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RESUMO

Bioatividade de extratos organicos de melidceas e 6  leos essenciais de piperaceas
sobre Rhopalosiphum maidis (Hemiptera: Aphididae)

Os afideos sédo importantes pragas na agricultura, principalmente por serem
vetores de fitovirus, os quais sédo transmitidos geralmente no momento da picada de
prova. Além disso, os afideos também removem os aminoacidos nitrogenados das
plantas ao se alimentarem no floema e injetam substancias presentes na saliva, que
interferem na fisiologia da planta. Entre as taticas de controle para o0 manejo integrado
desses insetos, pode-se citar 0 emprego de inseticidas quimicos ou botanicos e 0 uso
de produtos repelentes que tornam as plantas pulverizadas néo atrativas, evitando que
pulgbes pousem e se alimentem normalmente da planta. Nesse contexto, objetivou-se
estudar a bioatividade de extratos organicos das Meliaceae Trichilia pallida, Trichillia
claussenii, Trichilia catigua, Toona ciliata e Guarea guidonia e dos 0leos essenciais das
Piperaceae Piper amalago, Piper umbellatum, Piper claussenianum e Piper sp. em
relacdo a pulgbes, utilizando como espécie-modelo R. maidis. Os extratos organicos
das Meliaceae foram obtidos, por maceragcdo, com o uso dos solventes hexano,
diclorometano e etanol, nessa sequéncia de extragdo. O extrato hexanico de T. pallida
foi 0 que apresentou a maior atividade aficida, sendo entdo selecionado para
fracionamento por cromatografia de coluna rapida utilizando, sequencialmente, os
solventes hexano, acetato de etila e metanol. Entre as fracdes, a hexanica causou a
maior mortalidade, sendo selecionada para a determinacdo dos modos de agéao sobre
R. maidis. A referida fragdo ndo apresentou acdo de contato e nem agao neurotoxica;
entretanto, foi constatada acdo translaminar. No ensaio com Electrical Penetration
Graph - EPG, os insetos apresentaram maior dificuldade para se alimentar. Entre as
Piperaceae, a maior repeléncia e mortalidade a R. maidis foi causada por P.
claussenianum, cujo 6leo essencial foi entdo selecionado para os testes subsequentes.
Sua atividade inseticida ocorreu por contato, causando rapida mortalidade, acreditando-
se, assim, tratar-se de um efeito neurotoxico; néo foi constatado, entretanto, efeito
fumigante. Quanto as alteracbes comportamentais, constatou-se efeito repelente sobre
alados por meio de teste com olfatdmetro e o efeito fagodeterrente com uso do EPG.
Com base nos resultados, conclui-se que entre os extratos organicos e 6leos essenciais
testados, a fracdo hexénica do extrato hexanico de T. pallida apresenta substancias
com atividade inseticida sobre R. maidis, sendo uma possivel fonte para sintese de
novos inseticidas e que o Oleo essencial de P. claussenianum pode ser utilizado
diretamente no controle de pulgdes ou servir de fonte para a identificagdo de moléculas
inseticidas para a sintese.

Palavras-chave: Afideos, Plantas inseticidas, Meliaceae, Piperaceae, Fracionamento,
Repelente, Fagodeterrente
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ABSTRACT

Bioactivity of organic extracts from Meliaceae and essential oils from Piperaceae
on Rhopalosiphum maidis (Hemiptera: Aphididae)

