L.) é empregado para producdo de
produtos para o cabelo e pele. Na alimentagdo humana, os frutos, ricos em ferro, vitaminas,
calcio e carboidratos, sdo consumidos in natura e na forma de doces, sucos, compotas e vinhos
(MOURA; SOUZA; CONDE-JUNIOR, 2016).

A espécie é indicada para recuperacdo de solos contaminados, na construcdo civil e
naval, producdo de corantes para tintura de tecidos, artefatos de ceramica e tatuagens néo
permanentes (SILVA et al., 2014; MOURA; SOUZA; CONDE-JUNIOR, 2016). Dentre os
compostos ativos destacam-se os iridoides (&cido genipico, genipinico, &cido geniposidico,
geniposideo e genipina), esteroides, fitoesterois, alcaloides, acidos carboxilicos, flavonoides e
compostos  fendlicos com diversas propriedades bioldgicas descritas (BENTES;
MERCADANTE, 2014).

A maioria dos relatos sobre fitoquimicos e compostos bioativos isolados de folhas,
frutos e sementes de jenipapeiro, sdo voltados para a elucidacdo da estrutura dos iridoides,
principal grupo de compostos estudados para a espécie até o presente momento. Os iridoides
sdo responsaveis pela defesa do vegetal contra pragas, além de possuirem diversas propriedades
farmacoldgicas (VILLASENOR, 2007).

O éacaro-da-necrose, Aceria guerreronis (Acari: Eriophyidae), é considerado uma das
mais sérias pragas da cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.) na Africa, Asia e América. As
colbnias destes eriofideos localizam-se abaixo das bracteas no perianto dos frutos e sua
alimentacdo causa manchas branco-amareladas que tornam-se necréticas, frequentemente
causando abortamento dos frutos (MOORE; HOWARD, 1996). Apoés a rapida expansao das
coldnias pelo perianto, os acaros migram para frutos mais novos da mesma planta ou para
plantas vizinhas, passando de uma inflorescéncia para outra (MOORE; ALEXANDER, 1987).
O é&caro-da-necrose causa perdas significativas em todas as regifes produtoras do mundo,
promovendo a depreciacao dos frutos e perda do valor comercial (NAVIA et al., 2013).

O controle deste eriofideo com o uso de agrotoxicos torna-se insustentavel na medida
em que sdo necessarias aplicacfes frequentes, além de ser prejudicial aos inimigos naturais
(NAVIA et al., 2013). Com relacéo ao controle biologico, os acaros da familia Phytoseiidae s&o
0s agentes mais eficazes devido ao baixo requerimento alimentar, rapido desenvolvimento, alta
habilidade de forrageamento, persisténcia em plantas com baixa infestacdo de presas e pela
capacidade de sobrevivéncia em substratos alternativos (GALVAO et al., 2007).

Extratos botanicos com atividade acaricida em substituicdo aos sintéticos tém sido
adotados na agricultura porque geralmente sdo biodegradaveis e potencialmente sustentaveis
para uso em programas de manejo integrado, como agentes de controle de pragas
(MIRESMAILLI; ISMAN, 2014; DEHGHANI-SAMANI et al., 2015). Adicionalmente,
produtos naturais de origem vegetal também podem apresentar efeitos subletais (repeléncia,
antialimentar) e inibir a reproducgéo de inimigos naturais.

Diante do exposto, torna-se necessario a investigacdo de metabolitos secundarios
componentes do 6leo essencial e de extratos das folhas de acessos que compdem o Banco Ativo
de Germoplasma de Jenipapo (BAG Jenipapo), o que fornecera dados para caracterizagao do
germoplasma disponivel e servir de base para produgdo de compostos bioativos com potencial
agroindustrial e farmacoldgico.

O presente trabalho teve como objetivos: (i) Avaliar a toxicidade, repeléncia e
persisténcia do extrato metandlico das folhas de G. americana e de seus iridoides majoritarios
sobre A. guerreronis e (ii) identificar a composi¢do dos compostos volateis de folhas jovens e
maduras de G. americana, bem como analisar a oxidac&o dos terpenoides ao longo do tempo e
avaliar a atividade acaricida dos 6leos essenciais frente ao A. guerreronis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Genipa americana L.

O jenipapeiro, Genipa americana L. (Rubiaceae), € uma espécie amplamente distribuida
nas Américas Central e do Sul, incluindo os biomas Cerrado e Amazénia (PACHECO et al.,
2014; BAILAO et al., 2015; SA et al., 2015). E uma espécie nativa da flora brasileira, com
importancia medicinal largamente empregada para tratamento de enfermidades (SILVA et al.,
2014).

O género Genipa é composto por duas espécies, G. americana L. e G. infundibuliformis
Zappi & Semir (SILVA et al., 2014). Séo arvores de médio porte, variando de 8 a 14 m de
altura; o tronco € cilindrico, reto, com casca lisa, espessa, cinzento-esverdeada com manchas
de cor cinza mais claras; folhas simples, lisas, opostas, pecioladas, medindo entre 18-35 cm de
comprimento e 3-17 cm de largura; as flores jovens séo brancas e as maduras amareladas,
agrupadas em inflorescéncias subcimosas, terminais ou subterminais; os frutos s&o
arredondados, de coloracéo acinzentada ou marrom e tamanho médio de 12 cm de comprimento
(Figura 1) (SOUSA; BAUTISTA; JARDIM, 2013; SILVA; LEDO; MELO, 2018).

& AR sl C
Figura 1. Arvore de Genipa americana do Banco Ativo de Germoplasma de Jenipapo da

Embrapa (A), detalhes das folhas e flor (B), e dos frutos (C). Fonte: Acervo pessoal.

Dentre alguns usos, destacam-se o0 cultivo extrativista, a exploracdo comercial e a
restauracdo de areas degradadas (SILVA et al., 2014). Os frutos verdes produzem um pigmento
azul, utilizado em tatuagens e produgdo de corantes, enquanto os frutos maduros sdo de
coloracdo marrom e carnosos, comercializados nas feiras livres e mercados atacadistas
(HANSEN et al., 2008).

Atualmente, o extratisvismo e a comercializagédo dos frutos vem contribuindo para renda
familiar de populagdes rurais e ribeirinhas (SILVA; LEDO; MELO, 2018). Dificilmente sdo
consumidos in natura, sendo mais apropriados para 0 cozimento ou outras formas de
processamento para producdo de doces, geleias e licores (SILVA; LEDO; MELO, 2018).

O endocarpo e o fruto inteiro possuem o maior conteddo de genipina, enquanto o
mesocarpo e a casca possuem o maior conteddo de geniposideos (NATHIA-NEVES et al.,
2017). O valor nutritivo dos frutos é atribuido ao contetdo lipidico e o potencial alimentar foi
comprovado em estudos de analise do perfil dos &cidos graxos (COSTA et al., 2011).
Apresentam capacidade antioxidante e ricos em carboidratos, fibra alimentar, vitamina C e
compostos fendlicos (CONCEICAO et al., 2011; CORDEIRO; FELIX, 2014; PACHECO et
al., 2014). A polpa do jenipapo possui composicdo de &cidos graxos saturados (25,63%),
monoinsaturados (3,67%), poli-insaturados (61,19%) e a razdo n-6/n-3 (2,01%), considerada
desejavel (COSTA et al., 2011). Assim, a inclusdo na dieta humana pode contribuir para a
seguranca alimentar e nutricional da populacdo (PACHECO et al., 2014).

2.2 Diversidade quimica em G. americana

A maioria dos relatos sobre fitoquimicos e compostos bioativos isolados de folhas,
frutos e sementes de G. americana, € voltada para a elucidacdo da estrutura dos iridoides,
principal grupo de compostos estudados para esta espécie. Além dos iridoides, flavonoides,
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alcaloides, &cidos carboxilicos, monoterpenos e fitoesterois obtidos de frutos e sementes do
jenipapeiro tém sido isolados e testados para atividades bioldgicas.

