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Atividade larvicida do Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis e seu composto
majoritario contra Drosophila suzukii

Larvicidal activity of essential oils of Rosmarinus officinalis
and their major compound against Drosophila suzukii

Michele Trombin de Souza'*, Mireli Trombin de Souza', Maria Aparecida Cassilha Zawadneak'

RESUMO: Droséfila-da-asa-manchada
(Drosophila suzukii) é uma praga polifaga que
ataca preferencialmente frutos de epiderme fina.
Métodos de controle sdo demandados, uma vez
que sdo escassos os produtos fitossanitarios
recomendados para essa praga no Brasil. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito larvicida
do 6leo essencial (OE) de Rosmarinus officinalis
(alecrim) e de seu constituinte majoritario contra
larvas de D. suzukii, bem como determinar as
alteragdes morfoldgicas em orgdos/tecidos.
Grupos de 20 larvas foram introduzidos em
tubos contendo papel filtro impregnado com
OE de R. officinalis e eucaliptol (80 mg L).
Esses produtos ocasionaram mortalidade larval
(£ 98,5%) e pupal (= 1,5%) e inibiram a taxa de
pupagdo (100%). Além disso, no cérebro ¢ na
cuticula das larvas foram observadas degeneragio
vacuolar e alteragdes morfoldgicas a partir do uso
de ambos os produtos. Este trabalho demonstra
o uso de OE de R. officinalis e eucaliptol como
bioinseticidas contra D. suzukii, representando
uma alternativa aos inseticidas sintéticos para o
controle dessa praga.

PALAVRAS-CHAVE: Alecrim, drosoéfila-da-
asa-manchada, eucaliptol.

Introducao

ABSTRACT: Drosophila suzukii known as
spotted-wing-drosophila is a polyphagous pest that
preferentially attacks thin-skinned fruits. Control
methods are required, since the phytosanitary
products recommended for this pest in Brazil
are scarce. Thus, the objective of this work was
to evaluate the larvicidal effect of the essential
oil (EO) of Rosmarinus officinalis (rosemary),
and its major compound against D. suzukii
larvae, as well as to determine the morphological
alterations in organs/tissues. Groups of 20 larvae
were introduced into tubes containing filter paper
impregnated with R. officinalis EO and eucalyptol
(80 mg L). These products caused larval (+ 98.5%)
and pupal (x+ 1.5%) mortality and inhibited the
pupation rate (100%). In addition, in the brain and
cuticle of larvae were observed through vacuolar
degeneration and morphological changes with both
products. This work demonstrates the use of EO
of R. officinalis and eucalyptol as bioinsecticides
against D. suzukii, representing an alternative to
synthetic insecticides to control this pest.

KEYWORDS: Rosemary, spotted-wing-drosophila,
eucalyptol.

A droséfila-da-asa-manchada Drosophila suzukii (Diptera:
Drosophilidae) ¢ uma das principais pragas da fruticultura
por atacar frutos de epiderme fina, tais como amoras (Morus
nigra L.), cerejas (Prunus avium L.), mirtilos (Vaccinium
spp.) e morangos (Fragaria x ananassa Duchesne). Diferindo
de outros drosofilideos, as fémeas de D. suzukii possuem
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ovipositor duplamente serrilhado capaz de colocar ovos em
frutas maduras saudaveis, sendo que ao se alimentarem, suas
larvas causam destruig¢do direta dos tecidos. O manejo de
D. suzukii é desafiador devido a ampla gama de hospedeiros
(~ 60 espécies) (ANDREAZZA et al., 2017), ciclo bioldgico
curto (SPITALER et al., 2020) e facil adaptagdo ambiental
(SANCHEZ-RAMOS et al., 2019; SANTOIEMMA et al.,
2019; SOUZA et al., 2020a; SPITALER et al., 2020).