Aphids are important pests in agriculture mainly because they are vectors of
phytoviruses, which are normally transmitted during the aphids probe. In addition,
aphids not only remove amino-nitrogen from the plants while feeding in the phloem but
also inject substances present in their saliva, which interfere in plant physiology. Among
the strategies for the integrated management of these insects, we can state the use of
chemical or botanical insecticides as well as repellents which turn the plants into non-
attractive ones, thus avoiding that aphids land and feed normally from the plant.
Therefore, we studied the bioactivity of organic extracts from the Meliaceae plants
Trichilia pallida, Trichilia claussenii, Trichilia catigua, Toona ciliata and Guarea guidonia
and essential oils from the Piperaceae plants Piper amalago, Piper umbellatum, Piper
claussenianum and Piper sp. against aphids, using R. maidis as a model species.
Organic extracts from Meliaceae were obtained by maceration technique using hexane,
dichloromethane and ethanol solvents, in this sequence of extraction. Hexanic extract
from T. pallida provoked the highest activity against aphids being chosen for the
fractionation using a chromatographic column with fast flow and using hexane, ethyl
acetate and methanol solvents, in this sequence. Hexanic fraction provoked the highest
mortality among the fractions evaluated being chosen in order to understand its modes
of action on R. maidis. This fraction had neither mode of action by contact nor neurotoxic
action; however, its translaminar action was proved. Using the Electrical Penetration
Graph - EPG, we observed that most of the insects had difficulty to feed themselves.
Among the Piperaceae plants, the highest repellency and mortality of R. maidis was
caused by P. claussenianum which was selected for the subsequent assays. Its
insecticidal activity occurred through contact causing a fast mortality perhaps due to a
neurotoxic effect. Nevertheless, a fumigant effect was not observed. With regard to
behavioral changes, a repellent effect was proven on alates through olfactometer assay
and a phagodeterrent effect was proven using EPG assay. According to the results, we
concluded that among the organic extracts and essential oils evaluated, the hexanic
fraction from hexanic extract from T. pallida contains substances with insecticidal activity
against R. maidis being a potential source for synthesis of new insecticides while the
essential oil from P. claussenianum may be used both to control aphids and to be a
source for identification of insecticidal molecules aiming their synthesis.

Keywords: Aphids, Botanical insecticides, Meliaceae, Piperaceae, Fractionation,
Repellent, Phagodeterrent
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EPG. Temperatura 25 + 2°C, Umidade Relativa 35 + 10 % e
Fotoperiodo 14:10 N...coooiiieeeeee e

19



20



21

1 INTRODUCAO

Afideos sdo um dos grupos mais importantes de pragas e estdo amplamente
distribuidos nos sistemas agricolas causando perdas, direta ou indiretamente, em
ecossistemas agricolas ou florestais. Os efeitos diretos ocorrem devido a succao de
seiva no floema e injecdo de substancias ativas presentes na saliva, que interferem na
performance fisiolégica das culturas (fitotoxinas), além da remoc¢&o dos aminoacidos
nitrogenados das plantas. Os efeitos indiretos ocorrem pela transmissao de fitovirus e
excrecdo de honeydew que causam mudancas nas comunidades da microflora da
superficie das plantas podendo influenciar a fisiologia das culturas (WELLINGS et al.,
1989).

O afideo Rhopalosiphum maidis é polifago e ocorre em regiées temperadas e
tropicais, colonizando principalmente, sorgo, cevada e milho. No Brasil, esse inseto,
inicialmente considerado praga secundaria no cultivo de verdo do milho, tornou-se
importante no cultivo da safrinha (GASSEN, 1996). Provavelmente, isso € devido a
predominancia de temperaturas amenas nessa eépoca de cultivo, condicdo esta que
favorece seu desenvolvimento (FONSECA et al., 2003).

Outro fator a ser considerado é que o cultivo de safrinha ocorre na época de
menor precipitacdo pluvial do ano, condicdo climética favoravel ao desenvolvimento
desse afideo como comprovado por Maia et al. (2006) os quais verificaram que o
pulgdo R. maidis mantido em plantas de milho com déficit de agua de 80 %
apresentaram menores periodos ninfal, reprodutivo e longevidade, além de aumentar o
numero de descendentes por fémea, proporcionando assim incremento no niamero de
geracOes, quando comparadas a insetos criados em plantas que ndo foram submetidas
a estresse hidrico. O sorgo também é utilizado na safrinha devido sua alta resisténcia a
seca (EMBRAPA, 2008), sendo outra planta hospedeira que fornece boas condicbes
para o desenvolvimento de R. maidis.