Os primeiros estudos de caracterizacdo, isolamento e elucidacdo estrutural dos
compostos bioativos do jenipapeiro foram com a descri¢cdo da genipina, importante iridoide
(DJERASSI; GRAY; KINCL, 1960; DJERASSI; BUDZIKIEWICZ; WILSON, 1961).
Genipina é uma substancia polar e incolor que reage espontaneamente com as aminas primarias
de aminoécidos, peptideos ou proteinas na presenca de oxigénio para formar pigmentos azuis
(DJERASSI; GRAY; KINCL, 1960; RAMOS-DE-LA-PENA et al., 2016). A genipina é um
produto de alto valor agregado que tem um grande potencial para sua aplicacdo em diferentes
campos, como na medicina e na inddstria de alimentos (RAMOS-DE-LA-PENA et al., 2016).
Tallent (1964) isolou o &cido genipico e genipinico, obtidos dos extratos dos frutos. O acido
geniposidico foi o iridoide glicosilado isolado do extrato metandlico de folhas de G. americana
(GUARMACCIA et al., 1972). Com o isolamento do geniposideo, obteve-se o tarenosideo, o
gardenosideo e o acido geniposidico através da formacdo de calos e de cultura de células
suspensas (UEDA; IWAHASHI, 1991). O geniposideo (iridoide natural e majoritario no
jenipapo) é metabolizado em &cido geniposidico por esterases (VILLASENOR, 2007) e é o
principal composto em ambas as partes de frutos verdes, representando mais de 70% do total
de iridoides (BENTES; MERCADANTE, 2014).

A fracdo volétil dos frutos de jenipapo possui elevadas quantidades de &cidos
carboxilicos (butirico, 2-metilbutirico e hexandico) e 2- e 3-butanoato de metila, os quais
provavelmente estdo relacionados ao odor forte e primario caracteristico (BORGES;
REZENDE, 2000). Ono et al. (2005) isolaram e identificaram 4 iridoides genamesideos A-D,
além dos ja conhecidos é&cidos geniposidico, geniposideo, gardenosideo e genipina
gentiobiosideo.

Em frutos coletados em Cuba, além de &acidos carboxilicos, Pino et al. (2005)
identificaram na fracdo volatil, linalol e limoneno. Em outro trabalho, Pinto et al. (2006)
descreveram 32 constituintes volateis inéditos (&lcoois, ésteres, acidos e compostos
aromaticos). Ono et al. (2007) descreveram trés novos monoterpenoides (genipacetal,
genipamida e genipaol) e quatro iridoides (genipina, gardendiol, éster metilico do acido
desacetilasperulosidico e shanzhisideo). Foram identificadas a presenca do campesterol,
sigmasterol, B-sitosterol, A5-avanasterol e A7-sigmasterol juntamente com A7-avanasterol na
polpa dos frutos e sementes (COSTA et al., 2011). Recentemente, Alves et al. (2017) isolaram
e caracterizaram dois novos iridoides do extrato de folhas de G. americana. Estes resultados
sdo importantes para identificar novos metabdtitos e investigar aplicacfes bioldgicas para este
extrato (ALVES et al., 2017).

Analises fitoquimicas de extratos de folhas de G. americana revelaram a presenca de
iridoides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides (SOUZA et al., 2018). Estes
compostos bioativos tém atraido o interesse da comunidade cientifica devido aos seus efeitos
benéficos (NATHIA-NEVES et al., 2017). Apesar das propriedades funcionais, o estudo destes
compostos ainda é pouco explorado, principalmente nos frutos imaturos (NATHIA-NEVES et
al., 2017). As propriedades bioldgicas comprovadas, bem como a diversidade quimica de
compostos bioativos encontradas em G. americana, abrem perpectivas para 0 emprego de
extratos desta rubiacea para auxiliar o controle espécies de acaros pragas em associacdo ao
controle bioldgico.

2.3 Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae)

Aceria guerreronis € considerado uma das mais sérias pragas da cultura do coqueiro
(Cocos nucifera L.) (LAWSON-BALAGBO et al., 2008). As coldnias deste eriofideo
localizam-se abaixo das bracteas no perianto dos frutos (na regido meristematica) e sua
alimentacdo causa manchas branco-amareladas que tornam-se necréticas (MOORE;
HOWARD, 1996; NAVIA et al., 2013).
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Os danos causados por A. guerreronis tornam-se progressivamente visiveis como um
tridangulo branco na margem do perianto, a medida que o fruto infestado cresce, o tecido
danificado torna-se necrotico com fissuras profundas e exudados gomosos (NAVIA et al.,
2013). O acaro-da-necrose causa queda de frutos (Figura 2A) e perdas significativas em todas
as regides produtoras do mundo, depreciando os frutos e comprometendo a comercializagéo
(Figura 2B) (FERREIRA;MICHEREFF FILHO, 2002; HAQ et al., 2002).

A. guerreronis espalhou-se para a maioria das areas produtoras de coqueiro em todo o
mundo, e tem sido considerado uma das mais graves e importantes pragas do fruto em muitos
paises (NAVIA et al., 2013). A dispersdo dos acaros pode ser ativa - por meio da migragdo
para novos tecidos hospedeiros ou plantas hospedeiras vizinhas, estabelecendo colénias; ou
passiva - onde os acaros sdo trasnportados para locais mais distantes (GALVAO et al., 2012;
NAVIA et al., 2013).

Figura 2. Imagem ampliada das col6nias de Aceria guerreronis (A). Deformagdes nos frutos
de coco devido ao ataque de Aceria guerreronis (B). Foto: Jessica F. Vasconcelos, Aracaju -
SE, 2019.

Alguns motivos dificultam seu controle e avaliagdo, como a mobilidade, tamanho
microscopico e estilo de vida oculto no interior das bracteas dos frutos em desenvolvimento
(SIRIWARDENA; FERNANDO; PEIRIS, 2005). Para o controle quimico, recomenda-se a
pulverizacdo com acaricidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa), tais como a abamectina, azadiractina, espiromesifeno, hexitiazozi e
fenpiroximato. Esta é a forma mais eficaz de controlar a praga, no entanto € insustentavel
devido a necessidade de aplicacfes frequentes e toxicidade a inimigos naturais, bem como a
acaros predadores (SIRIWARDENA; FERNANDO; PEIRIS, 2005; NAVIA et al., 2013).

Estudos conduzidos na Embrapa Tabuleiros Costeiros tém comprovado que os 6leos de
algoddo, babacu, soja degomado e coco possuem toxicidade e repeléncia ao acaro-da-necrose,
indicando bioatividade em condicdes de laboratério (TEODORO et al., 2014). Agentes que
auxiliam o controle biol6gico da praga incluem fungos patogénicos (Hirsutella thompsonii e
Lecanicillium lecanii) e acaros predadores (Neoseiulus baraki e Neoseiulus paspalivorus) com
destaque para os das familias Phytoseiidae, Melicharidae e Bdellidae (TEODORO et al., 2014).

2.4. Compostos botanicos e o controle de acaros praga

Os Oleos essenciais originados do metabolismo secundario, possuem composi¢ao
guimica complexa, formados em sua maioria por terpenos, podendo encontrar alguns outros
compostos como, por exemplo, derivados de &cidos graxos, alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres,
lactonas e compostos nitrogenados (GONCALVES et al., 2003; SIMOES et al., 2010;
QUINTANAR et al., 2012).

Os terpenos constituem o grupo mais complexo e diversificado de metabdlitos
secundarios e principais componentes dos 0leos essenciais. S8o biossintetizados a partir da
condensacdo de unidades isoprénicas (5 carbonos), o difosfato de isopentinila (IPP) e o
difosfato de dimetilalila (DMAPP), derivados em grande parte da rota biossintética do acido
mevalodnico (Figura 3).

A producdo destes compostos pode ocorrer em um 6rgdo vegetal ou em toda a sua
estrutura, funcionando para atracdo ou repeléncia de insetos polinizadores, regulando a
transpiragéo e intervindo com hormonios na polinizagdo (MARTINS et al., 2000).
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O desenvolvimento vegetal e a producdo de 6leos essenciais em plantas medicinais sdo
influenciados por varios fatores bidticos e abidticos, incluindo temperatura, luminosidade,
pluviosidade, condicdes do solo, disponibilidade de nutrientes, parte e idade da planta utilizada,
interacdes troficas e regido geografica (MIRESMAILLI et al., 2006; TAIZ; ZAIGER, 2009;
SOUZA et al., 2010).

Figura 3. Representacao esquematica da biossintese dos principais grupos de terpenos. Fonte:
Adaptado de Dewick (2009).