Os impactos econdmicos dessa praga foram documentados na
América do Norte (GOODHUE etal.,2011; FARNSWORTH et al.,
2017), América do Sul (SANTOS, 2014) e Europa (DE ROS et al.,
2015). No Brasil, as perdas na safra de morango chegaram a até
30% ao ano (SANTOS, 2014). Na Califérnia, os produtores de
framboesa relataram perdas de US$ 36,4 milhdes entre 2009 e
2014 (FARNSWORTH et al., 2017), sem contabilizar os custos
adicionais gerados pelo monitoramento e controle realizados
para prevenir infesta¢des iniciais (GOODHUE et al., 2011).

Apesar dos avangos nas medidas de manejo integrado de
D. suzukii (ANDREAZZA et al., 2017), o uso profilatico
de organofosforados, piretroides ¢ espinosinas sintéticas
ainda ¢ a ferramenta mais adotada (GRESS; ZALOM, 2018;
SANTOIEMMA et al., 2019; MERMER et al., 2020). Para
mitigar esses efeitos, os 6leos essenciais (OEs) podem ser
uma alternativa ambientalmente segura frente aos sintéticos,
pois possuem multiplos modos de a¢do, como inibidores da
acetilcolinesterase e do dcido gama-aminobutirico e ligantes
dos receptores de octopamina (JANKOWSKA et al., 2017).
Isso pode diminuir ou evitar a evolugdo da resisténcia, assim
como uma alta volatilidade que reduz a presenga de residuos
nos frutos (SOUZA et al., 2020b, 2021).

Dentre as plantas com potencial de prospecc¢ao de moléculas
inseticidas destacam-se Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae),
popularmente conhecido como alecrim. Estudos fitoquimicos
reportaram que o OE de R. officinalis tem propriedades
contra artropodes, tais como acao antialimentagdo, fumigante,
larvicidas e repelentes (ISMAN; GRIENEISEN, 2014; TAK;
ISMAN, 2015). Em adicao, alguns compostos individuais
do OE, como o eucaliptol, possuem capacidade de atuar na
dissociagdo dos lipidios presentes na cuticula do exoesqueleto
de insetos, provocando a desidratagdo e a morte da D. suzukii
(SOUZA et al., 2020b).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
larvicida do OE de R. officinalis e de seu principal majoritario
contra larvas de D. suzukii, bem como determinar as alteragdes
morfologicas em orgaos/tecidos.

Metodologia

Criacao de insetos para obtencao do oleo
essencial

Frutos maduros de morangos (Fragaria x ananassa) da
cultivar San Andreas infestados com Drosophila suzukii
foram coletados manualmente, entre janeiro e maio de 2018,
em Curitiba-PR, Brasil (25°26°47.7”S 49°13°57.6”W). Esses
frutos foram colocados em bandejas plasticas (28,9cm de
largura x 34,9 cm de comprimento x 7,5 cm de altura) sobre
uma camada de vermiculita (2 cm de altura), as quais foram
envoltas por sacos de tecido voile para evitar a fuga dos adultos
e contaminagao com outros insetos (ANDREAZZA et al., 2016).
Posteriormente, D. suzukii foi criada em garrafas (290 mL)
(n=100 adultos/por garrafa) contendo dieta artificial a base de
farinha de milho, levedura e agucar (SCHLESENER etal., 2018)
¢ tamponada com algoddo hidrofilico. A criag@o foi mantida
em sala climatizada sob 25 + 1°C, 70 + 5% de umidade relativa
do ar ¢ fotofase de 12 horas para a reproducdo dos insetos.

Material vegetal

As folhas apicais (2 kg) foram coletadas manualmente a
partir de 10 exemplares de Rosmarinus officinalis durante o
estagio vegetativo em dezembro de 2014, no periodo vespertino,
as 17 h. As coletas foram realizadas na Area Experimental de
Plantas Aromaticas ¢ Medicinais da Fazenda Experimental
Canguiri, Universidade Federal do Parana, Pinhais-PR, Brasil
(25°23°04.7S; 49°07°35.1”W). O plantio experimental foi
estabelecido em 2011 a partir de transplante das mudas em
campo, com o espagamento de 0,5 m entre linhas por 0,4 m
entre plantas.

