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Toxicidade da nanoemulsao do 6leo essencial de Pogostemon
cablin Benth (Lamiaceae) para Spodoptera frugiperda

Toxicity of nanoemulsion from Pogostemon cablin Benth
(Lamiaceae) essential oil against Spodoptera frugiperda J.E. Smith)
(Lepidoptera:Noctuidae)

Kawany Stelle Freire de Lima?', Katiane Pompermayer 2, Barbara Cristina Lopes?,
Julia Assuncéo de Castro Oliveira?, Dejane Santos Alves®

RESUMO
A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda tem se dispersado para outros continentes, fora da sua area de

origem, e se tornando uma ameaca a agricultura global. Em vista disso, os inseticidas botanicos sdo uma
possibilidade para o seu controle. Assim, o desenvolvimento de formulagbes adequadas para a
comercializacdo desses produtos torna-se uma necessidade. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
desenvolver uma nanoemulséo do 6leo essencial (OE) (nano-OE) de Pogostemon cablin para o controle de
lagartas S. frugiperda. O OE de P. cablin foi obtido por agitagdo em aparelho UltraTurrax . A nano-OE e OE
de P. cablin foram solubilizados em solugdo aquosa de Tween 80 a 1% e incorporados a dieta artificial de S.
frugiperda. Os controles negativos foram dieta acrescida de agua, solucao aquosa de Tween 80 a 1% e
branco da nanoemulsdo. Pedacos de dieta foram oferecidos a lagartas com 48 h de vida. O delineamento foi
casualizado com 50 repeticfes por tratamento. A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada, a cada 24 h, durante
168 h. Constatou-se que a nano-OE apresentou toxicidade para S. frugiperda estatisticamente igual ao
observado para o OE de P. cablin. Os resultados aqui descritos abrem perspectivas para o desenvolvimento
de novas formulagdes de inseticidas botanicos.

PALAVRAS-CHAVE: inseticidas botanicos; nanoemulsdes; nanoformulagdes.

ABSTRACT
The fall armyworm Spodoptera frugiperda has spread to other continents, outside its area of origin, becoming
a threat to global agriculture. In view of this, botanical insecticides are a possibility for its control. Therefore,
the development of suitable formulations for the commercialization of these products becomes a necessity.
Therefore, the objective of this study was to develop a nanoemulsion of the essential oil (EO) (nano-EO) of
Pogostemon cablin against S. frugiperda caterpillars. The EO of P. cablin was obtained by shaking in an
UltraTurrax device. The nano-EO and OE of P. cablin were solubilized in an aqueous solution of 1% Tween
80 and incorporated into the artificial diet of S. frugiperda. Negative controls were diet plus water, Tween 80
aqueous solution 1% and nanoemulsion blank. Pieces of diet were offered to caterpillars at 48 h of age. The
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design was randomized with 50 replications per treatment. Insect survival was evaluated every 24 h for 168 h.
It was found that nano-OE presented toxicity to S. frugiperda statistically equal to that observed for P. cablin
OE. The results described here open perspectives for the development of new formulations of botanical
insecticides.

KEYWORDS: botanical insecticides; nanoemulsions; nanoformulations

INTRODUCAO

Entre as culturas agricolas de maior importancia econémica no Brasil, destacam-se
o milho Zea mays L. (Poaceae) e a soja Glycine max (L.) Merril (Fabaceae). Ambas séao
listadas entre as plantas hospedeiras em que a lagarta-do-cartucho (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) apresenta predilecdo alimentar. Esse inseto pode causar danos
nas culturas desde a fase de plantula até a o estagio reprodutivo (AGROLINK, 2023). Nos
altimos anos, S. frugiperda tem se tornado ainda mais preocupante, devido a sua ampla
disseminagéo para além do seu local de origem. Embora, seja nativo das Américas sua
presenca tem sido constatada na Asia, Africa e Oceania (GOERGEN, et. al., 2016;
ANJORIN, et. al., 2022; GUO et. al., 2022).

Assim pesquisas por novas taticas de controle sdo indispensaveis. Deve-se
considerar que séo inumeros os relatos da selecdo de populagbes de S. frugiperda as
taticas comumente usadas para o seu controle, tais como: o0 uso de inseticidas quimicos
sintéticos (NASCIMENTO et al., 2023; SAMANTA et al., 2023) e de plantas geneticamente
modificadas que expressam toxinas Bt (MONNERAT et al., 2015; HUANG, 2021).