Nos Ultimos anos, o uso de acaricidas/inseticidas naturais para auxiliar 0 manejo
integrado de pragas tem se tornado urgente e necessario, em substituicdo aos agrotoxicos
convencionais (CORDEIRO et al., 2010; ARAUJO et al., 2012). Desta forma, os 6leos
essenciais sdo fontes de compostos bioativos com a vantagem de serem biodegradaveis e menos
perigosos ao meio ambiente (DEHGHANI-SAMANI et al., 2015). Diversos compostos naturais
vegetais tem sido empregados de forma eficaz no controle de pragas, em substituicdo aos
acaricidas sintéticos (MIRESMAILLI; ISMAN, 2014).

Iridoides sdo encontrados em diversas plantas medicinais e podem ser responsaveis por
algumas de suas atividades farmacolédgicas (WILLINGER; DOBLER, 2001). Quando presentes
em secrec¢des de insetos, iridoides desempenham importante papel na defesa e na comunicacgéo
quimica (VILLASENOR, 2007). Além da defesa contra herbivoros, podem ser utilizados como
marcadores taxondmicos de diversas familias, com a vantagem de que a biosintese exige
precursores de baixa massa molecular e baixa atividade enzimatica, portanto energeticamente
favoravel nos estagios iniciais de desenvolvimento da planta (BENTES; MERCADANTE,
2014; VILLASENOR, 2007; DINDA et al., 2007).

Diante do contexto do uso de metabolitos secundarios, tais como 06leos essenciais e
extratos de plantas, objetivando o controle alternativo do acaro-da-necrose e da notdria
quimiodiversidade observada em G. americana com varios compostos candidatos para uso
como acaricidas naturais, torna-se evidente que os extratos botanicos de rubiaceas podem ser
empregados para auxiliar o controle de pragas e reduzir o uso de agrotdxicos.
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4. ARTIGO 1
IRIDOIDES DE FOLHAS DO JENIPAPEIRO E BIOATIVIDADE EM Aceria
guerreronis (ACARI: ERIOPHYIDAE)

Periddico submetido: Revista Brasileira de Ciéncias Agréarias
RESUMO

O jenipapeiro (Genipa americana L.) é uma arvore medicinal nativa da América do Sul e da
regido amazonica, onde € utilizada na medicina popular e consumida in natura na forma de
doces, sucos, compotas e vinhos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade, persisténcia
e repeléncia do extrato metanolico de folhas de jenipapeiro (EMFJ) e seus principais iridoides
(genipina e geniposideo), contra o principal acaro praga do coqueiro, Aceria guerreronis. Os
bioensaios de concentracdo e mortalidade revelaram uma forte atividade acaricida do EMFJ ao
acaro-da-necrose (CLso = 0,60 mg.mL™ e CLgo = 16,69 mg.mL™). Além disso, a concentragéo
letal do EMFJ (0,6 mg.mL™) para os padrdes genipina e geniposideo mataram 50% e 62% de
A. guerreronis apés 24 h de exposicao, respectivamente, destacando o papel desses iridoides na
bioatividade do EMFJ. Os bioensaios de persisténcia do EMFJ revelaram toxicidade para A.
guerreronis até 42 horas de pulverizacdo. Além disso, as CLso e CLgo do EMFJ foram capazes
de repelir o acaro-da-necrose apos 1, 24 e 48 horas de exposi¢cdo. Assim, o EMFJ pode ser
considerado uma alternativa para auxiliar o controle integrado do acaro-da-necrose em
plantacdes de coco.

Palavras-chave: toxicidade, repeléncia, extrato metandlico, Genipa americana, acaro-da-
necrose.
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ABSTRACT
Iridoids from the leaves of jenipapo provides insights into its bioactivity against Aceria
guerreronis

Jenipapo (Genipa americana L.) is an medicinal tree native to South America and Amazon
regions, where it was used as a popular tradicional medicine and highly consumed in natura in
the form of jams, juices, preserves, and wines. The aim of this study was to evaluate the toxicity,
persistence, and repellence properties of leaf methanolic extract of jenipapo (LMEJ) and its
major iridoids (genipin and geniposide) against the key coconut pest, the Aceria guerreronis
mite. The concentration-mortality bioassays revealed strong acaricidal activity of LMEJ against
the coconut mite (LCso = 0.60 mg.mL? and LCg = 16.69 mg.mL™). In addition, standard
concentrations (0.6 mg.mL™) of genipin and geniposide killed 50% and 62% of A. guerreronis,
respectively, after 24 h exposure, highlighting the role of these iridoids in the acaricidal activity
of LMEJ. Persistence bioassays of jenipapo LMEJ revealed toxicity to A. guerreronis up to 42
hours after spraying. Furthermore, LCso and LCg of LMEJ repelled the coconut mite after 1,
24, and 48 hours of exposure. Therefore, LMEG can be considered an alternative to assist in
integrated control of coconut mite in coconut plantations.

Key words: toxicity, repellency, methanolic extract, Genipa americana, coconut mite.

4.1. Introducéo

O jenipapeiro, Genipa americana L. (Rubiaceae), é uma arvore amplamente distribuida
na regido tropical da América Central e do Sul (Pinto et al., 2006; Ono et al., 2007; Bentes &
Mercadante, 2014; Bentes et al., 2014; Baildo et al., 2015). Véarios compostos fendlicos
encontrados nos frutos dessa planta sdo descritos na literatura, tais como: leucoantocianinas,
catequinas, flavonas, antraquinonas, cumarinas, flavondis, bem como triterpenoides e
esteroides (Ono et al., 2007; Conceicéo et al., 2011; Omena et al., 2012; Alves et al., 2017).

Diversos iridoides tem sido isolados de G. americana, a saber: genamesideo A-D, cido
geniposidico, geniposideo, gardenosideo, genipina-gentiobiosideo, genipina, gardendiol, acido
metil éster deacetilasperulosidico, shanzhisideo, genipacetal, genipamida e genipaol (Ono et
al., 2007; Conceicdo et al., 2011; Omena et al., 2012). Além disso, o geniposideo é o principal
composto presente neste grupo, representando mais de 70% do total de iridoides, o qual pode
ser usado para produzir a genipina (Bentes & Mercadante, 2014). Adicionalmente, iridoides
possuem atividade bioldgica contra pragas (Xia et al., 2018).

O écaro-da-necrose, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), é uma das pragas
mais importantes do coqueiro em areas produtoras em todo o mundo (Siriwardena et al., 2005;
Lawson-Balagbo et al., 2008; Navia et al., 2013). Coldnias de A. guerreronis desenvolvem-se
protegidas sob o perianto dos frutos, onde alimentam-se do tecido meristemético, causando
danos extensos, visiveis como uma mancha branca triangular, proxima a borda do perianto,
tornando-se progressivamente necrdtica e levando a reducdo do valor comercial (Navia et al.,
2013; Lima et al., 2015).

No Brasil, aplicacGes de pesticidas para o controle do acaro-da-necrose sdo conduzidas
em intervalos mensais ou mais curtos, levando a altos custos de producao, surtos de pragas
secundarias, contaminacdo ambiental, alimentar e humana (Siriwardena et al., 2005; Lima et
al., 2015). Recentemente, 0 uso de produtos naturais de plantas para auxiliar programas de
manejo de pragas tem ganhado atencédo (Botti et al., 2015; Dehghani-Samani et al., 2015).

Embora varios estudos tenham relatado os efeitos acaricidas de metabolitos secundarios
de diversas espécies de plantas, a bioatividade de G. americana, rica em iridoides, até o presente
momento ndo foi determinada. Devido a diversidade quimica dos compostos presentes no
jenipapeiro e suas potenciais atividades bioldgicas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
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toxicidade, persisténcia e repeléncia do extrato metandlico de folhas de jenipapeiro (EMFJ) e
seus principais iridoides (genipina e geniposideo) contra o &caro-da-necrose, A. guerreronis.

4.2. Material e Métodos

Folhas sadias de G. americana foram coletadas em abril de 2016 no Banco Ativo de
Germoplasma de Jenipapo da Embrapa, localizado no municipio de Nossa Senhora das Dores
(10°29°30”S-37°11736”W- 204 m), estado de Sergipe. Para obter o EMFJ, 500g de folhas
foram maceradas em MeOH por 48 horas. Em seguida, o extrato foi filtrado e concentrado. Os
compostos genipina (690277-8) e geniposideo (24512-63-8) utilizados nos bioensaios
adicionais foram adquiridos da Sigma-Aldrich (98% de pureza).