Para o controle de R. maidis em sorgo, ndo existem inseticidas registrados no
Brasil (BRASIL, 2010).

Como controle alternativo, € possivel a utilizacdo de produtos naturais, pois

segundo Akhtar, Yeoung e Isman (2008), bioinseticidas sdo um importante grupo que
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atuam frequentemente na protecdo de plantas de forma lenta, o que normalmente
torna-se mais seguro aos humanos e ao meio ambiente.

Na busca de inseticidas que atendam eses critérios de seguranca, diversas
pesquisas tém sido realizadas com extratos de plantas para prote¢cado das culturas no
campo e durante o armazenamento (BOEKE et al., 2004).

As plantas produzem metabolitos secundéarios que atuam como mecanismo de
defesa que podem ser usados no controle de pragas. Essas substancias podem afetar
0 comportamento alimentar ou alterar o balanco enddcrino dos insetos (BALANDRIN et
al., 1985).

Pesquisas com plantas inseticidas sdo realizadas basicamente com dois
objetivos: descoberta de novas moléculas que permitam a obtencdo de novos
inseticidas sintéticos e/ou obtencgéo de inseticidas botanicos naturais para o uso direto
no controle de pragas (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000).

Entre as plantas intensamente pesquisadas, as pertencente a familia Meliaceae
tém recebido atencdo de pesquisadores principalmente pela presenca de limonoides
triterpenos (CHAMPAGNE et al., 1992), sendo varios deles com comprovada acdo
sobre insetos (ISMAN, 2006), exibindo as atividades biolégicas como inseticida, anti-
alimentar, e reguladora de crescimento (KOUL et al., 2004). A planta mais estudada,
sob esse aspecto, € o0 nim, Azadirachta indica A. Juss, que produz entre suas
substancias inseticidas, a azadiractina (encontrada predominantemente nas sementes)
como a mais eficaz por inibir a alimentacéo dos insetos, afetar o desenvolvimento das
larvas, reduzir a fecundidade e fertilidade dos adultos e provocar alteracdes
comportamentais, anomalias celulares e mortalidade de ovos, larvas e adultos
(MARTINEZ, 2002).

A extrema complexidade estrutural da molécula de azadiractina dificulta sua
sintese quimica em escala comercial e, assim, os produtos comerciais de nim s&o
dependentes da disponibilidade de sementes de nim (SIMMONDS et al., 1990).
Portanto, pesquisas tém sido desenvolvidas com outras espécies de plantas que
possam ser fontes alternativas ao nim ou que tenham moléculas inseticidas

guimicamente mais simples de serem sintetizadas (XIE et al., 1994).
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Mesmo considerando os incrementos significativos de estudos nas ultimas
décadas, ha uma grande lacuna de conhecimento da atividade inseticida da flora que
precisa ser preenchida. Dessa forma, sdo necessérios estudos que visem identificar
plantas com acéo inseticida, isolar, caracterizar e sintetizar compostos de interesse no
controle de insetos (SHAPIRO, 1991).

O uso de o6leos essenciais no controle de insetos tem se tornado de grande
interesse pelos pesquisadores devido sua repeléncia causada pela alta volatilizac&o,
além de sua atividade inseticida e rapida degradacdo no ambiente (REGNAULT-
ROGER; PHILOGENE, 2008).

Entre as familias de plantas que produzem Oleos essenciais encontra-se
Piperaceae, na qual ja foram constatados efeitos inseticida, repelente e deterrente
(SCOTT et al., 2004).

