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RESUMO

CASTRO, Daniele Pereira. Atividade inseticida de oleos essenciais de
Achillea millefolium e Thymus vulgaris sobre Spodoptera frugiperda e
Schizaphis graminum, 2004. 73 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Com o intuito de identificar os constituintes majoritarios e avaliar a
atividade inseticida dos Oleos essenciais das plantas Achillea millefolium e
Thymus vulgaris, experimentos foram conduzidos, em laboratério, com o
pulgdo-verde Schizaphis graminum e lagarta-do-cartucho Spodoptera
frugiperda. Para caracterizacdo e identificacdo dos constituintes dos oleos
essenciais, utilizou-se o espectrometro de infravermelho e espectrometro de
massa acoplado a cromatografo a gas. A avaliagdo do efeito dos 6leos no
comportamento e biologia do pulgdo-verde foi realizada por testes com chance
de escolha e sem chance de escolha, por meio de imersao de se¢des de folha de
couve nas solugdes contendo dleo essencial das plantas. A lagarta-do-cartucho
foi submetida ao teste com chance de escolha para avaliagdo da ndo-preferéncia
e o efeito na biologia do inseto foi avaliado por meio de teste sem chance de
escolha com dieta natural e dieta artificial. Os resultados obtidos permitiram
verificar que o 6leo de mil-folhas possui como constituintes majoritarios o
azuleno e germacreno-D e o 6leo de tomilho o timol. Nao houve efeito inseticida
dos Oleos essenciais de mil-folhas e tomilho a 0,015 % para o pulgdo S.
graminum. O 6leo de mil-folhas demonstrou atratividade a S. frugiperda em
teste com chance de escolha, provavelmente devido a presenca de germacreno-
D. Foi possivel verificar que os Oleos essenciais causam mortalidade na
concentracdo de 150 ppm para a lagarta-do-cartucho em teste sem chance de
escolha com dieta artificial reduzindo a viabilidade larval e de pupa, indicando
que os 0Oleos essenciais possuem potencial inseticida sobre a lagarta-do-cartucho
em testes laboratoriais.

Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientador) e Jair
Campos de Moraes — UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

CASTRO, Danicele Pereira. Insecticide activity of essential oils of Achillea
millefolium e Thymus vulgaris against Spodoptera frugiperda and Schizaphis
graminum. 2004. 73 p. Dissertation (Master Program in Agriculture) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.*

This study aimed to analyze the composition and the insecticide effect of
essential oils from Achillea millefolium and Thymus vulgaris over the green bug
Schizaphis graminum and the fall armyworm Spodoptera frugiperda. Infrared
and Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) were used to identify
the constituents of the essential oil. The effect of the essential oils in the
treatment and biology of green bugs were assessed with free-choice after
immersion of sections of cabbage leafs on the oil solution. Larvae of the fall
army worm were subjected to free-choice tests, but the non-choice test were
carried out in natural and artificial diet. Yarrow oil has azuleno and germacreno-
D as main constituents and thyme oil has basically thymol in its composition.
Both essential oils had no effect over adults of S. graminum at 0,015% of
concentration. The fall armyworm was attracted to yarrow oil in non-choice test,
probably because of the presence of germacreno-D. Both essential oils in the
highest concentration (150 ppm) caused reduction in larvae viability and rearing
viability in artificial diet. Yarrow and thyme essential oils have potential
insecticide activity on the larvae of S. frugiperda.

*Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Major Professor),
and Jair Campos de Moraes — UFLA (Co-Adviser).



1 INTRODUCAO

O homem, desde a pré-historia, procurou aproveitar os principios ativos
existentes nos vegetais de diferentes formas, embora de modo totalmente
empirico ou intuitivo, baseado em descobertas ao acaso. Dentre essas
substancias, resultantes do metabolismo secundario das plantas, destacam-se os
oleos essenciais, que sdo liberadas ao meio ambiente em quantidades variaveis.

O principal papel dos oOleos essenciais esta relacionado com sua
volatilidade, pois devido a essa caracteristica, agem como sinais de comunicagéo
quimica e como arma de defesa. Assim, considera-se a existéncia de fungdes
ecoldgicas, especialmente como inibidores de germinagdo, na protecdo contra
predadores, na atragao de polinizadores e na protecdo contra a perda de agua.

A fungado desses compostos de comunicagdo com insetos, principalmente
como mecanismo de defesa contra fitofagia, despertou o interesse de
pesquisadores em utilizar esses principios ativos para sintese de novos produtos
inseticidas, obtencdo de inseticidas naturais para aplicacdo direta no controle de
pragas ou obtencdo de cultivares resistentes por meio de programas de
melhoramento de plantas.

A utilizagdo de plantas como inseticidas vem conquistando mercado e a
preferéncia dos produtores e consumidores, nao apenas pelos beneficios a saude
em funcdo da reducdo do uso de agroquimicos, como pela necessidade da
adogdo de praticas de menor impacto ao meio ambiente. Juntamente a essa
necessidade, encontra-se uma diversidade bioldgica muito grande, com inumeras
plantas aromaticas a se conhecerem e aplicagdes a se pesquisarem, pois nestes
encontra-se uma importante fonte de substincias quimicas com diferentes
estruturas quimicas e com diversas atividades contra insetos.

O presente trabalho teve por finalidade estudar a composi¢do quimica e a

atividade inseticida do tomilho (Thymus vulgaris L.) e mil-folhas (Achillea



millefolium L.) em importantes pragas agricolas de habito sugador e mastigador,
especialmente, o pulgdo-verde Schizaphis graminum (Rond. 1852) e a lagarta-

do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Interacao inseto-planta

Nos ecossistemas mais variados existe uma grande interagdo entre os
seres vivos. Dessa interacdo resulta a evolug@o de algumas populacdes para sua
sobrevivéncia. As plantas no seu ecossistema natural sdo capazes de se adaptar a
diversos fatores abidticos e bidticos, como € o caso das plantas aromaticas que
evoluiram através da comunicacdo com outros seres Vivos por aromas ou
semioquimicos. Estes sdo responsaveis pela interagdo entre organismos,
acarretando estimulos de origem quimica ao receptor do aroma.

Dentre os semioquimicos, as substancias responsaveis pela comunicagido
entre espécies diferentes sdo conhecidas como aleloquimicos. Estes sdo
produzidos pelas plantas, com a finalidade de defesa contra pragas, fungos, virus
¢ bactérias, como inibidor de germinacdo de plantas competidoras (alelopatia),
como atrativos para animais dispersores de sementes, protecao contra raios ultra-
violeta e atrativos para polinizadores (Santos, 2002).

Entre os aleloquimicos mais importantes, encontram-se o0s O6leos
essenciais, compostos volateis e geralmente aromaticos. Sdo produzidos no
metabolismo secundario das plantas, variando com a intensidade e composigao
de acordo com a espécie e fatores do meio ambiente, sendo geralmente
especifica para um determinado Orgdo e caracteristica para o estagio de
desenvolvimento de cada espécie. Um exemplo classico dessa variagdo ocorre
na canela do Ceildo (Cinnamomum zeylanicum Breyne), na qual o composto
aldeido cindmico encontra-se em alta concentracdo no o6leo extraido da casca,
sendo que nas folhas o eugenol é o composto majoritario e na raiz ¢ a canfora
(Saito & Scramim, 2000).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas

secretoras especializadas, tais como pélos glandulares (Lamiaceae), células



parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceac, Poaceae), canais
oleriferos (Apiaceaec) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae) (Saito & Scramim, 2000). Embora todos os 6rgdos de uma planta
possam acumular O6leos essenciais, sua composi¢do pode variar segundo a
localizagdo. Cabe lembrar que a composi¢do quimica de um o6leo essencial
extraido de um mesmo o6rgdo, de uma mesma espécie vegetal, pode variar
significativamente de acordo com a época de coleta, condigdes climaticas e de
solo e quanto a necessidade de defesa ou em proporgao direta ao risco de ataque

e importancia dos tecidos atingidos (Simdes & Spitzer, 2002).

2.2 Oleo essencial
Oleo essencial ¢ definido como 6leo volatil obtido de diferentes partes
de plantas, por meio da técnica de destilacdo por arraste de vapor de agua ou por

expressdo do pericarpo de frutas citricas.

2.2.1 Composiciao quimica

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em
dois grandes grupos. O primeiro, essencial a todo ser vivo, € conhecido como
metabolito primario incluindo os lipideos, protideos e glicideos, com fungdes
vitais bem definidas. O segundo, metaboélito secundario, geralmente apresenta
estrutura com baixo peso molecular, marcante atividade bioldgica e,
diferentemente daqueles do metabolismo primario, ¢é encontrado em
concentracao relativamente baixa. Embora ndo sejam necessariamente essenciais
para o organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para
perpetuacdo de sua espécie, em seu ecossistema. Outra caracteristica dos
vegetais em relagdo ao metabolismo secundario € a elevada capacidade
biossintética, tanto em relacdo ao numero de substincias produzidas quanto a

sua diversidade numa mesma espécie (Poser & Mentz, 2002).



Dentre os metabolitos secundarios os principais grupos de compostos
encontrados com atividade biologica sdo os alcaldides, flavondides, cumarinas,
taninos, quinonas e 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa de componentes volateis,
com baixo peso molecular, sendo, na maioria das vezes, constituidos por
moléculas de natureza terpénica. Os compostos terpendides, assim como o0s
demais metabdlitos secundarios, sdo originados de rotas alternativas do
metabolismo primario, em resposta a adaptagdo do organismo ao meio em que
vive. Sdo derivados do acetato, via acido mevalonico que, ao sofrer fosforilagdo
e descarboxilagdo, gera o isopentenilpirofosfato (IPP) que se isomeriza a
dimetilalipirofosfato (DMAPP). A condensacdo desses dois isdmeros, seguida
de posteriores incorporagdes de unidades de isopentenilpirofosfato, leva a
formagdo de todos os compostos terpenodides (Figura 1) (Santos, 2002; Cardoso

etal., 2001).
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FIGURA 1. Biossintese dos terpenos.



Os Oleos essenciais sdo formados por misturas complexas de
fenilpropandides ou terpenodides, prevalecendo os Uultimos. Normalmente
apresentam um composto majoritario. Os terpenos sdo constituidos por duas ou

mais unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) (Figura 2) (Saito & Scramim,

2000).
)\/

FIGURA 2. Estrutura quimica do isopreno (2-metil 1,3-butadieno).

Os compostos terpénicos mais frequentemente encontrados nos 6leos
volateis sdo os monoterpenos (90% dos 6leos) e os sesquiterpenos (Figura 3)

(Simdes & Spitzer, 2002; Cardoso et al., 2000).

2 P

Limoneno  Citral Zingibereno Cadinol
FIGURA 3. Estruturas quimicas de monoterpenos (A) e sesquiterpenos (B).

Com a incrivel evolugdo das técnicas cromatograficas, principalmente a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, um grande nimero
de componentes com atividade inseticida de Oleos essenciais pode ser
identificado, para posteriormente ser isolado. A identificagdo dessas substancias
auxilia os pesquisadores de melhoramento genético na busca de genotipos mais
resistentes a bactérias, fungos e insetos, proporcionando dados que podem

auxiliar no combate especifico de predadores de culturas destinadas a



alimentacdo humana. Pode-se utilizar para o controle de pragas a aplicacdo
direta do dleo essencial, ou do principio ativo isolado e/ou como base para

descoberta de novos produtos sintéticos.

2.2.2 Utilizagéo

O O6leo essencial antes de ser estudado cientificamente, foi muito
utilizado pelos indios e ainda ¢ utilizado na cura de doengas, principalmente pelo
fato de possuir efeito contra bactérias, fungos, etc. Pela esséncia e sabor/odor
muitas vezes agradavel, foi utilizado para aromatizar ambientes e temperar
alimentos ha muitos anos atras.