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para detectar os iridoides
presentes nas folhas de G. americana. Cromatoplacas em silica gel (MERCK-Germany,
105553) foram desenvolvidas utilizando os sistemas de solventes: EtOAc-HCOOH-AcOH-
H.O (100: 11: 11: 26, v:v), EtOAc-HCOOH-AcOH-H,O (100: 0.5: 0.5: 0.5, viv).
Resumidamente, uma aliquota de 10 pL de genipina, geniposideo e EMFJ foi desenvolvida em
placas cromatogréaficas. A deteccdo foi realizada utilizando vanilina e &cido sulfdrico como
reagente.

Frutos de coco novos e saudaveis foram coletados para confeccéo de arenas e 0s acaros
foram obtidos de frutos novos infestados. A epiderme do perianto foi coberta por uma mistura
de 5% de agar, 0,3% de metilparabeno (Nipagim®) como fungicida e &gua destilada. Discos (1
cm de diametro) foram abertos com ajuda de um vasador expondo a area da epiderme do fruto
que serviu como unidade experimental.

As concentracdes utilizadas foram selecionadas em bioensaios iniciais de concentracéo-
mortalidade, situando-se entre os limites inferior (0%) e superior (100%) de mortalidade ao
acaro-da-necrose. Concentracdes crescentes do EMFJ (0,06, 0,1, 0,2, 1,0, 2,0,4,0e 5,0 mg mL"
1y foram dissolvidas em acetona e subsequentemente pulverizadas através de uma torre Potter
(Burkard, Rickmansworth, UK) a uma pressdo de 5 psi com uma aliquota de pulverizacdo de
9,3 mL, o que resultou num residuo de 1,38 mg/cm?, de acordo com a recomendacdo da
IOBC/WPRS (International Organization for Biological Control of Noxious Animals and
Plants/West Palearctic Regional Section) (Hassan et al., 1994). Discos pulverizados foram
expostos ao ambiente por 30 minutos para secar.

Vinte adultos de A. guerreronis foram transferidos com a ajuda de um pincel fino. Oito
arenas foram utilizadas para cada concentracdo do EMFJ e foram mantidas a 28 °C = 2 °C,
umidade relativa de 80% + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. A mortalidade dos acaros foi
avaliada ap0s 24 horas de exposicao e aqueles que ndo responderam ao estimulo do pincel,
foram considerados mortos. Arenas do controle foram pulverizadas com acetona.

As concentracdes letais do EMFJ em A. guerreronis foram determinadas pela analise
Probit usando o software SAS (SAS Institute, 2002). Com base no valor estimado de CLso do
EMPFJ, o efeito toxico dos padrdes genipina e geniposideo, nas concentragdes (0,6 mg mL™),
foram testados com o objetivo de investigar a atividade acaricida individual desses iridoides.

A persisténcia do EMF]J foi avaliada pulverizando a CLgg em arenas usando 0s mesmos
procedimentos descritos acima (adaptada de Ngamo et al., 2007). Vinte adultos de &caros-da-
necrose foram colocados em uma arena, em intervalos de 6 horas (ou seja, 6, 12, 18, 24, 30, 36,
42, 48h apoés a pulverizacdo), com cinco repeticdes. No grupo controle foi utilizado apenas o
solvente acetona. A mortalidade foi registrada 24 horas ap6s a transferéncia. Teste T foi
utilizado para comparar diferencas na mortalidade de A. guerreronis expostos ao controle e a
CLgo do EMFJ em cada intervalo de tempo.

Para bioensaios de repeléncia, as arenas foram preparadas como descrito previamente,
no entanto, cada uma das quais consistia em metade da area tratada e metade ndo tratada, que
foi coberta com duas camadas de fita adesiva durante a pulverizacdo (adaptada de Teodoro et
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al., 2009). As arenas foram pulverizadas com 0 CLso e 0 CLoo do EMFJ. Ap0s a secagem da
solucgéo, um ponto de cola branca foi colocado no centro do disco (1,0 x 1,0 x 0,5 mm).

Adultos do acaro-da-necrose foram dispostos individualmente no ponto de cola branca
e sua posicdo foi avaliada apo6s 1h, 24h e 48h. Trés repeticdes foram realizadas para cada
tratamento, sendo cada repeticdo de 20 acaros, totalizando 60 &caros por tratamento. O teste
binomial, a 5% de probabilidade, foi utilizado para analisar as diferencas nas fracGes de acaros
que escolheram as areas tratadas e ndo tratadas.

4.3. Resultados e Discussao

O EMFJ é toxico para o 4caro-da-necrose (CLso = 0,60 mg.mL™?, CLgo = 16,69 mg.mL"
1, evidenciando que o genipapeiro é promissor para o controle desta praga chave (Tabela 1).
Devido aos efeitos negativos relacionados ao uso de produtos sintéticos, especialmente
agrotoxicos halogenados e organofosforados, e a crescente atencdo no uso de produtos naturais
para 0 manejo de pragas, diversos extratos de origem vegetal tornaram-se uma importante fonte
para auxiliar o controle de pragas (Botti et al., 2015; Dehghani-Samani et al., 2015).

Tabela 1. Concentraces letais do extrato metandlico de folhas de jenipapeiro ao acaro Aceria
guerreronis baseado em bioensaios de concentracdo-mortalidade, apds 24 horas de exposicao.

CL(95% CI) mg mL! Va P n
ClLso 0,60 (0,41- 0,89) 9,523 P=10,089 160
CLoo 16,69 (7,46-63,01)

CLo 250,25(65,61- 2408)

Valores médios obtidos (n = 8 repeti¢des com 20 &caros adultos por repeticdo). As concentragdes letais foram estimadas usando
anélise Probit. IC = Intervalo de confianga a 95% de probabilidade, ¥? = Qui-quadrado, P = Probabilidade.

Em estudos prévios, testou-se extratos do perfil lipiddémico de familias de Arecaceae,
Fabaceae e Malvaceae (6leos de babacu, 6leo de coco, 6leo de algoddo e 6leo de soja
degomado) contra A. guerreronis. Todos os extratos exibiram toxicidade para esta praga. Os
compostos majoritarios presentes no perfil lipidémico do 6leo de soja e do 6leo de algodao
foram os acidos linoleico e oleico, responsaveis pela bioatividade contra o acaro-da-necrose
(Oliveira et al., 2017; Teodoro et al., 2017).

Os iridoides genipina e geniposideo na concentracéo de 0,6 mg.mL™ causaram 50% e
61,87% de mortalidade em A. guerreronis apds 24 horas de exposicdo, respectivamente. Estes
achados sugerem que 0s compostos iridoides majoritarios, genipina e geniposideo, contribuem
para a bioatividade do EMFJ contra A. guerreronis. (Ono et al., 2007; Conceicéo et al., 2011,
Codignoto et al., 2017; Xia et al., 2018).

Os bioensaios de persisténcia revelaram mais de 60% de mortalidade de A. guerreronis
quando expostos a CLgo do EMFJ apds 6 h de pulverizacdo. Em geral, uma diminuicdo na
mortalidade de A. guerreronis é observada até 42 h apos a pulverizacdo, contrastando com a
mortalidade observada no tratamento controle. Isto indica que a persisténcia do EMFJ é baixa
e o efeito toxico é observado em até 42 h apés a pulverizacdo (Figura 1). A baixa persisténcia
pode ser explicada pela oxidacdo dos compostos, uma vez que a presenca de fenolicos é
significativa no extrato (Kosini & Nukenine, 2017). A atividade acaricida residual é crucial
para 0 manejo de A. guerreronis. Desta forma, a compreensao da persisténcia € importante, pois
essa praga é de dificil controle, por habitar o perianto dos frutos e a necessidade de aplicacGes
frequentes de acaricidas (Galvéo et al., 2012; Melo et al., 2012).
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Figura 1. Mortalidade média de adultos de Aceria guerreronis expostos por 24 h a CLgo do
extrato metanolico de folhas de jenipapeiro em diferentes intervalos de tempo apoés a aplicagéo.
Os asteriscos denotam diferencas estatisticas entre os tratamentos (teste t, P <0,05).