Nesse contexto, objetivou-se estudar a bioatividade de extratos organicos de
Meliaceae e de Oleos essenciais de Piperaceae no controle de pulgbes devido ao
limitado numero de informacdes dessas duas familias de plantas sobre esse grupo de
insetos-praga, tendo como linhas de pesquisa o uso direto como extrato botanico no
controle de pulgdes e/ou fornecer subsidios na busca de novas moléculas inseticidas
para sintese, utilizando R. maidis como espécie-modelo para o estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos descritivos de  Rhopalosiphum maidis

O pulgdo R. maidis, em sua forma aptera, apresenta corpo bastante
alongado e coloracdo variando de amarelo-esverdeado a verde-oliva-escuro ou azul-
esverdeado, com sifunculos pequenos com a base mais larga do que o &pice e
tonalidade escura, antenas pequenas com tonalidade escura e comprimento do
processo terminal menos que 2,5 vezes mais longo do que a base do ultimo segmento
antenal. Os alados tém coloracdo amarelo-esverdeada a verde-escura no abdome, sem
marcas dorsais anteriores ao sifunculo (BLACKMAN; EASTOP, 1984; PEREIRA,;
SALVADORI, 2005).

A reproducdo desse inseto ocorre por partenogénese telitoca, ocorrendo o
desenvolvimento dos embrides no interior do corpo das fémeas, a partir de ovulos nao
fecundados, originando sempre fémeas (GASSEN, 1996). Contudo, machos podem
aparecer esporadicamente, principalmente em regides de clima temperado
(BLACKMAN; EASTOP, 1984).

Durante a fase jovem, R. maidis apresenta quatro instares, sendo os periodos
ninfal, reprodutivo e pos-reprodutivo dependentes da temperatura ambiente. FONSECA
et al. (2003) avaliaram a influéncia da temperatura na biologia desse afideo mantido em
sorgo, e obtiveram valores de 12,2 a 5,5 dias para o periodo pré-reprodutivo; 28,2 a
11,1 dias para o periodo reprodutivo e 21,1 a 4,4 dias para o periodo pés-reprodutivo,
para as temperaturas extremas testadas de 15 e 30 °C, respectivamente. Apesar de a
temperatura de 30 °C proporcionar o menor ciclo total (21 dias) contra 61,5 dias a 15
°C, houve maior mortalidade de ninfas e adultos e, assim, os autores concluiram que as
melhores temperaturas para o desenvolvimento do inseto foram 20 e 25 °C.

Maia et al. (2004) obtiveram valores similares, concluindo que a faixa de 21 a
24°C foi a mais favoravel ao desenvolvimento de R. maidis em milho, encontrando um
valor médio de 69 ninfas a temperatura de 24°C, enquanto Fonseca et al. (2003), em
sorgo, obtiveram valores de 49 ninfas a 25 °C, evidenciando a influéncia também do

hospedeiro na fecundidade do inseto.
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2.2 Ocorréncia e prejuizos causados por R. maidis

As maiores infestac6es ocorrem na safrinha, tendo inicio em plantas isoladas,
disseminando-se em “manchas” na lavoura, sendo sua presenca constatada no periodo
vegetativo e, principalmente proximo ao florescimento masculino (GASSEN, 1996), o
que corrobora os resultados de Maia et al. (2005) que constataram que a fase de
pendoamento do milho € significativamente mais favoravel ao desenvolvimento do
pulgéo.

Tanto os adultos como as ninfas dessa espécie preferem infestar as partes
mais novas das plantas de sorgo. Em situacdes de estresse hidrico, os sintomas nas
plantas sdo acentuados sendo caracterizados pela presenca de folhas murchas ou com
bordas necrosadas. Quando transmitida a virose, as folhas apresentam-se com
mosaico verde-claro sobre o fundo verde-escuro (EMBRAPA, 2008).

Fonseca et al. (2004), ao selecionarem variedades resistentes a R. maidis,
observaram que, em meédia, uma populacdo de apenas 25 afideos provoca uma
reducdo percentual de crescimento de 20,6 % nas plantas. Aliado a isso, esse pulgédo é
o principal vetor do virus do mosaico da cana-de-acUcar (SCMV - Sugarcane mosaic
virus), tendo varias espécies como hospedeiras, incluindo cana-de-acgucar, sorgo, milho,
milheto, capim-sud&o, cevada, trigo, centeio e arroz (EMBRAPA, 2008).