Possuem diversas aplicagdes industriais como na fabricagdo de
perfumes, na indistria de processamento de alimentos, na medicina com a
fabricagdo de homoterdpicos, tanto para homens como para animais, e na
fabricacao de novos pesticidas.

Na agricultura, o conhecimento de que alguns dos compostos presentes
nos oleos essenciais podem atuar como antibacterianos e outros como repelentes
ou toxicos para os herbivoros, tem estimulado pesquisas objetivando o uso das
plantas aromaticas para proteger culturas e produtos agricolas armazenados, sem
contaminar os alimentos com pesticidas sintéticos (Cardoso et al., 2000).

Secoy & Smith (1983) realizaram um estudo sobre plantas com
toxicidade a varios seres vivos, de peixes a bactérias. Estas estdo sendo
investigadas para uso em larga escala como inseticida. Desse trabalho obteve-se
uma lista de mais de 700 espécies de plantas com potencial para controle de

pragas agricolas e domissanitarias.



2.3 Plantas inseticidas

2.3.1 Historico

Quando os conquistadores espanhdis aportaram no Novo Mundo, em
torno de 1500, observaram indios que utilizavam um inseticida que era o p6 das
sementes de uma planta bulbosa chamada de crbadijla. A sabadilha
(Schoenocaulon officinale) ¢ na verdade uma fonte de alcaldides veratrinicos
que foi muito utilizada na Europa com o nome de heléboro (Vieira et al., 2002).

No fim do século XVII, na Franga, a nicotina, obtida de espécies de
Nicotiana, foi empregada como inseticida pela primeira vez sob a forma de
lavagem de fumo. Esse alcaldide foi isolado juntamente com outras substincias
inseticidas; nornicotina e anabasina. Em alguns locais, principalmente em
agricultura sustentavel, se encontra muito o controle de insetos com folhas de
fumo (Penteado, 1999; Vieira et al., 2002).

Outra classe de substancias extraidas de plantas muito utilizada foi a dos
rotendides. Um dos primeiros relatos do uso de rotendides em praticas agricolas
data de 1919, na Guiana Holandesa, com a aplicagdo de timbds (Lonchocarpus)
no controle as formigas Dolichorus bidens. A rotenona, encontrada nos timbds,
atua na cadeia respiratoria levando o inseto a asfixia e conseqiientemente morte
(Larini, 1999; Vieira et al., 2002).

Como exemplos de plantas que permitiram a obtengdo de novos produtos
sintéticos, podem ser citados Physostigma venenosum (Fabaceae), cujos
compostos secundarios, especialmente a fisostigmina, (Figura 4) foram tomados
como modelo para a sintese dos carbamatos, e Chrysanthemum
cinerariaefolium, conhecido como piretro ou po-da-Pérsia, matéria-prima da

qual se extraem as piretrinas, precursores dos piretrdides (Gallo et al., 2002).
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FIGURA 4. Estrutura quimica da fisostigmina

Os compostos carbamatos, assim como a fisostigmina, sdo ésteres do
acido N-metilcarbdmico (Figura 5) ou N,N’-dimetilcarbamico. Apesar de ser
sintetizado a partir de uma estrutura natural alguns inseticidas dessa classe sdo

altamente toxicos a mamiferos, como o aldicarbe (Temik) (Larini, 1941).
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FIGURA 5. Estruturas quimicas do acido N-metilcarbamico, carbofuron e
aldicarbe.

Entretanto, as piretrinas extraidas das flores do crisantemo, C.
cinerariaefolium, possuem baixa toxicidade a animais de sangue quente sendo
utilizadas como modelo para sintese dos inseticidas conhecidos como
piretroides. Os piretroides praticamente dominam o mercado de inseticidas
utilizados para fins residenciais. A toxicidade do composto fenvaleratro (Figura
6), piretroide sintético, ¢ de 450 mg/kg em ratos e das piretrinas naturais ¢ de

820 mg/kg (Roman & Oliveira, 1983).
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FIGURA 6. Estrutura quimica do fenvaleratro.

A atividade inseticida do piretro deve-se a presenca das piretrinas,
presentes nas flores numa concentragdo de 0,63-2,18%. Sdo constituidas por
piretrinas I e II e cinerinas I e II (Figura 8). Estes possuem estruturas
semelhantes variando na ramificacdo: acido crisantémico ou acido pirétrico (R,);
piretrolona ou cinerolona (R;) do esqueleto base das piretrinas (Figura 7). As
piretrinas diferem entre si apenas na intensidade do modo de agdo (Ronan &

Oliveira, 1983).

R, o) R,

0
0

FIGURA 7. Estrutura quimica basica das piretrinas naturais.

Os produtos naturais inseticidas foram muito utilizados até a década de
40, quando os produtos sintéticos passaram a ganhar espago a partir da II Guerra
Mundial, devido a uma explosdo no desenvolvimento da sintese organica. Estes
mostraram-se muito mais potentes e menos especificos que os naturais, até entao

utilizados no controle de pragas agricolas, e foram quase totalmente substituidos.
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FIGURA 8. Estrutura quimica dos derivados piretroides onde: R;= 4acido
crisantémico e acido pirétrico e R,= piretrolona e cinerolona,
presentes nas moléculas das piretrinas naturais (piretrina I,
piretrina I, cinerina I e cinerina II).

2.3.2 Vantagens da utilizacao de plantas inseticidas

Quando se utilizam produtos vegetais com atividade inseticida, os
seguintes efeitos sobre os insetos podem ser observados: repeléncia, inibi¢do da
oviposi¢do, inibicdo da alimentagdo, inibi¢do do crescimento, alteragdes do
sistema hormonal, alteragdes morfogenéticas, alteracdes no comportamento
sexual, esterilizagdo dos adultos, mortalidade na fase imatura ou adulta, entre
outros. Dessa forma, a mortalidade do inseto ¢ apenas um dos efeitos € nem
sempre esse deve ser o objetivo, que na verdade consiste em reduzir ou, se
possivel, impedir o crescimento da populagdo da praga (Gallo et al., 2002).

Dentre as plantas inseticidas atualmente estudadas, a meliacea
Azadirachta indica, conhecida no Brasil por “nim, nime ou nime asidtico”, €
considerada a mais importante e promissora. Apresenta uma série de compostos,
dentre os quais a azadiractina (Figura 9) que ocorre em maior concentracio e
apresenta grande atividade toxica contra insetos (Brechelt, 2001; Gallo et al.,

2002).
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Segundo Vieira et al. (2002), a azadiractina interfere na metamorfose em
insetos, impedindo o desenvolvimento da ecdise, apresentando, ainda, atividade

fagoinibidora.

MeO,C :_¢f

FIGURA 9. Estrutura quimica da azadiractina.

Apesar dos inseticidas sintéticos com diferentes modos de acdo estarem
disponiveis aos produtores rurais, o grande crescimento do cultivo organico ¢ a
alta demanda dos consumidores por este tipo de alimento gerou um grande
interesse econdmico por inseticidas naturais. Estes possuem algumas vantagens
que se adaptam ao cultivo orgdnico e nova filosofia de prote¢do ambiental.
Dentre estas, citam-se: menor desenvolvimento de resisténcia dos insetos aos
inseticidas pelo complexo de principios ativos presentes nas plantas; baixa
toxicidade a outros insetos uteis (polinizadores e inimigos naturais de insetos
pragas), aves, peixes ¢ mamiferos, incluindo o ser humano (Vieira et al., 2002;

Gallo et al., 2002; Saito & Scramin, 2000).

2.3.3 Mecanismos de defesa de plantas a insetos

Uma planta ou variedade possui diversos mecanismos para resistir ao
ataque de uma praga. Esses meios constituem os tipos de resisténcia. Painter
(1951) propos a classificagdo de resisténcia em trés tipos: ndo-preferéncia para

alimentacdo, oviposicdo ou abrigo (antixenose); antibiose (efeito adverso da
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planta sobre o metabolismo do inseto) e tolerancia (regeneragdo ou capacidade
de suportar o ataque do inseto).

O termo ndo-preferéncia exprime uma reagdo comportamental do inseto
em relacdo a planta. Esta pode ocorrer principalmente através dos estimulos de
atracdo ou repeléncia seguidos por efeito estimulante ou deterrente.

Os repelentes sao substancias de baixo peso molecular, geralmente
volateis, que afastam os insetos da fonte produtora ou protegida. Sao substancias
normalmente conhecidas como aromaticas, esséncias ou 0leos essenciais. Como
exemplos o oleo de citronela, pinheiro e eucalipto, que possuem em sua
composi¢do citronelal, citral, oo e B-pineno e eucaliptol, reconhecidamente
repelentes a diversas espécies de insetos, incluindo moscas € mosquitos de
importancia médico-veterinaria e pragas de importancia agricola (Gallo et al.,
2002). Estes recomendam a utilizagdo de folhas secas de eucalipto-cheiroso
(Eucaliptus citriodora) como repelente para gorgulhos (Sitophilus spp.) que
atacam graos armazenados. Indicam também a aplicacdo de pos obtidos de casca
de laranja e de folhas de erva-de-santa-maria como repelente desse grupo de
insetos e de carunchos em feijdo armazenado.

Uma planta resistente pelo mecanismo de antibiose afeta direta ou
indiretamente o potencial de reprodugdo do inseto, uma vez que os efeitos
normalmente observados, conforme muitos exemplos existentes na literatura,
sdo os seguintes: mortalidade das formas jovens, mortalidade na transformagao
para adulto, reducao do tamanho e peso dos individuos, reducdo da fecundidade,
alteragdo na proporcao sexual e alteragdao no tempo de vida.

Ja plantas resistentes por tolerancia possuem a capacidade de suportar o
ataque da praga, quer seja através da regeneracdo dos tecidos destruidos,
emissdo de novos ramos ou perfilhos, ou por outro meio qualquer, de forma que
aquele ataque n3o chega a provocar queda significativa na qualidade e

quantidade de sua produgao.

13



Portanto, plantas que produzem oleos essenciais para sua defesa podem
ser consideradas plantas resistentes pelo mecanismo de ndo-preferéncia e/ou
antibiose, por serem tais Oleos substidncias que atuam no comportamento ou
metabolismo do inseto. Essas substancias responsaveis pelas interagcdes quimicas
dos organismos sdo denominadas aleloquimicos. Dois tipos de aleloquimicos
sdo de interesse particular para as relagdes inseto/planta: os alomonios, que
favorecem o emissor (planta hospedeira), funcionando como substancia de
defesa e os cairomonios, que favorecem o receptor (inseto fitofago). Como
exemplo de alomonios podemos citar a agdo repelente e deterrente da tomatina
(em tomateiro) para Leptinotarsa decemlineata e com efeito negativo para o
metabolismo dos insetos podem ser citados o gossipol (em algodoeiro) que afeta
Heliothis spp. e varias outras pragas dessa cultura, e os acidos hidroxamicos
(especialmente DIMBOA, em gramineas), que afetam Ostrinia nubilalis e

Schizaphis graminum (Gallo et al., 2002).

2.3.4 Oleos essenciais de plantas com atividade inseticida

A partir desse conceito de protecdo fitossanitaria, pesquisadores
passaram a identificar a acdo inseticida dos 6leos essenciais de varias plantas.
Desse estudo, encontraram-se inimeros 6leos essenciais de varias plantas com
potencial inseticida.

Destas pode-se destacar o 6leo essencial de citros, contendo limoneno
(Figura 10) como principio ativo, contra lagarta-do-cartucho, pernilongo, pragas
de graos armazenados e besouros. Seu efeito consiste na repeléncia e redugdo na
ovoposicao. A molécula tem provado ser toxica e deterrente a espécies de pragas
de produtos armazenados como Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) e
Sitophilus oryzae (L., 1763) (Su, 1972; Su et al., 1976).