As CLso e CLoo do EMFJ foram repelentes ao acaro-da-necrose apos 1, 24 e 48 horas de
aplicacdo (Figura 2A; Figura 2B), indicando que os acaros foram capazes de detectar e evitar
areas tratadas. A atividade repelente observada pode ser atribuida a rica composicao quimica
dos iridoides e ao fato de que eles atuam nas plantas como defesa contra os herbivoros (Ono et
al., 2007; Bentes & Mercadante 2014). A repeléncia de compostos de origem botanica tem sido
apontada como uma estratégia eficiente para evitar a infestacdo de pragas em agroecossistemas,
capaz de reduzir a oviposicao, lesdes, perdas de produtividade e consequentemente o custo de
controle de algumas pragas (Andrade et al., 2013).

Assim, além da toxicidade, é importante entender os efeitos subletais, como a
repeléncia, visando o controle de pragas. Alguns estudos relatam as atividades de repeléncia de
extratos de plantas contra acaros praga (Oliveira et al., 2017; Teodoro et al., 2017). Os 6leos
vegetais sdo repelentes ao acaro-da-necrose, tornando-se uma ferramenta promissora para
programas de manejo integrado de pragas, objetivando o controle A. guerreronis (Teodoro et
al., 2017).

Nao pulverizada Pulverizada

CLg, » L h, (P=0,0259)

CL.,, 24 hs, (P=0,0005)

CL,,, 48 s, (P=00137)

r T T 1
100 50 0 50 100
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CL,,, 1h, (P=0,0031)

CLy, 24hs, (P=0,0001)

CL,,, 48hs, (P=0,0001)
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Preferéncia de 4. guerreronis (%)
Figura 2. Repeléncia da CLso (A) e CLgo (B) do extrato metandlico de folhas de jenipapeiro ao
acaro-da-necrose, Aceria guerreronis, apos 1, 24 e 48 horas de pulverizacdo. Barras pretas
indicam areas de controle ndo tratadas e barras brancas denotam &reas tratadas

Estes resultados sugerem que os compostos iridoides majoritarios de G. americana
desempenham um papel importante na toxicidade, persisténcia e repeléncia observadas. No
geral, os resultados indicam que o0 EMFJ € um potencial candidato para o desenvolvimento de
pesticidas a base de plantas para uso no manejo integrado de A. guerreronis. Além disso, 0s
principais iridoides genipina e geniposideo explicam, pelo menos em parte, a bioatividade do
EMFJ em A. gerrreronis. Mais testes em laboratorio e em campo sdo necessarios para avaliar
0s possiveis efeitos subletais EMFJ a inimigos naturais de A. guerreronis.

4.4. Conclusodes

O EMFJ possui efeito acaricida, repeléncia ao acaro-da-necrose A. guerreronis e seus
principais iridoides, genipina e geniposideo, tém papel relevante na bioatividade observada. O
EMFJ possui baixa persisténcia a A. guerreronis, indicando que a mortalidade é concentrada
nas primeiras 42 horas ap6s a pulverizacdo. Além disso, 0 EMFJ pode ser considerado uma
alternativa para auxiliar no controle integrado do acaro-da-necrose em plantacdes de coco.
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5. ARTIGO 2

QUIMIODIVERSIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Genipa americana
(RUBIACEAE) E ATIVIDADE ACARICIDA EM Aceria guerreronis (ACARI:
ERIOPHYIDAE)

Periédico a ser submetido: Plant Science Frontiers

RESUMO

O jenipapeiro, Genipa americana L. (Rubiaceae), distribuido em regides tropicais da América
Central e do Sul, possui ampla diversidade de metabolitos secundarios, incluindo iridoides,
compostos fendlicos e alcaloides, aos quais tem sido atribuidos propriedades farmacologicas e
bioldgicas. Apesar de ndo haver relatos sobre os compostos volateis de folhas de G. americana,
verificou-se alta quimiodiversidade e forte oxidacdo lipidica na composi¢do quimica dos
volateis obtidos de folhas. Compostos volateis de folhas jovens e maduras de G. americana
foram avaliados quanto a composicdo durante diferentes tempos de extracdo. A composi¢cdo
quimica dos 06leos essenciais foi identificada por cromatografia e espectrometria. Analisou-se a
atividade acaricida dos 0leos essenciais utilizando-se bioensaios de toxidade e repeléncia em
Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), uma praga séria do coqueiro em areas de
producdo em todo o mundo. Verificou-se forte oxidacdo na composi¢do volatil, sugerindo a
expressao de oxidades. Nas folhas jovens houve predominancia de monoterpenos,
sesquiterpenos, aldeidos e &cidos graxos. Nas folhas maduras, 0s mesmos compostos estiveram
presentes, incluindo alguns diterpenos, sugerindo a expressdo da diterpeno sintase durante a
senescéncia das folhas. Os principais compostos identificados foram: naftaleno, (E)-p-ocimeno,
(2E)-decenal, (2E,4E)-decadienal, (E)-cariofileno, (E)-p-ionona, (E,E)-a-farnesene, benzoato
de hexila, pentadecanal e o &cido linoleico. A atividade acaricida do 6leo essencial foi
comprovada (CLso = 0,41 mg.ml™?; CLgo = 6,43 mg.ml ™) e os valores estimados de CLso e CLgo
repeliram o &caro-da-necrose apos 24 h de exposicao. O 6leo essencial obtido de folhas de G.
americana possui potencial para o desenvolvimento de um produto natural com atividade
acaricida em A. guerreronis para auxiliar o controle em plantagcfes de coqueiro.

Palavras-chave: Cocos nucifera, bioatividade, repeléncia.
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ABSTRACT
Chemodiversity of the essential oil from the leaves of Genipa americana (Rubiaceae) and
acaricidal activity against Aceria guerreronis (Acari: Eriophyidae)

The jenipapo tree, Genipa americana L. (Rubiaceae), spread throughout tropical regions of
Central and South America, has a wide diversity of secondary metabolites, including iridoids,
phenolic compounds, and alkaloids shown to have pharmacological and biological properties.
Although there were no reports on the volatile compounds of G. americana leaves, there was
high chemodiversity and strong lipid oxidation in the chemical composition of the volatiles
obtained from the leaves. The composition of volatile compounds of young mature leaves of G.
americana were evaluated during different extraction times. The chemical composition of the
essential oils was identified by chromatography and spectrometry. The acaricidal activity of the
essential oils was analyzed by bioassays indicating their toxicity and repellency against Aceria
guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), a serious coconut pest in production areas around the
world. There was strong oxidation in the volatile composition, suggesting the expression of
oxidases. In the young leaves, there was predominance of monoterpenes, sesquiterpenes,
aldehydes, and fatty acids. In the mature leaves, the same compounds were present, including
some diterpenes, suggesting the expression of diterpene synthase during leaf senescence. The
major compounds identified were naphthalene, (E)-B-ocimeno, (2E)-decenal, (2E,4E)-
decadienal, (E)-cariophylene, (E)-B-ionone, (E,E)-a-farnesene, hexyl benzoate, pentadecanal,
and linoleic acid. The acaricidal activity of the essential oil was confirmed (LCso = 0.41 mg
mL™; LCoo = 6.43 mg mL™) and the estimated values of LCso and LCgo repelled the coconut
mite 24 hours after application. The essential oil obtained from G. americana leaves has
potential for development of a natural product with acaricidal activity against A. guerreronis to
assist in control in coconut plantations.

Key-words: Cocos nucifera, bioactivity, repellency.

5.1. Introducéo

Genipa americana L. (Rubiaceae), vulgarmente conhecida como jenipapeiro, é um
taxon de valor econdmico amplamente distribuido em regides tropicais da América Central e
do Sul. Além de seu uso como valor medicinal, possui potencial para recuperacdo de areas
degradadas (Baildo et al., 2015; Sa et al., 2015). Diversos terpenoides e compostos fendlicos
foram identificados e isolados de frutos do jenipapeiro, tais como monoterpenos, iridoides,
flavonoides, taninos e esteroides (Ono et al., 2007; Conceicao et al., 2011; Omena et al., 2012;
Bentes e Mercadante et al., 2014; Nogueira et al., 2014; Alves et al., 2017). No entanto, ha
poucas pesquisas que avaliam a composi¢do quimica das folhas, de fato, apenas dois novos
iridoides do extrato das folhas G. americana foram relatados recentemente (Alves et al., 2017).