O Sugarcane mosaic virus € um complexo de strains, contemplando isolados de
Sorghum halepense, Johnsongrass mosaic (JGMV), milho Maize dwarf mosaic
(MDMV), sorgo Sorghum mosaic (SrMV) e cana-de-acucar Sugarcane mosaic (SCMV)
(LESEMANN et al., 1992), que pertencem ao género Potyvirus, familia Potyviridae
(SHUKLA; WARD; BRUNT, 1994). Sao transmitidos por varias espécies de afideos,
sendo R. maidis e Schizaphis graminum os mais eficientes na transmissao (PIRONE,
1972; SHUKLA; WARD; BRUNT, 1994), cuja incidéncia € comum no Brasil (SOUZA-
SILVA; ILHARCO, 1995). Goncalves et al. (2007) verificaram que estirpes de Mosaic
sugarcane virus coletadas em milho sao transmitidas para o sorgo. Portanto, o risco de
colonizacdo desse virus nas culturas € alto devido a uma grande gama de plantas

hospedeiras do virus e do pulgéo.



27

2.3 Uso de extratos botanicos no controle de inseto s com énfase a afideos

Os inseticidas derivados de plantas podem interferir no desenvolvimento,
alimentacdo e reproducdo dos insetos ou serem utilizados na estratégia de atrair e
matar, quando substancias atrativas sdo usadas juntamente com inseticidas
(COPPING; MENN, 2000). Os primeiros inseticidas botanicos utilizados foram a nicotina
extraida de Nicotiana tabacum (Solanaceae), piretrina extraida de Chrysanthemum
cinerariaefolium (Asteraceae), rotenona extraida de Derris spp. e Lonchocarpus spp.
(Fabaceae), a sabadina e outros alcaloides extraidos de Rhyania speciosa
(Flacuortiaceae) (LAGUNES; RODRIGUEZ, 1989).

Os aleloquimicos de plantas foram usados na protecdo de planta do fim do
século 19 até o inicio da segunda guerra mundial quando o emprego dos pesticidas
organossintéticos foi adotado pela populacdo (REGNAULT-ROGER, 2005 citada por
REGNAULT-ROGER; PHILOGENE, 2008; ROSSEL et al., 2008). Entretanto, devido ao
aumento da preocupacgdo ambiental apés a Revolugédo Verde, e visando solucionar ou
minimizar os prejuizos causados pelo uso indiscriminado de inseticidas sintéticos,
novos estudos buscam viabilizar estratégias de manejo que incluam plantas inseticidas
(VENDRAMIM, 1997).

Segundo Vendramim e Castiglioni (2000), o ressurgimento dos estudos com
inseticidas botanicos deveu-se a necessidade de se dispor de novos compostos para o
controle de pragas com as caracteristicas de serem menos problematicos quanto a
contaminacdo ambiental, residuos nos alimentos, efeitos prejudiciais sobre organismos
benéficos e a selecdo de populagbes de insetos resistentes a inseticidas sintéticos,
caracteristicas estas normalmente presentes nos inseticidas vegetais. Ainda segundo
os autores, a diminuicdo na diversidade de moléculas sintéticas com atividade inseticida
e o0 incremento nos custos de producdo das mesmas, também tém estimulado os
estudos com inseticidas botanicos.

Entre as plantas que vem sendo mais estudadas atualmente para obtencéo de
inseticidas botanicos estdo as meliaceas como o nim (A. indica), o cinamomo (Melia
azedarach) e espécies do género Trichilia (GONCALVES-GERVASIO, 2003).
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Entre o complexo de pragas que podem ser afetadas por compostos quimicos
presentes em plantas, estdo os afideos, com os quais diversas pesquisas ja foram
desenvolvidas.

Lowery e Isman (1994) testaram o efeito regulador de crescimento da
azadiractina e do 6leo de nim para nove espécies de pulgdes, e concluiram que todas
elas foram afetadas, ocorrendo mortalidade principalmente durante a ecdise. Além
disso, a concentracao letal para matar 50 % dos individuos (CLsp) foi variavel entre as
especies, instares e plantas hospedeiras.