O limoneno, um terpendide isolado de espécies de citros, ¢ deterrente

alimentar para Heliothis zea, este também ¢ efetivo para Leptinotarsa
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decemlineata (Alford et al.,, 1987). Para estes, o efeito demonstrado por
limondides ndo ¢ de mortalidade direta de pragas fitofagas, porém diminui
cronicamente sua taxa crescimento. Os limondides de Citrus paradisi previnem
alimentacdo de Spodoptera litura, S. frugiperda e Trichosplusia ni (Altieri et al.,

1984).

X

FIGURA 10. Estrutura quimica do limoneno.

Estudos de Penteado (1999) indicam o uso do 6leo de eucalipto no
controle de pragas de produtos armazenados como Tribolium, Sitophilus e
Prostephanus. Segundo este, os constituintes citronelal e 1,8-cineol é que vao
atuar nesse processo biologico (Figura 11).

Esses monoterpenos tém sido muito estudados no controle de pragas de
grdos armazenados, causando alta mortalidade e moderada repeléncia. Trabalhos
de Aggarwal et al. (2001), indicam o L-mentol como um potente inseticida para
pragas de grios armazenados(Figura 11). E altamente toxico em aplica¢io de
contato ¢ fumigagdo, além de ser forte repelente. Controla adultos de Tribolium
castaneum (Herbst) com DLso igual a 108.4 pg/mg de inseto por aplicacdo

tdpica, afeta a oviposicao e emergéncia de adultos.
A) B) 0
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FIGURA 11. Estrutura quimica do citronelal (A) 1,8-cineol (B) e L-mentol (C).

Traboulsi et al. (2002) encontraram efeito inseticida sobre larvas de

Culex pipiens molestus Forskal nos 6leos essenciais de Myrtus communis com
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maior potencial, seguido por Origanum syriacum L., Mentha microcorphylla
Koch, Pistacia lentiscus L. ¢ Lavandula stoechas L. com LCs, igual a 16, 36, 39,
70 e 89 mg/litro, respectivamente.

De acordo com Kéita et al. (2000), o 6leo essencial de plantas do género
Ocimum aplicadas na concentracdo de 40 pL por fumigacdo causaram 94 % de
mortalidade de adulto apés 48 horas de aplicagdo, reducdo na oviposi¢do ¢ na
emergéncia de adultos C. maculatus.

Bouda et al. (2001), trabalhando com oOleos essenciais de Ageratum
conyzoides, Chromolaena odorata e Lantana camara, certificaram que estes
controlaram S. zeamais causando mortalidade nos adultos, com DLs, = 0,09%
em 24 h.

Os Oleos essenciais de Cinnamomum cassia, Cocholeria aroracia e
Brassica juncea, aplicados na concentragdo de 0,7 mg/cm? de papel de filtro,
foram altamente toxicos a adultos do besouro Lasioderma serricorne (F.) em 24
horas apos aplicagdo (Kim et al., 2001).

A atividade inseticida em pragas de grios armazenados ¢ muito estudada
pela volatilidade e lipofilicidade desses compostos, funcionando como
fumigante e causando efeito em suas funcdes fisiologicas, sendo também
saudavel ja que a aplicacdo ¢ direta sobre os graos. Lee et al. (2003) verificaram
o efeito fumigante de 20 monoterpendides, sendo 0s mais promissores o cineol,
funchona e pulegona (Figura 12). Estes causaram 100% de mortalidade na
concentracdo de 50 pug/mL em cinco espécies de insetos (Sitophilus oryzae,
Tribolium castaneum, Oryzaephilus surinamensis, Musca domestica e Blattella
germanica).

Os terpenos eugenol, alcool cinamico e a-terpineol (Figura 13)
demonstraram efeito inseticida sobre a barata americana nas concentragdes

0,0047 mg/cm?, 0,182 mg/cm? e 0,325 mg/cm? respectivamente, ¢ efeito
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sinergista na mistura dos componentes em proporg¢des iguais com LCsy de 0,075

mg/cm? (Enan, 2001).

A) B) 5 ©
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FIGURA 12. Estrutura quimica do cineol (A), funchona (B) e pulegona (C).
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FIGURA 13. Estruturas quimicas do a-terpineol (A), eugenol (B) e alcool
cinamico (C).

A grande variedade de substancias presentes na flora continua sendo um
enorme atrativo na area de controle de insetos. Intimeras pesquisas estdo sendo
realizadas no intuito de fornecer aos produtores pesticidas mais seguros ao meio
ambiente e mais especificos a determinada praga, que sejam de uso

economicamente viavel.

2.3.5 Espécie Thymus vulgaris

A espécie Thymus vulgaris L. é uma planta aromatica pertencente a
familia Lamiaceae, cultivada na Europa, especialmente na Hungria, Alemanha,
Espanha e sul da Franca. E conhecida no Brasil como tomilho, arc, arcanha,
poejo, segurelha, timo, tomilho-ordinario, tomilho-vulgar. Adapta-se aos mais

variados climas, porém os produtos de maior qualidade sdo obtidos em regides
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temperadas quentes, cujas temperaturas giram em torno de 20 °C (Silva Junior &
Verona, 1997).

A planta é descrita como subarbustiva perene, ereta, ramificada,
entouceirada, alcangando de 15 a 30 cm de altura. Forma uma moita de caule
tortuoso muito ramificado, lenhoso e rasteiro. Possui folhas pequenas (com
foliolos de 6 mm de comprimento) opostas de forma variada e quase sésseis,
levemente pubescentes ¢ de coloragdo mais clara na face inferior. Apresenta
flores brancas a rosadas, pequenas, axilares ou terminais (Figura 14) (Lorenzi &

Matos, 2002; Silva Junior & Verona, 1997).

FIGURA 14. Aspecto geral de T. vulgaris localizada no Horto de Plantas
Medicinais da UFLA.

Suas folhas e ramos novos, de sabor levemente amargo e picante € com
aroma canforaceo, sdo amplamente empregadas na culindria como condimento.
E também empregado na industria de perfumes e como aromatizante natural de
bebidas (licores). Na medicina ¢ considerada adstringente e espectorante, que
melhora a digestdo, relaxa espasmos e controla a tosse, com propriedades
fortemente antiséptica e antifingica (Lorenzi & Matos, 2002).

Seu oleo essencial é rico em timol e carvacrol (Figura 15), potentes
bactericidas e fungicidas reconhecidos cientificamente (Reddy et al., 1998;

Essawi & Srour, 2000). Outros compostos fenolicos, como taninos e flavondides
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ja foram encontrados em extratos da planta responsaveis pelas atividades
antioxidantes, expectorantes, digestivos e antiinflamatorios associados a planta

(Shan, 2002; Economou et al., 1991).

A) B)

FIGURA 15. Estruturas quimicas do timol (A) e carvacrol (B).

Diversas atividades biologicas sdo atribuidas a 7. vulgaris pelo alto
contetido de fendlicos vegetais. Economou et al. (1991), pesquisando a atividade
biologica dos extratos metandlicos das ervas da familia Lamiaceae, entre elas 7.
vulgaris, observaram forte atividade antioxidante.

Em 1993 o composto timol foi registrado na United States
Environmental Protection Agency (EPA) como ingrediente ativo de produtos
inseticidas ndo toxicos a saide humana e ao meio ambiente. Na ocorréncia
descrita pela Registration Eligibility Decision (RED) o timol é considerado
ingrediente ativo para produtos pesticidas como repelente, fungicida,
desinfetante médico, tuberculocidas e virocidas. Consta também pela Food and
Drug Administration (FDA) que o timol, presente no 6leo essencial de tomilho e
utilizado como condimento é seguro para consumo humano, podendo ser
utilizado como aditivo em alimentos.

Como inseticida, inimeros trabalhos relatam o efeito do tomilho e seus
constituintes em diversas espécies de insetos. Reducdo no desenvolvimento e
oviposi¢cdo de lagartas Spodoptera littoralis; controle de larvas (3° instar) de
Lucilia sericata (Farag et al., 1994; Morsy et al., 1998; Isman et al., 2001;
Tsoukatou et al., 2001).
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2.3.6 Espécie Achillea millefolium

Planta medicinal da familia Asteraceae, conhecida como mil-folhas,
milefolio, aquiléia, erva-carpinteiro, mil-em-ramas ¢ novalgina. O nome latino
do género deriva do herdi grego Aquiles que a utilizou para estancar as
hemorragias de seus guerreiros em uma de suas batalhas e, millefolium significa
“mil folhas”, devido ao grande nimero de minusculos foliolos (folhas) que
possui (Lorenzi & Matos, 2002; Teske & Trentini, 1995).

A espécie ¢ perene, herbacea, com rizoma delgado e fibroso, que se
enraiza formando novas cepas. Cresce de 30 a 70 cm, com folhas pecioladas,
opostas, alternas e peninérveas. Folhas compostas, finamente pinadas, de 5 a 8
cm de comprimento. A inflorescéncia é do tipo corimbo, formando pequenos
capitulos florais dispostos em grupos aplanaidos. As flores sdo pedunculadas e
pequenas, com calice tubular, sdo geralmente brancas, em capitulos reunidos em
uma panicula terminal. Multiplica-se por estacas e por divisdo de touceiras

(Figura 16) (Lorenzi & Matos, 2002).
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FIGURA 16. Aspecto geral de A. millefolium localizada no Horto de Plantas
Medicinais da UFLA

E uma planta de clima temperado quente a subtropical. Nao se adapta a
regides com excesso de precipitagdes e prefere a luz plena. A planta é mais

pronunciadamente aromatica em maiores altitudes. Adapta-se bem em solos
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areno-argilosos, permeaveis, férteis e bem drenados e ndo acidos, tolerando
solos pobres em nutrientes, mas ndo suporta solos encharcados (Hertwig, 1991).

O complexo A. millefolium ¢ um grupo de espécies dificilmente
distinguiveis entre si, o qual gera um problema taxondmico complexo,
principalmente devido a poliploidia e¢ ao polimorfismo de espécies e
subespécies. Uma separagdo taxonOmica formal do complexo com base na
ploidia ou variagdes morfologicas nao ¢ praticavel devido as hibridagdes e as
delimitacdes morfologicas de ragas tetraploides ou hexapldides adjacentes
(Scheffer, 1991).

Existem inumeros trabalhos referindo-se a espécie A. millefolium com
grandes variagdes na composi¢do quimica do 6leo essencial. A presenca do
azuleno (Figura 17), responsavel pela coloragdao azul do o6leo essencial, varia
entre as espécies. Muitas pesquisas ja foram realizadas para identificar e separar

os 12 quimiotipos existentes na Europa Central (Saukel & Langer, 1992a, b).

)

FIGURA 17. Estrutura quimica do azuleno.

Pesquisas de Oswiecimska (1968) correlacionam o nivel de ploidia,
caracteristicas morfologicas ¢ composi¢do quimica do dleo essencial. O autor
verificou que os individuos tetrapldides contém procamazuleno enquanto os
hexapldides e octaploides ndo, sendo confirmado posteriormente por Haggag et
al. (1975). Recentemente, para colaborar com a complexa identificacdo de
espécies do género Achillea, pesquisas foram realizadas em relagdo a
quimiotaxonomia utilizando a presenca de flavondides e sesquiterpenos (Krenn,

1997; Kubelka, 1999), outros se basearam em analises de DNA, cultura de
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tecidos e cruzamentos genéticos (Wallner et al., 1996; Wawrosch et al., 1997;
Vetter et al., 1997).