O é&caro-da-necrose, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), € uma das
principais espécies, considerada uma séria praga da cultura do coqueiro em areas de producdo
de coco no mundo, incluindo as Américas, Africa, alguns paises asiaticos e o nordeste do Brasil,
onde ocorre em altos niveis populacionais (Lawson-Balagbo et al., 2008; Melo et al., 2011;
Souzaet al., 2012; Navia et al., 2013; Souza et al., 2017). Populac6es de acaros-da-necrose sao
encontradas sob o perianto, no tecido meristematico dos frutos (Lima et al., 2012; Navia et al.,
2013; Melo et al., 2014; Souza et al., 2017; Calvet et al., 2018). Nas bréacteas, o acaro-da-
necrose causa clorose de forma triangular e, quando se desenvolve, torna-se marrom, causando
rachaduras superficiais e longitudinais de cor marrom escuro (Moreira et al., 2002; Souza et al.,
2017).

Embora o controle quimico seja o Unico meio conhecido para controlar a praga de forma
eficaz, este ndo é sustentavel devido a necessidade de aplicacao frequente, regular e alto custo
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(Siriwardena et al., 2005). Consequentemente, o controle quimico associado a outras medidas
como controle cultural, acaricidas de origem vegetal e o controle bioldgico podem ser adotados
para manter esta especie em niveis populacionais aceitaveis (Moreira et al., 2002). Além disso,
o controle desta praga é dificil devido a alta mobilidade, tamanho microscépico e estilo de vida
oculto no interior das brécteas (Siriwardena et al., 2005). Diante do exposto, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar os composicéo volatil do 6leo essencial das folhas jovens e maduras de G.
americana quanto a sua oxidacao durante diferentes tempos de extracéo e a bioatividade frente
a A. guerreronis.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Material vegetal

Folhas sadias jovens e maduras de G. americana foram coletadas na cidade de Nossa
Senhora das Dores - Sergipe, no campo experimental (BAG Jenipapo) (10 ° 29'30 ”S-37° 11~
36 "W-204 m de altitude) entre os meses de marco e abril 2016.

5.2.2. Extracao de 6leo essencial (OE)

Folhas jovens e maduras foram sepadadas e submetidas a hidrodestilacao utilizando um
aparelho do tipo Clevenger modificado (Sena Filho et al., 2010) nos tempos 24, 48 e 72 h ap6s
a coleta do material vegetal durante 3 horas. Os OEs obtidos foram secos com sulfato de sodio
anidro em pd, armazenados a 4 °C e selados num frasco &mbar antes da analise quimica por
CG-EM/DIC.

5.2.3. Analise CG-EM/DIC

As anélises cromatogréficas (CG) foram realizadas utilizando um CG-MS/FID (QP2010
Ultra, Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo) equipado com um amostrador automatico AOC-
20i (Shimadzu). As separacdes foram realizadas usando uma coluna capilar de silica fundida
Rtx®-5MS Restek (polissiloxano com 5% de difenil-95% de dimetil) de 30 m x 0,25 mm de
didmetro interno (d.i.), 0,25 um de espessura de filme, em um fluxo constante de hélio
(99,999%) com taxa de escoamento de 1,2 mL/min.

Foi utilizado um volume de injecdo de 0,5 pL (5 mg/mL), com uma razédo de divisao de
1:10. A temperatura do forno foi programada com 60°C (isotérmica durante 1,5 min), com um
aumento de 5 °C/min a 300°C, em seguida a 10 °C/min até 250°C, terminando com uma
isotérmica de 9 min a 250°C. Os dados MS e FID foram simultaneamente adquiridos
empregando um sistema detector de separagéo; a razdo de escoamento de separacdo foi de 5:1
(MS:FID). Um tubo restritor de 0,62 m x 0,15 milimetros de d.i. (coluna capilar) foi utilizado
para conectar o divisor ao detector MS; um tubo restritor de 0,74 m x 0,22 milimetros de d.i.
foi utilizado para conectar o divisor ao detector FID.

Os dados de MS (cromatograma iénico total, TIC) foram adquiridos no modo de
varredura completa (m/z de 40-550) a uma taxa de varredura de 0,3 varredura/s usando o El
com uma energia eletrénica de 70 eV. As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram de
280°C. A temperatura do FID foi ajustada para 300°C, e o fornecimento de gas para o FID
foram hidrogénio, ar e hélio em taxas de fluxo de 30, 300 e 30 mL/min, respectivamente.

A quantificacdo de cada componente foi estimada por normalizacdo da &rea de pico
gerada (%) no FID. As concentra¢Ges de compostos foram calculadas a partir das areas dos
picos de CG e foram dispostas em ordem de elui¢do de CG. A identificacdo dos componentes
individuais do Oleo essencial foi realizada com base nos indices de retencdo para uma série
homdloga de n-alcanos (C7-Cso) como os descritos na literatura (Adams, 2007), bem como pela
correspondéncia computadorizada do espectro de massa adquirido com aquelas armazenadas
nas bibliotecas do equipamento (Linstrom e Mallard, 2005; Adams, 2007).

5.2.4. Bioensaios de toxicidade e de repeléncia
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Frutos de coqueiro, de aproximadamente 10 semanas, foram coletados para a construcéo
de arenas e frutos jovens infestados para obtencdo dos acaros-da-necrose. A epiderme do
perianto foi coberta por uma mistura de 5% de agar, 0,3% de metilparabeno (Nipagim®) como
fungicida e agua destilada. Discos (1 cm de diametro) foram abertos com ajuda de um vasador
expondo a rea da epiderme do fruto que serviu como unidade experimental.

As concentracdes utilizadas foram selecionadas em bioensaios iniciais de concentragéo-
mortalidade (Silva et al., 2013), situando-se entre os limites inferior (0%) e superior (100%) de
mortalidade ao acaro-da-necrose. Concentragdes crescentes do OE (0,06, 0,1, 0,2, 1,0, 2,0, 4,0
e 5,0 mg mIY) foram dissolvidas em acetona e subsequentemente pulverizadas através de uma
torre Potter (Burkard, Rickmansworth, UK) a uma pressdo de 5 psi com uma aliquota de
pulverizacdo de 9,3 mL, o que resultou num residuo de 1,38 mg/cm? de acordo com a
recomendacédo da IOBC/WPRS (International Organization for Biological Control of Noxious
Animals and Plants/West Palearctic Regional Section) (Hassan et al., 1994).

Discos pulverizados foram expostos ao ambiente por 30 minutos para secar. Arenas do
tratamento controle foram pulverizadas com acetona e 20 adultos foram transferidos com a
ajuda de um pincel. Oito arenas (réplicas) foram utilizadas para cada concentracdo do OE
testado e foram mantidas a 24°C. A mortalidade foi avaliada apds 24 h de exposi¢&o e 0s acaros
que ndo responderam ao estimulo do pincel foram considerados mortos.

Para bioensaios de repeléncia, as arenas foram preparadas como descrito previamente,
no entanto, cada uma das quais consistia em metade da area tratada e metade ndo tratada, que
foi coberta com duas camadas de fita adesiva durante a pulverizacdo (Adaptado de Teodoro et
al., 2009) As arenas foram pulverizadas com 0 CLso e 0 CLgo do OE. Ap0s a secagem da
solucéo, um ponto de cola branca foi colocado no centro do disco (1,0 x 1,0 x 0,5 mm).

Adultos de acaros-da-necrose foram posicionados individualmente no ponto de cola
branca e sua posigao foi avaliada ap6s 1h, 24h e 48h. Trés repeti¢des foram realizadas para cada
tratamento, e as repeti¢des consistiram de 20 &caros, totalizando 60 acaros por tratamento.

5.2.5. Analise dos dados

A concentracdo letal de 50% (CLso) e os limites de confianga (LC) do OE G. americana
foram estimados pela anélise de Probit utilizando o software SAS (SAS Institute, 2002). O teste
binomial, a 5% de probabilidade, foi utilizado para analisar as diferengas entre as fracfes de
acaros que escolheram as areas tratadas e ndo tratadas.

5.3. Resultados e Discusséo

5.3.1. Composi¢do quimica

Identificou-se a presenca de acidos graxos de cadeia curta, aldeidos, monoterpenos,
sesquiterpenos, nas folhas jovens e 4cidos graxos de cadeia curta, monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos nas folhas maduras. Houve variacdo na composi¢do quimica
(Tabela 1) qualitativa e quantitativa dos volateis durante o periodo de 24h, 48h e 72h apds a
coleta do material vegetal. A presenca de hibaeno, kaura-16-ene, apenas em folhas maduras, e
acido hexadecanoico apenas nas folhas jovens, esclarece sobre a via biossintética e a expressao
das enzimas durante o periodo de desenvolvimento das folhas.