Durante a coleta a temperatura média mensal foi 18,8 °C, a
precipitagdo média mensal foi 115,3 mm e a umidade relativa
de média mensal foi 85,0% (SISTEMA DE TECNOLOGIA
E MONITORAMENTO AMBIENTAL DO PARANA, 2014).
O solo do cultivo das plantas ¢ classificado como Cambissolo
Haplico, com textura argilosa e fertilidade média a alta. Para
determinagdo dos atributos do solo, amostras foram coletadas nas
camadas de 0-10 e 10-20 cm de profundidades e encaminhadas
para analises fisico-quimicas (Tabela 1).

Obtencao do oleo essencial

Para extrair os OEs de R. officinalis, as folhas frescas foram
homogeneizadas e submetidas a hidrodestilagdo em aparelho do
tipo Clevenger® (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2010). Em cada extragio dos 6leos, 100 g das
folhas, em triplicata, foram colocados em um baldo de 2 L

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo das camadas 0-10 cm e 10-20 cm de profundidade, Pinhais-PR, Brasil, 2014.

pH P Al? HAI? Ca*™? Mg*? K* SB T \% MO

o CaCl, mgdm? e cmole dm™.....oeuvuinienianinns ceen%ounnn
0-10 5,0 158,4 0 4 9.6 3.4 1,3 14,3 18,3 78 6,8
10-20 5,9 168,0 0 4 9,6 3,3 1,2 14,1 18,1 78 5,7

pH = potencial hidrogenionico; P = fosforo extraido por Melich; Al"* = aluminio; H'Al”® = acidez potencial; Ca*? = célcio; Mg = magnésio; K* = potassio;
SB = somas de bases; T = capacidade de troca catidnica efetiva; V = saturagdo; MO = matéria organica.
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contendo 1 L de agua destilada. O baldo foi aquecido em
manta aquecedora, e apds iniciar a fervura do material vegetal,
este permaneceu por 4 horas para obtencdo do OE. O teor
foi corrigido para base seca apds obter a massa constante de
subamostras (20 g), em triplicata, do material vegetal em estufas
de ar forgado a 65 °C, até massa constante (~ 7 dias). Com base
na porcentagem da matéria seca foi calculado o rendimento do
o6leo essencial (%) usando a seguinte formula:

massa do 6leo essencial obtido ( g)

x100 (1)

Rendimento do 6leo essencial (%) =

massa seca da matéria vegetal ( g)

Analise quimica dos Oleos essenciais

A analise quimica do OE foi realizada conforme protocolo
de Trombin-Souza et al. (2017). Para isso, uma aliquota de
1 puL das amostras dos OEs foi previamente diluida para uma
solucdo a 1% em diclorometano com a proporcéo de divisao
de 1:20, seguida de andlises por cromatografia em fase gasosa
com detec¢do por ionizacdo em chama (CG-DIC — Agilent
6890) e/ou por espectrometria de massas (CG-EM — Agilent
5973 N) no modo splittless.

Em ambas as andlises foi utilizada uma coluna cromatografica
HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme)
revestida com 5% fenil-95% dimetil polissiloxano como fase
estacionaria). Hélio foi usado como gas de arraste, a uma taxa
de fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura inicial do método para
as analises cromatograficas foi 50 °C, mantida durante 1 min,
seguida de aquecimento a uma taxa de 7 °C min™! até 250 °C,
mantida por 10 min. A temperatura do injetor e detector foi
mantida a 250 °C, com pressao de 200 kPa por um min no injetor.

A quantificagdo e identificag@o dos constituintes quimicos
dos OEs foram realizadas comparando os seus espectros de
massa aqueles de bibliotecas comerciais (MCLAFFERTY;
STAUFFER, 2014), bem como por seus indices de retengdo
linear (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) apos a injegdo de
uma série de alcanos (C.-C,.) e comparados aos dados da
literatura (ADAMS, 2007). Todas as amostras foram injetadas
em triplicatas.

O constituinte majoritario eucaliptol foi selecionado para
os bioensaios realizados, sendo o padrao desta substancia
(CAS: 470-82-6) obtido da Sigma-Aldrich Brasil com uma
pureza de > 99%.