As plantas deste género possuem Oleo essencial com derivados
monoterpénicos e sesquiterpénicos, dos quais ressaltam quatro grupos contendo
borneol e canfora; chamazuleno e B-pineno; trans-nerolidol; 1,8-cineol (Figura
18) (Mockute & Judzentiene, 2003). Outros compostos em concentragoes
variaveis sdo encontrados: sabineno, cariofileno, allo-ocimeno, tujona, &-
cadineno, canfeno, mirceno, limoneno, p-cimeno, azuleno, eugenol, germacreno,
terpene-4-ol, linalol (Maffei et al., 1994; Kokkalou et al., 1992; Rohloff et al.,
2000; Lourenco et al., 1999).

S @
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1,8-cineol
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FIGURA 18. Estrutura quimica do borneol, canfora, chamazuleno, B-pineno,
nerolidol e 1,8-cineol.

A variagdo da quantidade de dleos essenciais com base no peso seco
varia em cada parte da planta com 0,18% no caule, 0,41% nas folhas e 1,67%
nas flores. O teor médio de oleo essencial, de cor azulada, devido ao azuleno, é
de 0,5 a 0,8% (Silva Junior & Verona, 1997).

Além de seu uso ornamental é empregada na medicina tradicional como

diurética, antiinflamatoria, antiespasmodica e cicatrizante (Lorenzi & Matos,
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2002). E utilizada em produtos para a cosmética cutanea, produtos infantis e
produtos para a higiene bucal por possuir propriedades antiflogisticas. Encontra-
se na lista de plantas saudaveis ao consumo humano na Food and Drug
Administration (FDA) sem nenhum relato de toxicidade, sendo largamente
utilizada na fabricagdo de licores e aromatizantes.

No aspecto agrondmico existem alguns relatos de utilizacdo do extrato
da planta para controle de Aedes aegypti, mosca doméstica e larvas de carrapatos
Ixodes redikorzevi, Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus rossicus (Thorsel &
Tunon 1998; Srbova & Palaveyeva' citados por Jacobson 1975; Reznik & Imbs®
citados por Jacobson 1975).

2.5 Insetos

2.5.1 Pulgéao-verde

O pulgdo Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Ster,orrthyncha,
Aphididae) foi relatado pela primeira vez no Brasil, na cultura do alpiste e outras
gramineas nio cultivadas, no Estado do Rio Grande do Sul (Lima, 1942). Sua
presenca na cultura do sorgo foi registrada por Galli et al. (1981), que previu a
possibilidade de se tornar uma importante praga dessa cultura.

Para as condi¢cOes brasileiras, esses afideos se reproduzem por
partenogénese telitoca e de forma vivipara, sendo que os individuos observados
nas plantas sdo geralmente fémeas apteras ou aladas. A temperatura 6tima de

desenvolvimento varia entre 21 e 24 °C, podendo ocorrer, no periodo de uma

! SRBOVA, S.; PALAVEYEVA, M. Study of the insecticidal effect of some plants.
Journal Hyg. Epidemiology, Microbiology and Immunology, v. 6, p. 498- 502,
1962.

*REZNIK, P. A.; IMBS, Y. G. Ixodid ticks and phytoncides. Zoology Zhurnal,
v. 44, p. 1861-1864, 1965.
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semana, quatro instares e, no periodo de um més, podem ocorrer de trés a quatro
geragoes (Pfadt, 1978).

Sdo insetos de corpo oval, de coloracdo verde-clara brilhante, com uma
faixa longitudinal verde-escura no dorso e antenas escuras com excegdo dos trés
segmentos basais. Apresenta sifunculos mais claros que o corpo com apice
preto. E encontrado nos colmos e folhas de trigo (Gallo et al., 2002).

Esse afideo normalmente infesta a face inferior das folhas baixeiras das
plantas; entretanto, as injurias podem ser observadas na face superior. Segundo
Gallo et al. (2002), ¢ uma praga importante para as culturas do sorgo, trigo,
aveia e cevada. Afeta a cultura em todas as fases fenologicas alimentando-se da
seiva, e consequentemente causando limitacdo de agua e nutrientes, destrui¢ao
enzimatica pela injecdo de toxinas e possivel transmissdo de viroses ou

predispor a planta a doengas.

3.5.2 Lagarta-do-cartucho

A Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) pertence a ordem
Lepidoptera, familia Noctuidae, conhecida como lagarta-do-cartucho ou lagarta-
dos-milharais. As mariposas pdem de 1500 a 2000 ovos na pagina superior das
folhas. Apos trés dias nascem as lagartinhas, que passam a alimentar-se, de
preferéncia, das folhas mais novas do milho, raspando-as. Nessa fase, atacam
todas as folhas centrais, destruindo-as completamente. A duragdo do periodo
larval é de 12 a 30 dias, findo o qual a lagarta mede de 40 a 50 mm de
comprimento. Sua coloragdo varia de cinza-escuro a quase preto. Apresenta a
faixa dorsal com pontos pretos (pindculas) na base das cerdas. A cabega ¢ preta
com uma linha clara em forma de Y, bastante visivel (Gallo et al., 2002; Bianco,
1991).

Devido ao canibalismo é comum encontrar-se apenas uma lagarta

desenvolvida por cartucho. Podem-se encontrar lagartas em instares diferentes
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num mesmo cartucho, separadas pelas laminas das folhas. Findo o periodo larval
as lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas de coloracdo
avermelhada, medindo cerca de 15 mm de comprimento. O periodo pupal é de 8
dias no verdo, sendo de 25 no inverno, surgindo, apés este, o adulto. A mariposa
mede cerca de 35 mm de envergadura, com asas anteriores pardo-escuras € as
posteriores branco-acizentadas. Ataca inuimeras gramineas de importancia
agricola, como milho, cana-de-agucar, arroz, trigo e sorgo, como praga tardia
ataca também o algodoeiro; sendo que para o milho é considerada a praga mais
importante por sua ocorréncia generalizada e por danificar a cultura nos seus
diferentes estadios fisiologicos (Gallo et al., 2002).

Ataca o cartucho do milho, chegando a destrui-lo completamente. Pode
reduzir, por meio da destruicdo das folhas, a producao do milho em até 20 %,
sendo o periodo critico de seu ataque a época proxima do florescimento. A
época de maior suscetibilidade das plantas ao ataque da lagarta-do-catucho,
ocorre por volta dos 40 dias apos o plantio, quando a planta apresenta de 8 a 10
folhas (Cruz & Turpin, 1982).

Pesquisas mostram que, em periodos de seca e especialmente com o
milho “safrinha”, suas populagdes aumentaram e seu ataque intensificou.
Atualmente, além da folha, também ataca a espiga no final do ciclo da cultura,
com uma voracidade as vezes maior até que a lagarta-da-espiga (Gallo et al.,

2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). As coletas foram realizadas sempre de
manha, em torno de 8 horas, com temperatura amena e auséncia de chuva. Para
o maior rendimento de dleo essencial foram realizadas varias coletas no periodo
de outubro a dezembro de 2002. Utilizou-se material vegetal fresco coletando-se
toda a parte aérea das plantas para maior rendimento.

As plantas foram identificadas taxonomicamente por meio de
comparacdo com material existente no Herbario ESAL do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras. Uma exsicata de cada espécie
coletada foi incorporada ao acervo do referido herbario. O niimero do registro
para a espécie A. millefolium ¢ 17496 e para T. vulgaris 17057. Como meio de
comparacdo a confirmagdo foi também feita no Jardim Botanico, no Rio de

Janeiro.

3.2 Oleo essencial

3.2.1 Extracao

O método de extracdo utilizado foi o de arraste a vapor, utilizando-se o
aparelho de Clevenger modificado (Craveiro, 1981). O material fresco de T.
vulgaris e A. millefolium foi picado para aumentar a superficie de contato e
obtencao de maior quantidade de 6leo essencial.

A extragdo foi realizada por 1,5 hora, em temperatura constante,
mantendo a ebulicdo da solucdo. Decorrido esse tempo, coletou-se o hidrolato.
Este foi particionado com diclorometano em funil de separagdo para eliminagdo

da fase aquosa e recuperacdo do 6leo essencial. A fase organica (6leo essencial e
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diclorometano) foi mantida em repouso por 24 horas com sulfato de magnésio
anidro. Em seguida este foi filtrado.

Para evaporacdo do solvente (diclorometano) a solugdo obtida foi levada
a um evaporador rotatério do tipo Biichi R-114 sob pressdo entre 200 ¢ 300
mmHg. O o6leo essencial obtido foi colocado em vidro previamente seco e
pesado, deixado em estufa de 35°C até peso constante.

O processo de extragdo de dleo essencial foi repetido inimeras vezes até
obtencdo de material suficiente para identificacdo quimica e realizagdo dos

bioensaios.

3.2.2 Caracterizacio e identificacio dos constituintes quimicos

Para caracterizagdo ¢ identificagdo dos constituintes, foram realizadas
analises em espectrofotometro de Infravermelho Shimadzu FTIR — 8201A,
utilizando-se como suporte janelas de NaCl e cromatografo gasoso acoplado ao
espectrometro de massa para identificagdo dos compostos majoritarios do 6leo
essencial.

O cromatografo utilizado foi o0 modelo HP-5890 com moddulo de injecao
com razao de divisdo (split) de 1:2. A coluna utilizada foi a HP Ultra 2 (5%fenil-
metil-siloxano, 25 m x 0,2 mm x 0,33 um). A programac¢ao da coluna foi de dois
minutos com temperatura inicial do forno de 45° C, seguida de 5 °C/min até 280°
C com tempo final de 10 minutos. O fluxo da coluna foi de 1 ml/min e o gas de
arraste utilizado foi o Hélio. A temperatura do injetor foi de 250° C e a
temperatura da interface de 280 °C. O espectro de massas foi obtido através do
impacto de elétrons utilizando-se 70 e-V de energia ionizavel. Os compostos
foram identificados através de seus espectros de massas comparados com

aqueles existentes no banco de dados do aparelho Wiley 275.L.
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3.3 Atividade biolégica dos éleos essenciais

3.3.1 Preparacio das solucdes

Os Oleos essenciais foram diluidos em etanol e agua destilada na
propor¢ao de 1:1, para melhor homogeneizagdo. Foram armazenados sob baixa
temperatura (4 °C) e auséncia de luminosidade (Traboulsi et al., 2002).

O ¢6leo de nim (Azadirachta indica A. Juss) foi obtido da empresa Nim-
[-GO®, mantido em local fresco, seco e ao abrigo da luz. Este continha os
seguintes ingredientes: 6leo de nim emulsionado; 6leo de karanga (Pongania

glabra); alho; pimenta malagueta; urucum; artemisia.

3.3.2 Inseto sugador (pulgao-verde)

3.3.2.1 Criacao

O pulgdo S. graminum foi criado retirando-se alguns adultos oriundos da
criacdo de manutencdo do Departamento de Entomologia da Universidade
Federal de Lavras. Estes foram mantidos em folhas de sorgo (cultivar BR 303)
em copos plasticos de 50 mL com agua destilada para manter a turgidez das
folhas. Estas foram trocadas a cada 2 dias e mantidas em sala climatizada com

temperatura regulada a 25 °C e fotofase de 12 horas.

3.3.2.2 Teste com chance de escolha

Seccdes de folhas de sorgo foram colocadas em placas de Petri de 19 cm,
dispostas eqiiidistantemente, formando uma arena, onde foram liberados 20
pulgdes adultos retirados da criagdo de manutencao. A placa de Petri teve quatro
secoes de folhas, correspondente aos seguintes tratamentos: folha de sorgo
tratada com 6leo de nim comercial (Nim-I-GO®) a 1%; se¢do de folha de sorgo

tratada com o6leo essencial de tomilho a 0,015%; se¢do de folha de sorgo tratada
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com o6leo essencial de mil-folhas a 0,015%; se¢do de folha de sorgo tratada com
agua destilada e etanol (1:1) como testemunha. Foram realizados testes
preliminares para determinagdo das concentragdes utilizadas.