Considerando o potencial e com o objetivo de aproveitamento da capacidade da
biodiversidade brasileira para a producédo agricola sustentavel, foi lancado, em 2020, o
Programa Nacional de Bioinsumos (PNB) pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2023). O PNB tem como uma das vertentes o uso de
produtos fitossanitarios de origem vegetal, em que se enquadram 0s 0Oleos essenciais
(OEs).

Os OEs séo arranjos complexos de metabdlitos secundéarios de plantas, entre as
guais existem varios com importancia reconhecida pela sua eficiéncia inseticida e repelente
para diversos grupos de insetos. (OLIVEIRA et al., 2018; PRADEEP BAGADE et al., 2019;
IKAWATI et al.,, 2021). Entretanto, existem fatores que limitam a comercializacdo de
inseticidas botéanicos, a exemplo: baixa estabilidade durante o processo de transporte e
armazenamento; pouca solubilidade em agua e necessidade de grande quantidade de
produto para atingir o inseto-alvo (ISMAN, 2016). Para contornar esses problemas, as
nanoformulacdes vém se mostrando promissoras (MOSSA, 2016).

Dado o exposto, em trabalhos anteriores conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa
foi constatada atividade inseticida do OE de Pogostemon cablin Benth. (Lamiaceae) para
lagartas de S. frugiperda (MENDES, 2022; POMPERMAYER, 2023). Assim, esse estudo
teve como objetivo desenvolver e determinar a toxicidade da nanoemulsédo do OE de P.
cablin (nano-OE) para lagartas de S. frugiperda.

MATERIAIS E METODOS

CRIACAO DE S. frugiperda

Os insetos, utilizados nesse trabalho, foram oriundos de criagdo mantida em
condicdes de laboratorio.
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As lagartas foram alimentadas com dieta artificial descrita por Parra (2001).
Enquanto, os insetos adultos receberam como alimento solugéo aquosa de mel a 10%. A
criagdo dos insetos e o0s bioensaios foram mantidos em sala climatizada com temperatura
de 25 £ 2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12 h.

OBTENCAO DO OE DE P. cablin

O OE, originado a partir de destilacdo a vapor das folhas de P. cablin, foi adquirido
comercialmente pela empresa Ferquima (Vargem Grande Paulista — SP); Origem:
Indonésia; Fabricado em abril/2021; Lote 162.

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA NANO-OE DE P. cablin

Foram obtidas 6 (seis) nano-OE, empregando diferentes emulsificantes através do
meétodo de alta agitacdo em Dispersor Ultra-Turrax (IKA® T10 basic S032, Homogenizer
Workcenter).A estabilidade das NEs-nano foi avaliada visualmente observando sua
capacidade de resisténcia quando submetida a diferentes temperaturas e a centrifugacéo,
sem que houvesse invercdo de fase. A NE-nano que apresentou maior resisténcia a estas
condicbes foi a selecionada para as fases seguintes do estudo. Essa nanoemulsdo foi
formada pelo OE, agua e pelos emulsificantes Tween 80 e Kolliphor RH 40°. As
concentracfes ndo serdo reveladas pois trata-se de dados sigilosos.

Para a caracterizacdo da nano-OE ,a mesma foi aplicada em laminulas, submetida
a secagem em dessecador e, em seguida banho de ouro, conforme descrito por Alves,
(2004). As imagens foram analisadas no equipamento Leo Evo 40.

ENSAIO DE TOXICIDADE CRONICA

O OE de P. cablin e a nano-OE- de P. cablin foram solubilizados em 10 mL de
solucdo aquosa de Tween 80 a 1% e incorporados a dieta artificial (100 mL). A
concentracdo utilizada, de ambos os tratamentos, foi a equivalente a concentracéo letal
mediana (CLso), ou seja, concentracdo necessaria para causar mortalidade em 50% da
populacao, determinada em ensaios prévios (POMPERMAYER, 2023). Dessa maneira, a
concentracdo empregada foi de 0,42 mg do OE/ mL de dieta. Para esse ensaio foram
empregados como controles negativos, dieta acrescida de: agua destilada, solucdo aquosa
de Tween 80 a 1%, e a nano sem adi¢do de OE. Aliquotas de dieta (1,0 x 1,0 x 1,5 cm)
foram depositadas em tubo de vidro (2,5 x 8,0 cm), nos quais foram introduzidas lagartas
de 48 h de vida, com auxilio de um pincel, previamente alimentadas com dieta artificial.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 50 repeticbes por
tratamento, sendo cada repeticdo constituida por uma lagarta, mantida individualizada. A
sobrevivéncia das lagartas foi avaliada a cada 24 h, durante 168 h.