A andlise quimica resultou na identificacdo de 76 compostos. Os principais compostos
identificados nas folhas maduras e jovens foram naftaleno, (E)-B-ocimeno, (2E)-decenal,
(2E,4E)-decadienal, (E)-cariofileno, (E)-B-ionona, (E,E)-a-farneseno, benzoato de hexila,
pentadecanal e o acido linoleico. No dleo essencial das folhas maduras houve predominéncia
dos compostos (E)-p-ocimeno, (2E)-decenal, e (E,E)-a-farneseno, enquanto no dleo essencial
das folhas jovens verificou-se maiores quantidades de naftaleno, pentadecanal e acido linoleico.
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Tabela 1. Principais compostos (%) identificados no 6leo essencial extraido de folhas de G.
americana durante diferentes tempos de extracdo. Folhas maduras 24h (M1); Folhas jovens 24
h (J1); Folhas maduras 48 h (M2); Folhas jovens 48 h (J2); Folhas maduras 72h (M3) e folhas
jovens 72h (J3).

IR IR

tr (Min) Composto . M1 J1 M2 J2 M3 J3
exp. lit.

6.250 (32)-hexen-1-ol 840 850 0,66 tr - - - -
6.550 hexan-1-ol 852 863 3,87 1,04 - - - -
9.615 (2E)-heptenal 947 947 tr* 0,43 - - - -
11.080 2-pentilfurano 982 984 0,19* 0,28 - - tr* -
11.355 acido hexandico 989 967 tr* 0,43 - 0,30 0,92 0,56
12.865 m/z 67(100), 95, 124 1023 0,40 1,74 - - - -
13.635 (E)-B-ocimeno 1039 1044 4,67 0,65 - - - -
14.085 (2E)-octenal 1049 1049 0,44 0,77 - - - -
14.820 1-octanol 1065 1063 0,94 1,30 - 0,47 0,54 0,35
16.095 linalol 1092 1095 0,69 tr - - - -
16.280 (62)-nonenal 1096 1097 0,26 0,75 - - - -
19.015 (2E)-nonenal 1152 1157 0,27 0,25 - - - -
20.165 naftaleno 1175 1178 0,65* 1,73* - tr* - -
20.185 acido octandico 1176 1167 tr* tr* - tr* - 0,40
20.760 salicilato de metila 1187 1190 0,31 0,66 - - - -
22.010 B-ciclocitral 1213 1217 0,30 tr - - - -
23.825 geraniol 1251 1249 - - - tr tr tr
23.970 (2E)-decenal 1254 1260 3,72 1,01 - tr 1,09 0,68
24.145 m/z 77(100), 108, 121,150 1258 6,56 6,35 0,94 7,39 10,83 571
25.490 (2E,42)-decadienal 1286 1292 0,96 1,38 tr 0,79 1,04 0,89
26.485 p-vinilguaiacol 1307 1309 - - - - -
26.560 (2E,4E)-decadienal 1309 1315 2,85 4,99 0,88 3,50 4,10 6,01
26.760 m/z 162(100), 133, 105,77 1313 - - tr tr 1,33 tr
27.835 m/z 43(100),84, 55, 125 1336 0,86 1,29 0,50 1,28 1,22 2,27
28.385 m/z 67(100), 82, 107 1348 0,56 1,25 tr 1,22 1,02 1,55
28.520 eugenol 1351 1356 0,15 - tr - 0,49 0,46
28.655 geranic Acido geranico 1354 1355 - - tr - - -
28.725 y-nonalactona 1355 1358 0,45 0,66 tr 0,51 0,44 0,82
29.340 0.-COpaeno 1368 1374 0,44 - - - 0,37 -
29.705 (E)-B-damascenona 1376 1383 0,59 0,29 tr 0,24 0,42 0,39
30.040 B-elemeno 1383 1389 - 0,32 - 0,25
30.765 NI 1399 0,18 tr tr tr tr tr
31.050 (E)-B-damascona 1406 1413 tr tr tr tr tr tr
31.325 (E)-cariofileno 1412 1417 1,27 1,20 tr 1,15 1,04 1,70
31.650 (E)-a-ionona 1419 1428 0,30 tr 0,29 tr 0,45 tr
32.005 benzoato do isoamila 1428 1433 0,28 - -
32.660 geranilacetona 1443 1453 0,38 0,38 0,34 0,41 0,50 0,69
33.675 benzoato de pentila 1466 1476 0,38 - -
33.830 benzoato de prenila 1469 1485 0,47 - -
34.220 (E)-B-ionona 1478 1487 0,97 1,32 1,14 1,19 1,40 2,22
34.615 NI 1487 0,16 - tr tr - -
34.725 tiglato de benzila 1490 1497 - - - - -
35.030 (E,E)-a-farnesene 1497 1505 5,10 1,14 1,83* 0,33* 0,97 tr
35.105 tridecanal 1499 1509 - - * tr* tr* tr
35.630 m/z 83(100), 111(40) 1511 0,91 1,29 1,39 2,15 2,10 3,56
35.790 §-cadineno 1515 1522 tr* tr* tr* tr* tr* tr
35.875 m/z 124(100), 137,55,180 1517 0,99 1,64 0,90 1,29 1,13 2,30
36.190 m/z 137(100), 194 1525 0,40 0,48 0,55 0,56 1,19
37.075 m/z 111(100),43, 137,180 1546 0,24 - - - tr 1,00
37.450 (E)-nerolidol 1555 1561 0,35 0,32 tr tr tr tr
37.830 benzoato de (3Z)-hexenila 1564 1565 1,83 5,61 1,01 0,53 0,41 0,64
38.035 benzoato de hexila 1569 1579 1,20 3,45 1,22 0,65 0,36 0,64
38.395 oxido de cariofileno 1578 1582 - - - - tr tr
39.300 tetradecanal 1600 1611 0,76 0,54 1,46 1,34 1,00 1,39
40.605 cariofila-4(12),8(13)-dien- 1633 1639 - - - - tr

Sa-ol
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41.630 salicilato de (3Z)-hexenila 1659 1670 0,27 - - - -
41.825 1-tetradecanol 1664 1671 0,20 - 0,47 0,28 - tr
43.360 pentadecanal 1704 1717 11,55 9,02 22,31 23,13 1785 27,25
43.820 NI 1716 0,23 - tr - tr tr
43.320 acido tetradecandico 1756 1758 - -

45.370 benzoato de benzila 1757 1759 0,15 0,35 tr - 0,37 tr
46.200 m/z 79(100), 67, 41, 108 1779 0,67 tr 0,84 0,40 0,43 tr
47.030 hexadecanal 1802 1811 0,18 tr 0,32 0,26 tr tr
48.110 hexahidrofarnesil acetona 1832 1845 0,93 0,38 1,20 0,56 1,15 1,12
50.635 heptadecanal 1903 1922 0,57 0,35 0,93 1,09 0,98 1,50
50.850 hexadecanoato de metila 1910 1921 0,25 tr 0,41 tr 0,45 tr
51.905 pimaradieno 1941 1948 - - - - - -
52.565 acido hexadecandico 1961 1959 - 0,38 - 1,44 tr 1,26
52.550 sandaracopimaradieno 1960 1968 - - - - - -
54.410 NI 2016 tr - - - -
55.235 kaur-16-eno 2041 2042 0,71 - 0,59 - 0,57 -
56.450 linoleato de metila 2077 2095 0,32 0,55 0,59 0,37 0,53 0,63
56.655 linolenato de metila 2084 2084 0,15 0,56 0,63 tr 0,45 0,50
58.245 acido linoleico 2148 2132 1,17 15,48 1,99 9,39 2,05 0,61
59.015 NI 2184 - 0,53 0,34 - 0,87 0,88
59.345 C22 2200 2200 2,38 9,96 0,75 5,20 0,56 2,49

IR lit., indices de retencdo de acordo com Adams (2007). IR exp., Indices de retencdo na coluna RTX-5MS
calculada de acordo com VAN DEN DOOL & KRATZ (1963).