Avaliou-se 0 niumero de pulgdes adultos que colonizaram cada secgdo
foliar de sorgo apos 24, 48 e 72 horas. As secdes foliares foram de 3 x 4 cm,
para garantir alimento para o pulgdo nesse periodo. O fundo das placas de Petri
foi coberto por papel de filtro umedecido ¢ vedado por filme plastico com
microporos para aeragao.

As solugdes foram preparadas no momento da realizagdo do bioensaio.
As folhas foram lavadas em 4gua sanitaria e em seguida agua destilada como no
ensaio anterior. Estas foram emergidas por 5 minutos nas solugdes e, em
seguida, deixadas para secar por 10 minutos em temperatura ambiente.

O delineamento foi em blocos ao acaso com 10 repeti¢cdes. Os dados de

nimero de pulgdes adultos por seg¢do foliar foram transformados para

A X +0,01 e submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Scott-Knott (1974) com nivel de 5 % de probabilidade no programa

SAEG (Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas).

3.3.2.3 Teste sem chance de escolha

Os pulgdes foram colocados em placa de Petri de 10 cm, forrado com
papel de filtro e com uma se¢do de folha de sorgo de 8 x 5 cm, imersa em
solugdo contendo 6leo essencial. Foram testadas duas concentragdes, definidas
por teste preliminar (0,005 e 0,015%), dos 6leos de tomilho e mil-folhas. O dleo
de nim comercial (Nim-I-GO®) foi utilizado na concentragio de 1%.

As suspensdes foram preparadas no momento da utilizacdo pela diluigdo
em etanol e agua destilada na proporgao de 1:1. As se¢des de folhas ficaram por
1 minuto em recipiente contendo agua sanitaria e em seguida foram lavadas por

duas vezes imergindo-as em recipientes contendo agua destilada. Para a imersao
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furou-se a nervura da folha com clipes ¢ estas foram mergulhadas por 5 minutos
na solugdo. Foram colocadas para secar em um varal a temperatura ambiente por
10 minutos sem muita ventilagdo até que a superficie da folha estivesse seca e
entdo foram colocadas nas placas com papel de filtro umedecido (Gongalves et
al., 2001; Lee et al., 1997).

Imediatamente, apds a aplicacdo dos tratamentos, foram liberados 10
pulgdes adultos sobre as se¢des foliares. A avaliagdo da mortalidade dos pulgdes
foi realizada apds 24 ¢ 72 horas da liberagdo dos insetos na placa de Petri. Para
manter a turgidez das folhas o papel de filtro foi umedecido sempre que
necessario.

O delineamento foi inteiramente ao acaso, com seis tratamentos: Oleos
essenciais de mil-folhas e tomilho em duas concentragdes; o6leo de nim
comercial (Nim-I-GO®); testemunha, contendo 5 repeticdes para cada
tratamento.

Os dados foram transformados para X e submetidos 4 analise de
variancia. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott (1974) a 5% e a eficiéncia de cada tratamento pela formula de Abott
(1925).

3.3.3 Inseto mastigador (lagarta-do-cartucho)

3.3.3.1 Criacao

A criagdo foi iniciada com pupas da largata-do-cartucho oriundas da
criacdo de manutengdo do Departamento de Entomologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA-MG). As pupas foram colocadas em gaiolas de PVC
com 20 cm de didmetro e 25 cm de altura, cuja parede interna era revestida com
papel sulfite, tampada na parte superior com tecido tipo organza, sendo sua parte

inferior apoiada em prato plastico de 25 cm de didmetro forrado com papel
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filtro. Apds a emergéncia dos adultos, em cada gaiola, colocou-se alimento num
frasco de 10 mL, contendo um chumaco de algodao saturado com solugdo de
agtcar a 10%, sendo trocada a cada dois dias (Goussain, 2001).

As posturas foram coletadas diariamente, recortando-se a massa de ovos
juntamente com o papel sulfite, e colocadas em copos plasticos com capacidade
de 50 mL, contendo em seu interior um pedago de aproximadamente 5 gramas
de dieta artificial a base de feijao e levedura (Kasten Junior et al., 1978), sendo o
conjunto fechado com tampa acrilica. Apos trés dias de eclos@o, as lagartas
foram individualizadas em copos plasticos, sendo mantidas em camara
climatizada regulada a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12

horas.

3.3.3.2 Teste com chance de escolha

Secgdes de folhas de milho foram colocadas em placas de Petri de 19
cm, dispostas eqiiidistantemente, formando uma arena, onde foi liberada uma
lagarta de 3° instar. As sec¢des de milho foram preparadas da mesma maneira
que o ensaio com pulgoes.

O fundo da placa de Petri foi coberto por papel de filtro umedecido, para
manter a turgidez das folhas de milho tratadas. Uma lagarta de 3° instar (10 dias)
foi colocada no centro da arena. A placa foi vedada com papel plastico
transparente com pequenos furos para a entrada de ar.

A placa continha quatro se¢des de folhas, correspondentes aos seguintes
tratamentos: folha de milho tratada com 6leo de nim comercial (Nim-I-GO®) a
1%; secdo de folha de milho tratada com oleo essencial de tomilho na
concentracdo igual a 0,001 %; secdo de folha de milho tratada com oleo
essencial de mil-folhas na concentracdo 0,0002 %; secdo de folha de milho
tratada com agua destilada e etanol (1:1) como testemunha. As concentracdes

utilizadas foram definidas por teste preliminar.
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Apds um periodo de 24 horas, foi determinada a area foliar consumida
pela lagarta em cada segdo utilizando papel milimetrado (Agarwal et al., 2001).
As secdes foliares foram 4 x 5 cm, para garantir alimento para a lagarta neste
periodo.

O delineamento foi o de blocos casualizados com 5 repeti¢des; sendo
que cada repeticdo foi a média de 4 arenas, certificando que em cada repeticao
pelo menos uma folha de cada tratamento tinha sido visitada pela lagarta. Os
dados de consumo foliar foram submetidos a analise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste de Scott-Knott (1974) com nivel de 5 % de probabilidade.

3.3.3.3 Teste sem chance de escolha

O ensaio foi realizado em lagartas individualizadas observando a
eficacia dos 6leos essenciais por ingestao de dieta natural e dieta artificial.

No ensaio com dieta natural, se¢des de folhas de milho (4 x 5 cm)
(cultivar C 303) foram recortadas de plantas de milho com 30 dias de idade
dando preferéncia para as folhas do meio da planta e perto do cartucho do milho.
As plantas de milho foram cultivadas em vasos que receberam adubacdo padrao
e mantidas em casa de vegetacao.

As folhas foram recortadas e imersas nas solu¢des de 6leo essencial,
preparadas no momento da utilizagéo, pela dilui¢do em etanol e agua destilada
na proporgdo de 1:1. A concentragdo utilizada para a mil-folhas foi de 0,0002 %,
para o tomilho 0,001 % e o nim comercial (Nim-I-GO®) foi diluido a 1,0%, de
acordo com testes preliminares. O controle foi imerso em 50 % etanol.

Para a imersdo, se¢des foliares foram mergulhadas por alguns segundos
nas solugdes preparadas. Estas foram colocadas para secar a temperatura
ambiente por 20 minutos sem muita ventilacdo até que a agua na superficie da

folha secasse (Roel et al., 2000; Gongalves et al., 2001).
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Em seguida as se¢des de milho foram colocadas em tubos de ensaio (8,5
X 2,5 cm) contendo um chumago de algoddo umedecido para manter a folha
targida. Colocou-se uma lagarta de 3° instar (10 dias), e o tubo de ensaio foi
vedado com papel plastico transparente com pequenos furos para a entrada de ar.

A area foliar consumida e mortalidade foi verificada apds 24 horas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 4 tratamentos (2
6leos essenciais, 6leo de nim comercial (Nim-I-GO®) e controle) e 10 repetigdes
para cada tratamento. As médias foram avaliadas pelo teste de Scott Knott
(1974) a 5% de significancia.

O ensaio em dieta artificial foi conduzido no laboratério de Manejo
Integrado de Pragas do Departamento de Entomologia, em cadmara climatizada
com temperatura regulada a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase
de 12 horas.

A solugdo contendo oOleo essencial foi adicionada a dieta e
homogeneizada antes que essa se solidificasse a temperatura em torno de 35 °C
(Martinez & Emden, 2001; Pascual-Villalobos & Robledo, 1998). Nas mesmas
condi¢des foram adicionados etanol e agua destilada para a testemunha e 6leo de
nim comercial (Nim-I-GO®) para a dieta padrdo. Em seguida a dieta foi dividida
¢ colocada em copinhos de plastico de 50 mL. Estes foram levados para camara
climatizada por 17 horas para evaporagdo do solvente evitando intoxicagdo das
lagartas (Lee et al., 1999).

As repeticdes foram realizadas retirando-se lagartas de 3° instar
emergidas na mesma data (10 dias de idade), sendo cada repeti¢do retirada de
uma geragdo diferente da criagdo de manutengdo. Estas foram transferidas
individualmente para os recipientes contendo as dietas tratadas que estavam na
BOD.

Foram avaliadas 3 concentragdes (50, 100 ¢ 150 ppm) para os 6leos

essenciais de mil-folhas e tomilho, de acordo com testes preliminares. O dleo de
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nim comercial (Nim-I-GO®) foi utilizado na dosagem de 1% como sugerido na
bula e por Brunherotto & Vendramim (2001).

A cada dois dias observaram-se a mortalidade larval e biologia das
lagartas. Quando as lagartas empuparam, determinou-se a duragdo da fase larval.
As pupas foram pesadas em balanca de precisdo, identificadas em relagdao ao
sexo, baseando-se nos caracteres sexuais externos e registrado o aparecimento
de anormalidades.

Os adultos de cada tratamento foram individualizados em gaiolas de
PVC como realizado para a criagdo de manutencao. A cada dois dias observou-
se a emergéncia de pupas, verificando a duracdo da fase de pupa e viabilidade
das pupas. Os adultos foram analisados quanto a presenca de anormalidades no
inseto. As massas de ovos foram coletadas através de pincel fino para copos
plasticos de 50 mL contendo dieta artificial, registrando-se o niimero total de
posturas e emergéncia de adultos das massas de ovos de cada tratamento.

Cada parcela experimental foi composta por vinte e cinco lagartas.
Utilizou-se delincamento em blocos, com os seguintes tratamentos: Oleo
essencial de tomilho e mil-folhas em trés concentragdes (50, 100 e 150 ppm);
6leo de nim comercial (Nim-I-GO®); testemunha e 3 repeticdes.

Avaliaram-se as seguintes caracteristicas: viabilidade larval (%); duracao
da fase larval; viabilidade de pupas (%); duracdo da fase de pupa; peso de pupas
com 24 horas (mg); viabilidade total; anormalidades de pupas; anormalidades de

adultos. Para os dados de viabilidade o valor correspondente a 100% foi

corrigido para 1— %n e 0% corrigido para %n .

Os dados foram submetidos a analise de variancia. As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% no programa

SAEG (Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

4.1.1 Analise dos 6leos essenciais no Infravermelho

O espectro no infravermelho do 6leo essencial de A. millefolium (Figura
19) indica a presengca de compostos aromaticos pelas bandas de deformagdes
axiais de metileno e metila na regido de 2800-2900 cm™, deformagdes axiais de
C=C em sistemas ciclicos em 1650 cm™ e deformacio angular simétrica fora do
plano do grupo metileno na regido de 800-870 cm™. J4 a presenga de banda na
regido de 1000-1300 cm™ indica deformagdo axial de C-O. A banda centrada no

intervalo de 1680-1750 c¢cm™ indica a presenga do grupo carbonilico (C=0),

provavelmente conjugado.
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FIGURA 19. Espectro no infravermelho do 6leo essencial de A. millefolium.