Os dados de sobrevivéncia dos insetos, ao longo do tempo, foram submetidos a
analise de sobrevivéncia empregando o estimador de Kaplan-Meir. As curvas de
sobrevivéncia foram comparadas pelo teste de Pairwise. O tempo letal mediano (TLso), ou
seja, tempo necessario para causar 50% de mortalidade em cada tratamento foi estimado.
Todas as andlises foram realizadas no software R® (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2023).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise por Microscopia Eletronica de Varredura da nano-OE demonstrou que
houve a formacgdo de um filme homogéneo com tamanho de particulas variando entre 23,05
e 38,54 um. As particulas apresentaram formato esférico (Figura 1). Dessa forma, trata-se
de um nanosistema. Quando os nanosistemas sdo submetidos a secagem, tamanhos de
particulas menores que 300 um sao suficientes para caracterizar uma nanoemulséo
(FATTAHI, 2020; KLANG, 2012; LIANG, 2022).

Constatou-se que ndo houve diferenca estatistica no que se refere a probabilidade
de sobrevivéncia das lagartas de S. frugiperda, que receberam dieta contendo a nano-OE
e 0 OE de P. cablin . As probabilidades de sobrevivéncia foram de 38,0 + 6,86 % e 46,0 +
7,05 %, respectivamente, para a nano-OE e o OE de P. cablin. Para ambos os tratamentos,
o Tempo Letal Mediano (TLso), ou seja, tempo necessario para causar 50% de mortalidade
foi de 24 h.. Para os controles negativos: agua; solucdo aquosa de Tween e branco da
nanoemulsdo, as probabilidades de sobrevivéncia foram de 98,0 £ 1,98, 93,8 £ 3,42 € 98,0
+ 1,94%= 3,36, e (Figura 2).

Estudos com o objetivo de avaliar a toxicidade do OE de P. cablin para S. frugiperda
s80 escassos, até 0 momento. Destaca-se o0s relatos dos efeitos de repeléncia, fumigante
e contato desse OE de P. cablin (DEVI et al., 2020; BAGADE et al., 2021; CABALLERO-
GALLARDO et al., 2022).

A nano-OE de P. cablin foi elaborada, buscando minimizar os problemas
relacionados a baixa estabilidade e solubilidade dos compostos presentes no OE de P.
cablin. Ressalta-se que uma vez que o tamanho médio das gotas e esta em conformidade
com os estudos encontrados na literatura, o objetivo de desenvolver um nanosistema, foi
atingindo (PONGSUMPUN; IWAMOTO; SIRIPATRAWAN, 2020; SHARMA et al., 2021).

Embora ndo tenha sido constatado efeito inseticida aditivo na formulacdo analisada,
outros efeitos, além de permitir a solubilidade em agua, tais como: maior estabilidade em
campo, podem ter sido alcancados. Assim, demais estudos em condigbes de casa-de-
vegetacao serdao conduzidos.

Figura 1. Microscopia Eletrdonica de Varredura da nanoemulsao do 6leo essencial de Pogostemon
cablin.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Figura 02 — Analise de sobrevivéncia, ao longo do tempo, de lagartas de Spodoptera frugiperda apés
ingestdo de dieta artificial contendo a nanoemulséo e o 6leo essencial de Pogostemon cablin

Probabilidade de

Tratamentos Tempo Letal Mediano (TLg) sobrevivéncia (%)
Agua >168 h 96,0+ 1,96 a
Solugéo aquosa de Tween 80 a 1% >168 h 93,8+3,42 a
Branco da nanoemuls&o >168 h 98,0+1,94 a
Nanoemulsao de P. cablin 24 h 38,0+6,86b
P. cablin 24 h 46,0+7,05b

+ Agua + Tween 80 a 1% + Branco da nano +nano-OE - P. cablin
100%

75%

S I

Log-rank
25%

p <0.0001

Probabilidade de sobrevivéncia (%)

0%

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (horas)

*Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si, pelo teste de comparac¢éo multipla de pairwise.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

CONCLUSAO

Portanto, objetivando desenvolver uma nanoemulsdo do OE de P. cablin para o
controle de S. frugiperda, foi possivel a obtencdo da nano-OE, que apresentou Gtimas
caracteristicas tratando-se de um nanossitema. Constatou-se também, que a nano-OE foi
toxica para lagartas de S. frugiperda.
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