Outra forma de reduzir os danos causados por afideos é a utilizacdo de
inibidores alimentares como demonstrado no trabalho de West e Mordue (Luntz) (1992)
que aplicaram concentragdes crescentes de azadiractina (25 a 500 ppm) no solo e
avaliaram seu efeito residual sobre Rhopalosiphum padi e Sitobion avenae, tendo como
parametro o numero de picadas de prova, constatando que azadiractina provocou
diminuicdo na alimentacdo apés dois dias em todos tratamentos. Nisbet et al. (1993)
obtiveram resultados positivos quanto a diminuicdo no tempo de alimentacdo de Myzus
persicae com 0 aumento da concentracdo de azadiractina aplicada via solo em plantas
de fumo.

Chiasson, Vincent e Bostanian (2004) avaliaram a acao inseticida do
concentrado emulsionavel de um 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides a M.
persicae, comparando sua eficiéncia com o Oleo de nim e um produto natural
(insecticidal soap) com 20 % de sais de potassio de acidos graxos mais 0,2 % de
piretrinas, e constataram que a solucdo de 0,5 % de C. ambrosioides foi
significantemente mais efetiva do que o 6leo de nim (0,5 %) e tdo efetivo quanto o
insecticidal soap (1 %).

Santos et al. (2004) constataram prolongamento das fases de desenvolvimento,
diminuicdo da taxa liquida de reproducdo e mortalidade do pulgdo Aphys gossypii
quando tratados com extratos aquosos de po de améndoa de nim.

Silva et al. (2008) avaliaram a ac¢déo inseticida dos 6leos de copaiba (Copaifera
sp.), castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) e andiroba (Carapa guianensis) sobre R.
maidis em sorgo na concentragéo de 2,5 %, obtendo mortalidades proximas a 100 % de

fémeas adultas desse pulgéo.
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2.4 Alteracdo comportamental de afideos causada por extratos botanicos

Segundo Pettersson, Tjallingii e Hardie (2007), a importancia dos volateis de
plantas na localizacdo hospedeira parece ser mais complexa do que a orientacdo por
cor (comprimento de ondas) que tem grande importancia no estimulo de migracdo e
orientacdo de pulgbes, principalmente para os individuos alados (POWELL; TOSH,;
HARDIE, 2006). No entanto, alguns autores comprovam a influéncia dos volateis na
atratividade ou repeléncia de afideos. Nottingham e Hardie (1993) mostraram em
estudos com comportamento de voo dos afideos Aphis fabae e Brevicoryne brassicae
gue odores de plantas ndo hospedeiras reduzem a freqtiéncia de pouso, mas odores de
plantas hospedeiras ndo aumentam a taxa de pouso. Ja& Chapman, Bernays e Simpson
(1981), em experimentos de campo, constataram que individuos alados de Cavariella
aegopodii pousaram significativamente mais em armadilhas com volateis presentes de
seu hospedeiro do que somente em armadilhas vazias.

Portanto, é possivel influenciar o comportamento de procura hospedeira por
pulgbes alados enquanto estdo em v6o, sendo um meio de controle vantajoso, pois
diminui o nimero de afideos nas culturas, podendo, consequentemente, reduzir a
disseminacdo de virus ndo persistentes além de ser uma técnica ambientalmente
segura (GIBSON; RICE, 1989).

Para estudos visando testar produtos repelentes, faz-se méao de técnicas como
olfatbmetro, pois € possivel isolar variaveis que possam interferir nos resultados, por
exemplo, o uso de plantas pulverizadas em ensaios para avaliar a repeléncia pode ser
prejudicado por plantas que sofreram herbivoria prévia. Como conseqiéncia, as plantas
sdo induzidas a produzir metabdlitos secundarios que afetam o desenvolvimento ou o
comportamento dos insetos (VENDRAMIM; FRANCA, 2005), comprometendo, assim,
0s resultados do ensaio.