35



Na caracterizagdo do Oleo essencial de 7. vulgaris pelo
espectrofotometro de infravermelho, utilizou-se o padrdo timol como base de
comparagdo, ja que esse composto ¢ um dos majoritarios encontrados nesse 6leo
essencial e esta presente na maioria das amostras de 6leo essencial de tomilho
(Granger & Passet, 1973; Adzet et al., 1977).

Comparando os dois espectros, observa-se que os mesmos sdo similares
(Figura 20). Os mesmos sinais do padrdo sdo encontrados no espectro do 6leo de
tomilho apesar de alteragdes pela presenca de outros compostos. Em ambos,
observa-se uma banda longa, centrada entre 3500-3200 cm’!, caracteristica da
deformacao axial de OH em ligagdes intermoleculares. Em torno de 1667-2000
cm’ observam-se harménicas ou bandas de combinacgdo. No intervalo 1470-
1595 cm™ deformagéo axial de C=C do anel aromatico; na regiio compreendida
entre 1220-1225 cm™, deformagdo axial da ligagdo (C-O) (Silverstein &
Webster, 2000).

As ligagdes dos grupos metinicos do anel (-CH) sdo evidenciados pela
deformagdo axial de aromatico em 2960 cm” e deformacio angular fora do

plano de metinico em 720-810 cm’.
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FIGURA 20. Espectro no infravermelho do padrio timol (A) e do dleo essencial
de T. vulgaris (B).
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4.1.2 Analise dos dados de Espectometria de Massa acoplada a
Cromatografia gasosa

O cromatograma do 6leo essencial de mil-folhas (Figura 21) demonstra a
presenca de dez substancias diferentes, dentre as quais os sesquiterpenos 7-etil-

1,4-dimetilazuleno e o germacreno-D aparecem como compostos majoritarios.
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FIGURA 21. Cromatograma do o6leo essencial obtido da parte aérea de A.
millefolium.

A substancia conhecida como 7-etil-1,4-dimetilazuleno foi detectada no
tempo de retencdo de 29.39 min., presente na concentracdo de 49,3 % em
relacdo aos demais constituintes, 95 % de semelhanga com o padrao referente ao
banco de dados do aparelho. O espectro de massa do azuleno e da biblioteca
eletronica estao apresentados na Figura 22.

De acordo com Silverstein & Webster (2000), ligacdes duplas, estruturas
ciclicas e especialmente anéis aromaticos, como o 7-etil-1,4-dimetilazuleno,
estabilizam o ion molecular, aumentando a probabilidade de sua formagdo.
Portanto, o pico ion molecular do composto 7-etil-1,4-dimetilazuleno (m/z 184)

¢ o pico-base.
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FIGURA 22. A) Espectro de massas do 7-etil-1,4-dimetilazuleno, referente ao
tempo de retengdo entre 29,337 e 29,418 minutos. B) Espectro de
massas da biblioteca eletronica do 7-etil-1,4-dimetilazuleno.

O fragmento correspondente ao pico em m/z 169 ¢ caracteristico da
quebra da ligagdo do grupamento metila, ficando a carga positiva no fragmento

ciclico (Figura 23).

) +
.Q . QQ -

m/z =184 m/z=169

FIGURA 23. Fragmentacdo do 7-etil-1,4-dimetilazuleno com perda de
grupamento metila.
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Outro pico da fragmentacdo resultante do 7-etil-1,4-dimetilazuleno igual
a m/z 153 ocorre com a retirada de dois grupamentos metila ¢ um atomo de

hidrogénio pela ressonancia (Figura 24).

¥

> Q + +CHj3
\ \

m/z =169

/7= 184
mz m/z =169

FIGURA 24. Fragmentacdo do 7-etil-1,4-dimetilazuleno com perda de dois
grupamentos metila e um dtomo de hidrogénio.

Inicialmente, atribuiu-se ao azuleno as propriedades antiinflamatorias
devido a presenca do o6leo essencial (Haggag et al., 1975; Lenkey, 1961; Paris &
Moise, 1971); recentemente, pesquisadores demonstraram que a essa atividade
estavam associados ndo s6 os componentes azulénicos, mas também uma glico-
proteina hidrossoluvel extraida das extremidades florais (Chandler et al., 1982).
O azuleno possui propriedades antiflogisticas, largamente utilizadas em produtos
cosméticos e de higiene, agindo também como refrescante e calmante. Possui
aspecto liquido de coloragéo azul escuro e sensivel a luz ¢ ao ar.

O sesquiterpeno, germacreno-D, segundo composto majoritario presente
na amostra, ocorreu no tempo de retengdo igual a 23.22 minutos, na
concentracdo de 28,0% e 99 % de qualidade de semelhanga com o padrdo da

base de dados (Figura 25). Oleos de mil-folhas ricos em sequisterpenos, em
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particular B-cariofileno e germacreno-D, foram relatados por Kokkalou et al.
(1992) em plantas naturais da América do Norte, Hungria ¢ Alemanha. Segundo
estes, 0 composto possui forte acdo sobre insetos como atrativo, imitando um
feromonio sexual (Mozuraitis et al., 2002; Tahara et al., 1975; Manjunatha et al.,

1998; Backman, et al., 2001; Innocenzi et al., 2001).
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FIGURA 25. A) Espectro de massas do germacreno-D referente ao tempo de
retengdo entre 23.185 e 23.248 minutos. B) Espectro de massas da
biblioteca eletronica do germacreno-D.

Observando o espectro de massa do possivel composto, pode-se verificar
que o pico-base apresenta-se em m/z 161, correspondendo provavelmente a

eliminagdo do substituinte isopropil do anel ciclico (Figura 26).
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FIGURA 26. Fragmentagdo do germaceno D com perda de grupamento
isopropila.

Nos alquenos ciclicos, especialmente nos policiclicos, a localizagdo da
ligagdo dupla é usualmente mais facil em conseqiiéncia da forte tendéncia a
quebra alilica e da maior dificuldade de migracdo da ligagdo dupla. O pico m/z
105 resulta da eliminagdo do buteno do fragmento idnico de m/z igual a 161

(Figura 27).

GO B 8

m/z*204 m/z =161 m/z =105

FIGURA 27. Fragmentagdo do germaceno D com perda de grupamento
isopropila e buteno.

Encontraram-se os sesquiterpenos trans-cariofileno (3,5%) e E.E-a-
farneseno (2,5%), além do aldeido a-cadinol (3,2%) em menor concentragiao
(Tabela 1). Outros constituintes, como germacreno B, d-cadineno, naftaleno e

oxido de cariofileno, foram observados em concentragdes minimas.
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TABELA 1. Substancias majoritarias do 6leo essencial de mil-folhas sugeridas
pelo cromatégrafo gasoso acoplado a espectometria de massa.

Tempo de Banco de dados Probabilidade = Férmula  Abundéncia
retencdo (min.) (%) molecular (%)
21.538 - 21.618 Trans- 98 CisHaa 3,52

cariofileno
23.185-23.248  Germaceno-D 99 CisHos 28,00
23.705 - 23.750 E,E-a-farneseno 91 CisHyy 2,49
27.501 — 27.555 a-Cadinol 93 CsHyO 3,16
29.337-29.418 7-etil-1,4- 95 CraHis 49,27
dimetilazuleno

Apesar da grande variagdo dos constituintes entre plantas A. millefolium,
o sesquiterpeno cariofileno e seu derivado oxigenado, 6xido de cariofileno, sdo
relatados em varios trabalhos referentes a composi¢do do oleo essencial dessa
planta (Kokkalou et al., 1992; Mockute & Judzentiene, 2003; Lourengo et al.,
1999). Os compostos E,E-a-farneseno e a-cadinol sdo encontrados em menor
frequéncia (Mockute & Judzentiene, 2003; Lourenco et al., 1999).

O oleo essencial de 7. vulgaris demonstrou possuir 0 monoterpeno
fenolico timol como principal constituinte, podendo ser constatado nos diversos
trabalhos realizados sobre a composi¢ao quimica do dleo essencial dessa planta
(Hudaib et al., 2002; Guillén & Manzanos, 1998; Karpouhtsis et al., 1998). No
cromatograma (Figura 28) observam-se nove diferentes substancias encontradas
e determinadas, segundo o banco de dados do cromatdgrafo gasoso acoplado a
espectometria de massa, sendo que a majoritaria € timol com 53,6 % de
concentragao, 95 % de qualidade e tempo de retencdo igual a 18.32 min.

A gama de propriedades medicinais € variada, gracas ao poder anti-
séptico e bactericida de seus componentes; timol (2-isopropil-5-metil-fenol) e
seu isomero de posig¢do, o carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol) presentes em

cerca de 50% do 6leo essencial de tomilho (Figura 15) (Cardoso et al., 2001).
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FIGURA 28. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de 7. vulgaris.

O timol é um composto com intmeras aplica¢cdes ou atividades; uma
delas ¢ a agdo inseticida, sendo este registrado na United States Enviromental
Protection Agency (EPA) como um inseticida seguro por possuir baixa
toxicidade a humanos e baixa contaminagdo ambiental e por ser rapidamente
degradado no ecossistema. Ja o carvacrol € considerado mais toxico para alguns
insetos que o timol se estes forem aplicados isoladamente, pois juntos
apresentam efeito antagonista (Lee et al., 1997; Imdorf et al., 1995; Karpouhtsis
et al., 1998).

Encontrado também em O6leo essencial de horteld, o timol ocorre como
grandes cristais incolores ou como pod cristalino branco. Apesar de ser um
composto fendlico, é considerado terpendide, devido a via biossintética de que
se origina. Responsavel pelas propriedades antifiingicas e antibacterianas das
folhas ¢ flores do tomilho e pela aromatizacdo de alimentos na industria

alimenticea (Cardoso et al., 2001).
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Observando o espectro de massa (Figura 29), evidencia-se o pico-base
em m/z 135, indicando possivelmente a eliminag¢do do substituinte metila, pois o
processo de quebra é favorecido nas ligacdes dos atomos de carbono
ramificados. Isto é uma conseqiiéncia da maior estabilidade dos carbocations
terciarios sobre os secundarios e destes sobre os primarios (Figura 30). As
ligagdes C-C préximas a um heterodtomo freqiientemente se quebram, deixando
a carga no fragmento que contém o heteroatomo, cujos elétrons ndo-ligantes

estabilizam o fragmento por ressonancia.

A)

Abundancia

2000 4
5000 4

4000 4
150
a1
2000 4 115
107

o b % lisa | es il |y, 128 159166173180 158196
e bt B 28 U 128,01 142 ), 159186173180185196

40 50 60 70 &80 90 100 110 120 130 140 150 180 170 1280 190

méz

B]

Abundancia

&000
6000

4000 4

150

2000 4 a1 1156
107

51 85 7|7.(| ‘I

(O e o o o o o o e R e b e R R R

40 £0 860 70 380 90 100 110 120 130 140 150 160 170 130 190

mfz

FIGURA 29. A) Espectro de massas do timol referente ao tempo de retencdo
entre 18,142 e 18,321 minutos. B) Espectro de massas da
biblioteca eletronica do timol.

Outro pico presente no espectro do timol ¢ o de massa (m/z) igual a 91,

caracteristico de compostos aromaticos, resultando na formagdo do cation
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tropilio, que para o timol ocorre pela eliminagdo do substituinte isopropila e da
hidroxila (Figura 31). Com menor intensidade encontra-se o pico de massa

correspondente a m/z 115 (Figura 32).
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FIGURA 30. Fragmentagdo do timol com perda de grupamento metila.
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FIGURA 31. Fragmentagao do timol resultando no cation tropilio.
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FIGURA 32. Fragmentagdo do timol resultando no pico m/z 115.
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Hudaib et al. (2002) avaliando a composi¢do quimica dos Oleos
essenciais de tomilho identificou que os compostos timol e carvacrol estdo
presentes no 6leo essencial de tomilho com dois anos de cultivo, enquanto as
plantas com cinco anos de cultivo apresentaram em sua constitui¢do y-terpineno,
linalol, borneol, timol, carvacrol metil éter, B-cariofileno e 6xido de cariofileno.
Podendo-se assim confirmar os compostos identificados em menor quantidade

no oleo essencial de tomilho coletado no Horto de Plantas Medicinais da UFLA

(Tabela 2).