Toxicidade dos 0Oleos essenciais sobre larvas de
Drosophila suzukii

Para os bioensaios de aplicagdo de contato, grupos de 20 larvas
de D. suzukii no terceiro instar larval (L3) foram introduzidos
em tubos de ensaios de vidro (5 mL) contendo um papel de
filtro (2 cm de largura x 8 cm de comprimento) impregnado
com 0,16 mL do OE de R. officinalis e eucaliptol, solubilizado
em 1,84 mL de acetona pura (99,5%). Acetona foi utilizada
como controle negativo. Testes anteriores demostraram que
esse solvente ndo interfere na sobrevivéncia das larvas. Todos
os bioensaios foram realizados em condi¢des de laboratorio a
25+2°C, 70+ 10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas.

A toxicidade dos OEs sobre D. suzukii baseou-se na
determinagdo da concentragdo letal (CL, e CL, ), que representa

uma concentra¢do ou dose capaz de causar mortalidade de
50% e 90% da populagdo experimental, respectivamente. Para
isso, em cada tratamento foram utilizadas as dilui¢des seriadas
dos OEs em acetona pura (99,5%): 2,5, 5,0, 7,5, 10, 20,40 ¢
80 mg L. Para a determinagdo do tempo letal médio (TL, )
necessario para matar 50% das larvas de D. suzukii tratadas
foi utilizada a concentra¢do maxima de 80 mg L' dos OEs de
R. officinalis e eucaliptol.

A mortalidade larval (ML), taxa de pupagao (TP), mortalidade
pupal (MP) foram avaliadas a cada 24 horas durante cinco
dias consecutivos, e calculadas conforme Kumar et al. (2014)
e Singh e Kaur (2016).

ML = (total larvas mortas x 100) / total de larva testadas 2)
TP = (total de pupa x 100) / total de larva testadas 3)
MP = (nu'mero de pupas mortas | nimero de pupas introduzidas) x 100 (4)

O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des por tratamentos (OE de R. officinalis ¢ eucaliptol),
sendo cada repeticdo constituida por 20 larvas. Modelos
lineares generalizados foram utilizados para a analise das
variaveis estudadas, assumindo uma distribui¢cao de Poisson.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
As analises foram realizadas usando o software estatistico “R”
versdo 2.15.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020).

Histologia larval de Drosophila suzukii

A analises histologicas seguiram o protocolo descrito por
Souza et al. (2021). Para isso, duas horas apds o contato com
OE de R. officinalis e eucaliptol, as larvas de D. suzukii (n = 20)
foram fixadas em 10% de formalina tamponada para evitar a
autolise dos tecidos. Cinco sec¢des longitudinais foram incluidas
em parafina, ¢ as larvas foram seccionadas em série (4 um
de espessura) e coradas com hematoxilina-eosina. Os danos
microscopicos em D. suzukii foram analisados com auxilio de
um microscopio estereoscopico (40x de ampliagdo) e realizadas
as analises descritivas (SOUZA et al., 2021).

Resultados e Discussao

O rendimento dos OEs das folhas frescas de R. officinalis
foide 1,4% (Tabela 2). Esse valor foi superior a outros estudos
realizados na espécie, que obtiveram entre 0,8% (MAY et al.,
2010) e 1,2% (AMIN; NAIK; HUSSAIN, 2017). Mediante as
analises quimicas os picos cromatograficos foram classificados
em monoterpenos hidrocarbonetos (0,8-9,3%), monoterpenos
oxigenados (0,8-49,1%), sesquiterpenos hidrocarbonetos
(0,5-0,8%) e éster (0,7%) (Tabela 1). No total, 15 picos
cromatograficos foram identificados, entre eles eucaliptol foi
o constituinte principal (49,1%), representando 98,7% do total
de picos (Figura 1). Como esperado, o OE analisado possui
todos os compostos quimicos publicados na literatura para a
espécie, em que 0 monoterpeno oxigenado eucaliptol é relatado
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como sendo o constituinte majoritario (ISMAN et al., 2008;
BERETTA tal.,2011; KIRAN; PRAKASH, 2015). Entretanto,
outros trabalhos identificaram a presenga frequente de a-pineno,
eucaliptol, borneol, acetato de bornila e canfora como constituintes
frequentes (ISMAN et al., 2008; SAYORWAN et al., 2013),
corroborando o nosso estudo.