E interessante frisar que compostos volateis de cadeia curta ndo estavam presentes ao
longo do tempo, sendo uma evidéncia da forte oxidacdo destes compostos. Alguns
sesquiterpenos aciclicos sao facilmente oxidados, por exemplo, o farneseno, principal composto
na biossintese de sesquiterpenos, apresenta-se em alta concentragdo nas primeiras 24h de
extracdo e em seguida diminui a concentracdo. Além disso, verificou-se diversidade de aldeidos
a &cidos graxos. Esses volateis sdo toxicos em alta concentracao, e a presenca de &cidos graxos
é interessante na busca de plantas ricas em lipidios, j& que os acidos graxos sdo toxicos e
repelentes ao &caro-da-necrose (Oliveira et al., 2017; Teodoro et al., 2017).
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Figura 1. Cromatograma da diferenca de idade de folhas de Genipa americana. A: folhas
maduras 24 h de extracdo, B: folhas jovens 24 h de extracdo; C: folhas maduras 48 de
extracdo, D: folhas jovens 48 h de extracédo

Em plantas, sabe-se que os peroxissomos sdo o0s principais locais de degradacdo de
acidos graxos (Gerhardt, 1993; Kindl, 1993). A oxidacdo dos acidos graxos foi descrita, na qual
a enzima Acil-CoAoxidase (ACX) encontrada nos peroxissomos, determina o controle do
primeiro passo envolvido na -oxidacdo dos &cidos graxos juntamente com as enzimas acil-
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CoA desidrogenases (na mitocondria). A presenca desta enzima é um indicador especifico da
capacidade de B-oxidacdo do peroxissomo e da renovacdo de &cidos graxos no processo de
senescéncia natural (Yang, John e Ohlrogge, 1989; Eccleston e Ohlrogge, 1998; Arent, Pye e
Henriksen, 2008).

5.3.2 Toxicidade do OE de G. americana contra A. guerreronis

O OE de folhas de G. americana exibiu atividade acaricida (CLso e CLgo de 0,41 mg
mL? e 6,43 mg mL™, respectivamente) (Tabela 2). Diversos estudos tem focado na aplicagio
de produtos de origem vegetal como fontes promissoras de acaricidas naturais visando 0 manejo
integrado de pragas, em substituicdo aos agrotoxicos sintéticos convencionais (Araujo et al.,
2012; Miresmailli e Isman, 2014). O OE das folhas de G. americana possui atividade acaricida
ao acaro-da-necrose. De fato, o jenipapeiro € considerado uma rica fonte de compostos
bioativos com potencial para utilizacdo no controle de pragas. No entanto, essa rubidcea ainda
é pouco estudada, haja visto que possui compostos promissores para novas aplicacBes na
agricultura.

Tabela 2. Concentragdes letais (CLso & CLgo) (Mg mlI* com intervalo de confianca de 95% entre
parénteses) do 6leo essencial de Genipa americana sobre Aceria guerreronis com base em
bioensaios de concentragdo-mortalidade, ap6s 24 horas de exposi¢ao.

Tratamento CLso (95% IC) CLgo(95% IC) & P
(mg.mL™?) (mg.mL?)
Oleo essencial 0,41(0,34-0,49) 6,43 (4,59-9,82) 0,949 0,713

Valores médios obtidos (n=8 repeti¢des com 20 acaros adultos por repeticdo). As concentracdes letais estimadas (CLso € CLoo)
e os valores (uL/mL) foram estimadas usando andlise probit. IC= Intervalo de confianga a 95% de probabilidade, ¥*= Qui-
quadrado, P= Probabilidade (p<0.05).

Recentemente, tem sido reportado a avaliacdo da toxicidade de extratos de origem
vegetal em A. guerreronis (Oliveira et al., 2017; Sena Filho et al., 2017). Os Gleos vegetais de
babacu, 6leo de soja degomado e 6leo de coco possuem atividade acaricida (Oliveira et al.,
2017). Além disso, a bioatividade do 6leo de algoddo indica seu potencial para uso no controle
deste importante acaro praga. A proposito, o OE de Vitex gardneriana apresentou forte
atividade acaricida em A. guerreronis, com uma CLso de 0,85 mg mL, demonstrando seu
potencial como um pesticida natural (Sena Filho et al., 2017). Embora a OE G. americana seja
promissor para o controle de A. guerreronis, é necessario investigar a seletividade em
organismos ndo-alvo e a inimigos naturais.

5.3.3. Repeléncia do OE de G. americana contra A. guerreronis

A acdo repelente da CLso e CLgo do OE de G. americana aumentou em 48 horas de
avaliacdo (Figura 2). Observou-se repeléncia ao acaro-da-necrose em todos os tempos de
aplicacdo. Para a CLso, 0 OE causou repeléncia apos 1h de exposicdo, com 70% dos acaros
preferindo a area ndo-tratatada e, apds 24 h, esta percentagem aumentou para 73%. A mesma
percentagem foi observada em 48 h. Similarmente, a CLgo repeliu 73% dos acaros apos 1h de
exposicao, aumentando para 76% apds 24h e para 81% apos 48h. Estes dados confirmam o fato
de que os compostos presentes no OE sdo efetivos na reducdo da infestagdo desta praga, cujo
controle é dificultado (Galvéo et al., 2012; Sousa et al., 2017; Calvet et al., 2018).

Diversos estudos tem reportado atividade acaricida de 6leos essenciais em acaros
fitéfagos, comprovando as propriedades de toxicidade e repeléncia (Pontes et al., 2007; Moraes
et al., 2012; Paes et al., 2015; Neves et al., 2016; Moraes et al., 2017). Teodoro et al. (2017)
relatam que as atividades repelentes em A. guerreronis sdo atribuidas aos acidos linoleico e
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oleico presentes no Gleo de semente de algoddo. Neste estudo, 0s compostos majoritarios do
OE contribuiram para o efeito repelente observado.

Nio Pulverizada Pulverizada

CLy, 1h, (P=0,0013)

CL,,. 24 hs, (P=0,0001)

CLy,. 48 hs, (P=0,0001)
: ) m ; '
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CLy,. 48 h, (P=0,0001)

T T Ll T 1
100 20 o 50 100
Preferéncia de Aceria guerreronis (%)

Figura 2. Repeléncia da CLso (A) e CLgo (B) do 06leo essencial de folhas de Genipa americana
ao acaro-da-necrose, Aceria guerreronis, apos 1, 24 e 48 horas de pulverizacdo. Barras pretas
indicam areas de controle ndo tratadas e barras brancas denotam areas tratadas.

5.4. Conclusoes

Esses resultados indicam que o OE das folhas de jenipapeiro pode ser usado para
diminuir a infestacdo de A. guerreronis em plantacfes de coqueiro. Mais estudos em campo,
bem como informacGes sobre efeitos subletais e seletividade s8o necessarios.
O OE obtido de folhas de G. americana € repelente e toxico para A. guerreronis, tem potencial
para o desenvolvimento de acaricidas naturais e pode contribuir para futuros programas de
manejo integrado de pragas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato metanolico das folhas de G. americana possui efeito acaricida ap6s 24 horas
de exposicao, repelente nas concentracdes testadas e possui baixa persisténcia ao acaro-da-
necrose, com efeito até 42 horas de incubac&o.

O oleo essencial obtido de folhas de G. americana possui efeito acaricida apds 24 horas
de exposicdo e € repelente ao acaro-da-necrose nas concentracOes testadas. Foi possivel
identificar alcoois, aldeidos, mono e sesquiterpenos na composicao quimica do 6leo essencial
das folhas joves e maduras do jenipapeiro. Foi reportado a presenca de diterpenos em folhas
maduras e a oxidacdo lipidica nas folhas jovens, indicando a expressao de diterpenos sintases e
de oxidases, respectivamente. Informacdes adicionais da expressédo de oxidades via gPCR e
perfil lipidico de acidos graxos sao necessarios para para elucidar estes mecanismos oxidativos.

A quimiodiversidade em iridoides e terpenoides presente no extrato metanolico e no
o0leo essencial de G. americana pode contribuir com compostos bioativos para serem utilizados
no controle da infestagdo do A&caro-da-necrose. Estas informagfes irdo auxiliar futuros
programas de manejo integrado de pragas, alem de contribuir com informacBes para a
conservacao da espécie. Esta investigacdo evidenciou que 0s extratos do jenipapeiro sao
promissores como acaricida botanico eficiente no controle de A. guerreronis, minimizando
assim, os impactos ambientais da utilizacdo indiscriminada de acaricidas sintéticos. Espera-se
que, em futuro proximo, o 6leo essencial e os extratos de G. americana possam ser aplicados
para o controle de pragas.