TABELA 2. Substincias majoritarias do oleo essencial de tomilho sugeridas

pelo GC-EM.
Tempo de Banco de dados Probabilidade Formula Abundancia

reten¢io (min.) (%) molecular (%)

8.552 - 8.578 7-octen-4-ol 78 CgH;60 2,27

9.850 —9.922 p-Cimeno 94 CioHy4 5,03
12.205 - 12.268 Linalol 94 CyoH;50 4,17
14.318 — 14.381 Borneol 95 CioH;50 5,80
16.548 —16.611 Carvacrol metil éter 96 C1HcO 2,86
18.142 — 18.321 Timol 95 CyoH140 53,59
18.473 — 18.509 Carvacrol 91 CyoH140 4,60
21.553 -21.616 B-Cariofleno 99 CisHoy 1,78
25.825 -25.869  (xido de cariofleno 70 CisHO 2,87

4.2 Avaliacao dos oleos essenciais sobre o pulgiao-verde S. graminum

No teste com chance de escolha verificou-se que o numero médio de
pulgdes adultos ndo variou significativamente entre os tratamentos contendo
mil-folhas, tomilho, nim comercial (Nim-I-GO®) e testemunha, inferindo que os

oleos essenciais das plantas testadas ndo possuem efeito atrativo ou repelente
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sobre o comportamento do pulgdo-verde frente as segdoes de folha de sorgo

tratadas (Tabela 3).

TABELA 3. Numero médio de pulgdes S. graminum em segdes foliares tratadas
com mil-folhas, tomilho, nim comercial (Nim-I-GO®) e
testemunha apos 24, 48 e 72 horas da liberagao.

Numero de pulgoes por secao foliar*

Tratamento Tempo (horas)
24 h 48 h 72 h
Mil-folhas 3,2 2.9 2,1
Tomilho 5.5 39 3,7
Nim comercial 4,1 3,7 3.4
Testemunha 47 53 4.5

*Média ndo significativa pela ANAVA (P> 0,05).

No teste sem chance de escolha o nimero médio de pulgdes vivos
observado nas sec¢des foliares com 0,005% de 6leo essencial de mil-folhas foi de
9,8 ¢ 8,8 para 24 e 72 horas, respectivamente. Para a concentracdo de 0,015%
observaram-se 10,0 a 8,8 pulgdes vivos apds 24 e 72 horas, ndo havendo
diferenga entre as concentragdes ¢ horarios de leitura em comparagdo com a
testemunha. O ntimero médio de pulgdes adultos presentes na testemunha foi de
10,0 apos 24 horas ¢ 9,4 apds 72 horas da liberagdo (Tabela 4). Além de
aparentemente ndo possuir efeito no comportamento do afideo em teste com
chance de escolha, o 6leo de mil-folhas ndo demonstra ser eficaz para o controle
do pulgdo-verde em testes com imersao de secdes de folha de sorgo em solugoes
de 6leo nessas concentragdes.

Os resultados obtidos em teste sem chance de escolha para o oleo
essencial de tomilho assemelham-se aos do o6leo de mil-folhas com baixa

eficiéncia no controle do pulgdo S. graminum. A média de pulgodes
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sobreviventes nas duas concentracdes utilizadas foi em torno de 94 a 100 %, nao
havendo variagdo entre os horarios de contagem dos insetos (Tabela 4). Apesar
do 6leo essencial de tomilho ser intensamente estudado como inseticida natural,
ndo foram encontrados relatos de efeito sobre insetos sugadores. Isto pode ter
ocorrido pela dificuldade do 6leo essencial de penetracdo e translocacdo na

folha, devido a presenga de grupos altamente apolares em seus constituintes.

TABELA 4. Numero médio de pulgdes (NP) S. graminum sobreviventes em
secOes foliares tratadas com mil-folhas, tomilho, nim comercial
(Nim-I-GO®) e testemunha apés 24 e 72 horas da liberagdo e
porcentagem de eficiéncia do tratamento (%E).

Tempo (horas)

Tratamento 24 h 72 h
NP* %E NP* %E
) 50 ppm 9,8a 2 8,8a 6,4
Mil-folhas
150 ppm 10,0 a 0 8,8a 6.4
50 ppm 10,0 a 0 9,4 a 0
Tomilho
150 ppm 9,8 a 2 9,4a 0
Nim comercial 70b 30 400 57,5
Testemunha 10,0 a - 94 a -

**Médias dos tratamentos com diferengas significativas pelo teste de Scott e
Knott (P<0,05).

Entretanto, as secdes de folhas tratadas com o6leo de nim comercial
(Nim-I-GO®) demonstraram efeito inseticida sobre os pulgdes. O nimero de
pulgdes adultos encontrados nas folhas tratadas com nim comercial foi de 7 e 4
pulgdes vivos as 24 e 72 horas, respectivamente, correspondente a 30% de
mortalidade apos 24 horas e 60 % ap6s 72 horas da aplicagdo do produto e

liberagdo dos pulgdes. Esse resultado demonstrou ser significativamente
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diferente dos demais tratamentos, contendo 6leo essencial de tomilho, mil-folhas
¢ a testemunha (Tabela 4).

Relatos de efeito do nim sobre o pulgdo-verde foram demonstrados por
Hu et al. (1998), os quais observaram reducdo no crescimento da populacdo de
S. graminum sobre plantas de sorgo com aplica¢do de azadiractina (25 mg) ou
extrato de sementes de nim no solo. Entretanto, observaram melhores resultados
quando o peciolo de folhas de couve foi colocado em recipientes contendo
solucdo de nim, com 100% de mortalidade de ninfas de 2° instar das espécies de
afideos Myzus persicae e Brevicoryne brassicae, demonstrando atividade
sistémica do 6leo. Neste mesmo periodo Verkerk et al. (1998), demonstraram
que a aplicacdo de 1 puL de solug@o de nim sobre folhas de couve, apresentava
atividade translaminar desse produto. O experimento consistia na aplicagdo de 1
uL de solugdo de nim na face adaxial das folhas, e pequenas gaiolas contendo os
afideos colocadas na face abaxial desta. Baseando-se nesses dados e
comparando com os resultados obtidos, conclui-se que para o pulgdo S.
graminum os 6leos de mil-folhas e tomilho ndo apresentam atividade biologica.

Sugerem-se posteriores avaliagdes do efeito dos dleos essenciais de mil-
folhas e tomilho no teste de aplicacdo topica sobre o pulgdo-verde S. graminum,
ja que nao foi observado efeito por ingestdo de acordo com a metodologia
utilizada nesse experimento. Os modelos utilizados por Hu et al. (1998) podem
ser mais efetivos para pulgdes, se houver translocagdo dos dleos essenciais na

folha.
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4.3 Avaliacao dos o6leos essenciais sobre a lagarta-do-cartucho S. frugiperda

4.3.1 Teste com chance de escolha

No ensaio que avalia a preferéncia das lagartas a se¢des foliares com
diferentes tratamentos, pode-se observar o comportamento do inseto a diferentes
aromas acarretando em repeléncia ou atragao deste.

O 6leo essencial de mil-folhas a 0,0002% teve um consumo médio de
area foliar significativamente maior (221,20 mm?) do que a testemunha e demais
tratamentos, demonstrando alto potencial de atra¢do da lagarta S. frugiperda a
este. O consumo da area foliar de se¢des de folha de milho com etanol e agua
destilada, referente a testemunha, foi de apenas 78,80 mm? ap6s 24 horas da sua

liberagdo, intensificando a preferéncia da lagarta as se¢des tratadas com mil-

folhas (Figura 33).
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FIGURA 33. Area foliar de se¢do de milho tratada com 6leo essencial de mil-
folhas, 6leo essencial de tomilho, 6leo de nim comercial (Nim-I-
GO®) e testemunha consumida por lagartas S. frugiperda em teste
com chance de escolha. Médias com diferengas significativas pelo
teste de Scott e Knott (P <0,05).
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Confirmando o resultado observado no teste com chance de escolha,
varios artigos relatam a atratividade do composto germacreno-D, presente no
oleo essencial da espécie mil-folhas (Figura 34). Tahara et al. (1975) relataram
que o esqueleto do sesquiterpeno germacreno D imita feromdnios sexuais de
insetos. As fémeas da barata Periplaneta americana L. produz dois feromonios
sexuais conhecidos como periplanona A e periplanona B que sdo derivados do

germacreno D (Nishino et al., 1989).

)
X

FIGURA 34. Estrutura quimica do germacreno-D.

Pesquisas de Manjunatha et al. (1998) e Pow et al. (1999) relatam a
influéncia do 6leo essencial de mil-folhas sobre o acaro Amblyseius cucumeris.
Em ambas, ensaios olfativos sobre Amblyseius cucumeris demonstraram alta
resposta ao composto germacreno-D aumentando a atratividade a plantas
infestadas por tripes Frankliniella occidentalis, o qual responde mais ao
composto E-B-farneseno, também presente no 6leo de mil-folhas. Recentemente,
Backman et al. (2001), por meio da eletroantenografia acoplada a cromatografia
gasosa, detectou alta resposta da antena de fémeas da mariposa Cydia pomonella
aos compostos linalool, B-cariofileno, E-B-farneseno, germacreno D e E,E-a-
farneseno. Estes constituintes, exceto germacreno D, encontram-se presentes no
oleo essencial de mil-folhas em pequenas concentra¢des, porém estes podem
atuar sinergisticamente com o germacreno D, o qual possui efeito comprovado

por inimeros experimentos.
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Stranden et al. (2002) observaram que a mariposa Helicoverpa armigera
apresenta em maior quantidade neurOnios receptores que demonstram alta
sensitividade e seletividade ao sesquiterpeno germacreno D.

O o¢leo essencial de tomilho ocasionou repeléncia a lagarta com 49,20
mm? de area média foliar consumida, apesar de ndo haver diferenga significativa
em relagdo com a testemunha. Trabalhos de Anderson et al. (1993) relataram
que as mais abundantes células receptoras olfativas das antenas de fémeas de
Spodoptera littoralis sdo as que respondem aos terpenos aromaticos, carvacrol,
eugenol e timol, sendo estes deterrentes de oviposicao.

O oleo de nim, por ser repelente e fagodeterrente para intimeros insetos,
obteve menor area foliar consumida pela lagarta-do-cartucho com média de

12,60 mm?, ndo diferindo da testemunha (Figura 34).

4.3.2 Teste sem chance de escolha

Para avaliagdo de efeitos de oOleos essenciais em alguns aspectos
biologicos da lagarta e mortalidade foram realizados dois testes sem chance de
escolha em dieta natural e dieta artificial a base de feijao.

No teste com dieta natural, o consumo das sec¢des foliares tratadas foi
significativamente menor em relacdo a testemunha, contendo apenas etanol e
agua destilada, em que a area média consumida foi de 534,20 mm? (Figura 35).
Nas secdes de folha de milho com os tratamentos, 6leo essencial de tomilho e
mil-folhas e 6leo de nim comercial (Nim-I-GO®), o consumo foi apenas o
suficiente para sua sobrevivéncia.