O perfil quimico e as atividades inseticidas do OE de
R. officinalis, que tém eucaliptol como constituinte majoritario,
foram documentados (ISMAN; GRIENEISEN, 2014;
ANDRADE et al., 2018), juntamente com suas propriedades
inseticida (ISMAN et al., 2008; KIRAN; PRAKASH, 2015),
fumigante (PAPACHRISTOS; STAMPOULOS, 2004; KIRAN;
PRAKASH, 2015), repelente (ISMAN et al., 2008), larvicida
(TAK; ISMAN, 2015, 2017) e acaricida (CHOI et al., 2004;
MIRESMAILLIL ISMAN, 2006). Neste estudo, o OE de R. officinalis
e o eucaliptol apresentaram concentragdo letal (CL) para matar
50% e 90% da populagdo testada de 11,03 a 12,10 mg L' para
CL,,, respectivamente, ¢ de 19,48 a 22,24 mg L' para CL,,
respectivamente (Tabela 3). Os resultados também mostraram
que o tempo letal (TL, ) para matar 50% da populacdo testada
foide 0,55 e 8,10 horas para OE de R. officinalis e eucaliptol,
respectivamente (Tabela 3). E provavel que o menor tempo do
OE de R. officinalis para ocasionar a mortalidade das larvas de
D. suzukii seja devido ao aumento de penetragdo dos produtos
através da cuticula do inseto como um mecanismo de sinergia
entre o eucaliptol e os outros constituintes quimicos. Esse efeito
sinérgico foi relatado quando o eucaliptol foi usado em mistura
com aromadendreno (MULYANINGSIH et al., 2010), limoneno

Tabela 2. Teor de 6leo essencial, constituintes identificados, monoterpenos
hidrocarbonetos, monoterpenos oxigenados, sesqueiterpenos hidrocarbonetos
e éster observados em Rosmarinus officinalis (Lamiaceae).

Teor de éleo essencial (%) 1,4

Total de constituintes identificados (%) 98,7
Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 0,8-9,3
Monoterpenos oxigenados (%) 0,8-49,1
Sesqueiterpenos hidrocarbonetos (%) 0,5-0,8

Ester (%) 0,7

(VUUREN; VILJOEN, 2007) ou outros constituintes menores
dos OEs (VILELA et al., 2009; MULYANINGSIH et al., 2010).

O OE de R. officinalis e o eucaliptol também proporcionam
efeitos nos parametros biologicos contra larvas de D. suzukii.
Observam-se maiores ML e MP, menores TP quando comparados
com a acetona (Tabela 4). Essas informagdes indicam que a agao
larvicida desses produtos pode estar relacionada a polaridade
dos OEs (substancias lipofilicas). Fato que permite os 6leos
penetrarem na cuticula das larvas, interferindo em suas fungoes
fisiologicas e no desenvolvimento dos insetos (KUMAR et al.,
2014; SOUZA et al., 2021).

Os danos histologicos foram verificados nas larvas de
D. suzukii quando expostas ao OE de R. officinalis e eucaliptol,
mas ndo para o grupo de controle (Figura 2 1A e IIA).
As alteragdes incluiram descamagao da cuticula (Figura 2 IB)
e desprendimento da célula epidermal da camada cuticular
(Figura 2 IC). Notam-se também danos cerebrais nas larvas,
como intensa vacuoliza¢do na camada cortical (Figura 2 1IB)
e alteragdo da morfologia dos neuropilos (Figura 2 IIC),
caracteristicas de degeneragdo e necrose apos os tratamentos.
Essas desordens fisiologicas ocasionadas pelo OE de R. officinalis
e eucaliptol em larvas de D. suzukii sdo tipicas do processo