No tratamento contendo mil-folhas as lagartas se alimentaram durante 24
horas de uma area equivalente a 225,50 mm?, aproximadamente metade da area
consumida pelas lagartas na testemunha, podendo-se constatar que esse 6leo
essencial atrai a lagarta em estudo, porém ndo mantém sua alimentagdo apds a

picada de prova, atuando como deterrente alimentar.
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No tratamento contendo tomilho e nim comercial (Nim-I-GO®), o
consumo foi semelhante, com area média em torno de 200,00 mm? (Figura 35).
Pode-se constatar que o consumo de area foliar das lagartas S. frugiperda nas
se¢oes foliares contendo os 6leos essenciais de ambas as plantas e 6leo de nim
comercial (Nim-I-GO®), foi equivalente a menos da metade do consumo das
se¢oes foliares da testemunha. Em nenhum dos tratamentos houve estimulagao
para alimentacdo apés a picada de prova. Sugere-se que em teste de campo esses
dados sejam confirmados para diminui¢do de perda foliar pela infestagdo da

lagarta-do-cartucho na cultura do milho, reduzindo o prejuizo econdémico.
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FIGURA 35. Area foliar de se¢do de milho tratada com oleo essencial de mil-
folhas, dleo essencial de tomilho, 6leo de nim comercial (Nim-I-
GO®) e testemunha consumida por lagartas S. frugiperda em teste
sem chance de escolha. Médias com diferencas significativas pelo
teste de Scott e Knott (P <0,05).

No teste sem chance de escolha com a adigdo de dleos essenciais em
dieta artificial, o 6leo de mil-folhas demonstrou nio alterar a duragdo da fase
larval com médias de dias de dura¢do igual a 21,60, 22,20, 23,30 nas
concentragdes de 50, 100 e 150 ppm, respectivamente (Tabela 5). As lagartas

apresentaram alta viabilidade nas menores doses, sendo que para a dose de 150
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ppm apenas 56,00 % das lagartas sobreviveram com a ingestio de 6leo essencial
de mil-folhas (Tabela 5). Ndo houve diferenca entre peso de pupas e na duragao
da fase de pupa, porém estas apresentaram inimeras anormalidades,
demonstrando efeito na metamorfose do inseto (Figura 36).

Apesar das anormalidades das pupas, ndao ocorreu mortalidade
significativa entre os tratamentos, com porcentagem de viabilidade em torno de
80 % para todas as concentracdes de A. millefolium. Entretanto, no contexto da
criagdo, a viabilidade total foi altamente significativa para mil-folhas a 150 ppm,
com 46,67 % de insetos sobreviventes até o final da geracao.

A baixa viabilidade larval e da criagdo obtida pelo 6leo essencial de mil-
folhas demonstra grande potencial inseticida aliado a alta atratividade para
lagartas-do-cartucho. Em um glossario de derivados de plantas deterrentes a
insetos registra-se toxicidade do extrato metanolico da mil-folhas, no qual o
composto N-(metilpropil)-E2,E4-decadienamida foi identificado, a larvas de
Aedes triseriatus; reducdo na alimentacdo de larvas Mythimna unipuncta pelo
extrato de acetona da haste dessa planta (Lalonde et al., 1980° ¢ Muckensturm et
al., 1981* citado por Jacobson, 1990). A A. millefolium ¢ relatada como toxica
para a mosca doméstica por contato e causa mortalidade a larvas de carrapatos
por exposi¢do ao po obtido das flores (Jacobson, 1975). Thorsel & Tunon (1998)
relatam que o extrato de mil-folhas previne o ataque de Aedes aegypti.

Analisando os dados da Tabela 5, nota-se que a razdo sexual permaneceu
constante, em torno de 0,5, para todas as dosagens. Ocorreram algumas

anormalidades em adultos como se pode notar na Figura 36.

3 LALONDE, R. T.; WONG, C. F.; HOFSTEAD, S. J.; MORRIS, C. D.; GARDNER, L. C.
N-(2-methylpropyl)-E,E-2,4-decadienamide, a mosquito larvicide from Achillea millefolium
L. Journal Chemical Eclogy, v. 6, p. 35, 1980.

* MUCKENSTURM, B.; DUPLAY, D.; MOHAMNADI, F.; MORADIR, A. The role of
natural phenylpropanoids as insect feeding deterrents. Proc. Chem. Colloq., France, Nov. 16-
20, 1981, 131p.
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O dleo essencial de tomilho adicionado a dieta artificial ndo apresentou
efeito sobre a duragdo da fase larval com média de 21,40, 23,87 e 25,67 para as
doses 50, 100 e 150 ppm. Ocorreram, entretanto, apenas 48,00 % de viabilidade
larval na concentragdo de 150 ppm. O corpo das lagartas mortas apresentou
coloragdo escura (Figura 37) e aspecto liquido como descrito por Lee et al.,
1999.

Na fase de pupa nao houve efeito do 6leo essencial de tomilho, sendo os
dados de peso de pupa, duragdo da fase de pupa e viabilidade de pupa
semelhantes aos da testemunha (Tabelas 5 e 6). Kasten Junior et al. (1978), em
estudo de dados bioldgicos de S. frugiperda em dieta artificial a base de feijdo,
mesma dieta utilizada neste experimento, encontraram peso de pupa de 0,230 g,
duragdo da fase de pupa de 8,26 dias e viabilidade de pupas em torno de 76,3 %,
assemelhando-se ao observado neste experimento.

Verifica-se que a viabilidade da criacdo (Tabela 6) com a aplicagdo de
oleo essencial de tomilho apresentou diferenca significativa na dose de 150 ppm
com 38,67 % de lagartas sobreviventes, confirmando os dados de Morsy et al.
(1998) os quais, utilizando o 6leo essencial de 7. vulgaris, demonstraram efeito
inseticida com LCsy de 130 ppm sobre lagartas de 3° instar de Lucilia sericata
(Meigen).

A mortalidade encontrada nesse inseto pela aplicagdo dos 6leos de mil-
folhas e tomilho poderia ter sido mais significativa se os insetos anormais
incapazes de se reproduzirem fossem considerados mortos.

Lee et al. (1999) avaliaram o efeito de monoterpendides aplicados na
superficie da dieta artificial e adicionadas na dieta. O composto timol apresentou
efeito inseticida quando aplicado na superficie da dieta com LCso igual a 1,62
mg por aproximadamente 8 mL de dieta, sobre lagartas Ostrinia nubilalis

(Hiibner), porém esse efeito ndo foi observado com a adi¢do do composto na
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dieta, sugerindo que a aplicagdo dos Oleos essenciais na superficie da dieta

artificial poderiam demonstrar maior efeito sobre o inseto.

TABELA 5. Duragéo da fase larval (DL), viabilidade larval (VL), peso de pupas
(PP) e duragdo da fase de pupas (DP) S. frugiperda em dietas
artificiais tratadas com mil-folhas, tomilho, nim comercial (Nim-I-
GO®) e testemunha.

Tratamentos DL (dias)* VL (%)* PP (mg)** DP (dias)**
50 ppm 21,60 a 95,63 a 229,01 10,27
Mil-folhas 100 ppm 22,20 a 81,33 a 221,08 10,46
150 ppm 23,30 a 56,00 b 206,96 9,93
50 ppm 21,40 a 99,90 a 227,40 10,29
Tomilho 100 ppm 23,87 a 70,33 a 233,77 9,53
150 ppm 25,67 a 48,00 b 203,60 10,66
Nim comercial - 0,00 ¢ - -
Testemunha 2247 a 93,00 a 208,78 9,37

*M¢édias dos tratamentos com diferencgas significativas pelo teste de Scott e
Knott (P<0,05).
**M¢dia ndo significativa pela ANAVA (P> 0,05).

Na dose de 150 ppm de 6leo essencial de tomilho observou-se maior
porcentagem de pupas defeituosas ¢ menor niumero de massas de ovos em
relagdo aos demais tratamentos (Figura 37). Esses dados podem ser confirmados
por inimeros trabalhos que relatam o efeito inseticida dos compostos (timol,
carvacrol, p-cimeno, [B-cariofileno e carvacrol-metil-éter) extraidos de vérias
plantas e presentes no 6leo essencial de tomilho em varios insetos como Coleus
amboinicus, Culex pipiens ¢ Pheidole pallidula causando redugio na oviposigao,
repeléncia e mortalidade por aplicagdo topica (Gurdip et al., 2002; Traboulsi et

al., 2002; Farag et al., 1994; Tsoukatou et al., 2001; Mansour et al., 2000).
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O 6leo de nim comercial (Nim-I-GO®) (padrio) resultou em 100 % de
mortalidade larval ap6és uma média de 16,53 dias da liberacao das lagartas na
dieta tratada. O tratamento com nim comercial prolongou os instares larvais,
reduziu o crescimento, impediu a ecdise, provocou anormalidades morfologicas
e causou mortalidade larval (Figura 38). Esses dados sdo confirmados pelo
trabalho de Martinez & Emden (2001), que observaram os mesmos efeitos,
porém sobre a lagarta Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera:
Noctuidae) de forma dependente da dose (de 0,01 ppm a 1 ppm p/v) adicionada
do composto azadiractina a dieta artificial a base de feijao, gérmen de trigo e

alfafa.

TABELA 6. Viabilidade de pupa (VP), razdo sexual (RS) e viabilidade total
(VT) de S. frugiperda em dietas artificiais tratadas com mil-
folhas, tomilho, nim comercial (Nim-I-GO®) e testemunha sem
chance de escolha.

Tratamentos VP (%)* RS* VT (%)**
50 ppm 82,70 0,52 78,67 a
Mil-folhas 100 ppm 95,64 0,53 73,34 a
150 ppm 86,27 0,54 46,67 b
50 ppm 88,37 0,46 80,00 a
Tomilho 100 ppm 88,25 0,53 66,67 a
150 ppm 86,47 0,59 38,67 b

Nim comercial - - -

Testemunha 91,17 0,45 84,00 a

*M¢édia nao significativa pela ANAVA (P> 0,05).
**Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott e Knott (P <0,05).

De maneira geral, os resultados demonstraram que os 6leos essenciais
ndo possuem efeito no comportamento ¢ na biologia do pulgdo-verde. Por se

tratar de inseto sugador, pode-se inferir que os Oleos essenciais possuem
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pequeno poder de penetracdo nas folhas. No caso da lagarta-do-cartucho, inseto
mastigador, o Oleo de mil-folhas demonstrou ser altamente atrativo
possivelmente devido a presenca do composto germacreno-D presente em 28%
da amostra, apesar de ndo estimular a alimentagdo. Ambos os 6leos essenciais
apresentaram menor consumo foliar em teste com dieta natural e reduziram em
torno de 50 % a viabilidade larval e de criagdo na concentragdo de 150 ppm. Os
oleos essenciais de mil-folhas e tomilho possuem potencial inseticida sobre a
lagarta-do-cartucho, necessitando, entretanto, de maiores analises para real

constatacao de sua eficiéncia.
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FIGURA 36. Aspectos de lagartas S. frugiperda em bioensaios realizados com
adi¢do de mil-folhas a dieta artificial em teste sem chance de

escolha. A. lagarta morta; B. m4 formacdo de pupa; C. adulto
defeituoso.

A B

FIGURA 37. Aspectos de lagartas S. frugiperda em bioensaios realizados com

adi¢do de tomilho a dieta artificial em teste sem chance de

escolha. A. lagarta morta; B. ma formacgdo de pupa; C. adulto
defeituoso.

FIGURA 38. Lagarta S. frugiperda com dificuldade de troca de instar e baixo
desenvolvimento com a adi¢do de 6leo de nim comercial (Nim-I-
GO®) na dieta artificial.
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5 CONCLUSAO

Os constituintes majoritarios do 6leo essencial de A. millefolium sdo
azuleno e germacreno-D e do 7. vulgaris € o timol.

Os oleos essenciais testados apresentam potencial para o manejo da
lagarta-do-cartucho, entretanto ndo demonstram atividade inseticida para o

pulgdo.
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