1 g3
e e 2 ] r B

50 75 10,0 125 15.0 175

minutos

Figura 1. Composicao do dleo essencial (%) das folhas frescas de Rosmarinus
officinalis (Lamiaceae) coletadas na regido neotropical, Brasil. Monoterpeno
hidrocarboneto: 1. a-pineno (9,3%), 2. canfeno (3,5%), 3. P-a-pineno
(3,2%), 4. B-mirceno (0,8%), 5. m-cirmeno (1,5%), 6. limoneno (2,1%);
Monoterpeno oxigenado: 7. eucaliptol (49,1%), 8. linalool (1,1%), 9. borneol
(4,2%), 10. canfora (17,8%), 11. terpine-4-ol (3,3%), 12. a-terpineno (0,8%);
Sesquiterpeno hidrocarboneto: 13. B-cariofileno (0,8%), 14. a-cariofileno
(0,5%); Ester: 15. acetato de bornila (0,7 %).

Tabela 3. Toxicidade do dleo essencial de Rosmarinus officinalis (alecrim) e eucaliptol sobre larvas de Drosophila suzukii apos 72 horas da exposi¢ao inicial.

Coeficiente

a ) B o, B C
Produtos n angular + EP CL,, (95% IC) CL,, (95% IC) GL
Concentragao letal
. 19,48 (19,22
+ =
alecrim 80 4,10 + 0,11 11,03 (10,62 -11,76) a 20,61)a 1
. 22,24 (21,89-
eucaliptol 80 3,22 +0,86 12,10 (11,94 -13,08) b 22.82) b 1
Tempo letal médio
Tratamentos n* Coeficiente angular + EP TL,, (95% IC) ® GL¢
alecrim 80 4,26 0,32 0,55 (0,46 — 0,68) a 1
eucaliptol 80 3,67 +0,14 8,10 (7,92 -8,22) b 1

“Numero de insetos por tratamento. *Concentragio letal (mg L") necessaria para ocasionar 50% e 90% de mortalidade das larvas; (IC = intervalo de confianga). “Graus
de liberdade. “Tempo letal (horas) necessario para ocasionar 50% das larvas; (IC = intervalo de confianga). + EP: + erro padrdo. P > 0,05 no teste de comparagio de
médias. As colunas seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre si pelo teste de qui-quadrado
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Tabela 4. Mortalidade larval (ML), taxa de pupagao (TP), mortalidade pupal (MP) de Drosophila suzukii tratados com 6leo essencial de Rosmarinus officinalis

(alecrim) e eucaliptol.

Produtos ML v MP
%

Alecrim 98,0 1,22 a 2,0+1,22b 100,0 £ 0,00 a
Eucaliptol 99,0 £1,00 a 1,0+1,00 b 100,0 £ 0,00 a
Acetona 0,00 £ 0,00 b 100,0 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 b
F 11,23 24,11 7,35

GL 2 2 2
P <0,0001 <0,0001 <0,0001

As colunas seguidas pela mesma letra nao sao significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey: P < 0,05. F: teste-F; GL: Grau de Liberdade; P: probabilidade

Acetona

Eucaliptol

i

Figura 2. Microscopia de cuticula (I) e cérebro (II) de Drosophila suzukii tratados com acetona (A) e 6leo essencial de Rosmarinus officinalis — alecrim (B)

e eucaliptol (C).

de morte celular (KERR, 2002). Estudos relacionados a danos
histopatologicos causados por OEs concluiram que o modo
de ag@o ¢ semelhante, independentemente da taxonomia do
inseto-alvo (CHAABAN etal., 2018; CHAABAN et al., 2019).

Nesse contexto, levando-se em consideracdo a elevada
toxicidade do OE de R. officinalis ¢ de seu constituinte
majoritario eucaliptol sobre larvas de D. suzukii, seu uso
podera ser alternativa vidvel, sustentavel e com capacidade
de gerar produtos naturais compativeis com a entomofauna
benéfica. Assim, este estudo pode contribuir futuramente para o
desenvolvimento de novos produtos para o manejo de D. suzukii,
principalmente devido ao R. officinalis ser abundantemente
cultivado na regido neotropical.

Conclusao

O OE de Rosmarinus officinalis e o eucaliptol ocasionam
mortalidade larval e pupal e inibem a pupagdo, além de causarem
danos a cuticula e ao cérebro das larvas de D. suzukii.
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