Caso os estimulos atrativos das plantas aos pulgdes nao sejam interrompidos, 0s
pulgbes pousam sobre as plantas, sendo as caracteristicas morfoldgicas e quimicas as
responsaveis na selecdo hospedeira para a alimentagdo. Para reconhecimento das

pistas quimicas produzidas pelas plantas, os pulgdes apresentam estruturas na parte



30

apical das antenas que sdo quimiorreceptores que reconhecem substancias repelentes
ou atrativas (PETTERSSON; TJALLINGI; HARDIE, 2007).

Os aficidas utilizados raramente atuam rapido o suficiente para prevenir que 0s
afideos facam a picada de prova necessaria para adquirir um virus nao persistente de
uma planta infectada ou infectar uma planta sadia. No entanto, repelentes podem ser
detectados rapido o suficiente para atuar antes de os afideos fazerem a picada de
prova como nos estudos de Powell, Pirone e Hardie (1995) que verificaram que A.
fabae € capaz de detectar o fagodeterente poligoidal pulverizado na superficie das
folhas antes de inserir o estilete no parénquima da planta.

Estudos sobre o comportamento alimentar de insetos sugadores séo dificeis,
poiS 0S processos que acontecem durante a alimentacdo ndo s&o observados
visualmente como em insetos mastigadores, dificultando o reconhecimento de efeitos
fagodeterrentes.

Assim, faz-se uso da técnica denominada Electrical Penetration Graph — EPG,
onde um inseto sugador e uma planta sao feitos parte de um circuito elétrico em que um
fio de ouro € inserido no solo de um vaso contendo uma planta e um outro fio de ouro &
ligado ao inseto. O circuito também & composto por um resistor elétrico e uma fonte de
voltagem. Assim que o inseto insere seu estilete na planta, o circuito € completado e
uma voltagem flutuante ocorre, sendo amplificada e registrada. As flutuacbes de
voltagem aparecem em um numero distinto de padrées. Os principais padrdes sao
penetracao intercelular, perfuragéo intracelular (picada de prova), caminhamento entre
células, secrecao de saliva no floema, ingestdo de seiva do floema e ingestdo de seiva
do xilema (TJALLINGII, 1988).

O sistema de EPG foi um grande avanco nos estudos de comportamento
alimentar de insetos sugadores, pois permite identificar em tempo real os detalhes
ocorridos durante a penetracdo estiletar dentro da planta (BACKUS; BENNETT, 2009),
indicando fatores fisico-quimicos sobre o hospedeiro, 0os quais afetam o comportamento
alimentar e outros aspectos da biologia de afideos, sendo importante na descoberta e
caracterizacdo de xenobioticos sistémicos de plantas para controlar afideos e outros
artropodes sugadores (ANNAN et al., 1997).
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2.5 Bioatividade de meliaceas sobre artropodes

Entre as plantas com propriedade inseticida, destacam-se aquelas pertencentes
a familia Meliaceae, incluindo-se A. indica (nim) e M. azedarach (cinamomo)
(VENDRAMIM, 1997).

Segundo Pennington e Styles (1975), citados por Akhtar, Yeoung e Isman (2008),
Meliaceae contém aproximadamente 50 géneros e mais de 500 espécies.
Quimicamente é caracterizada pela vasta diversidade de limonoides, sendo de muitos
deles conhecida a atividade inseticida, levando a uma investigacdo sistematica dessa
familia quanto a atividade inseticida (ISMAN, 2006).

Os extratos de nim, em especial seu ingrediente ativo mais potente, a
azadiractina, inibem a alimentacdo dos insetos, afetam o desenvolvimento das larvas,
reduzem a fecundidade e fertilidade dos adultos, alteram o comportamento e causam
diversas anomalias nas células e na fisiologia dos insetos e mortalidade de ovos, larvas
e adultos (MARTINEZ, 2002; SCHMUTTERER, 1988; SCHMUTTERER, 1990).
Entretanto, apesar de sua eficacia contra insetos estar relacionada a quantidade de
azadiractina, outros compostos como 3-tigloil-azadiractina (azadiractina B), nimbina e
salanina apresentam efeito sinérgico de seus efeitos inseticidas (MORDUE (LUNTZ);
NISBET, 2000).

2.5.1 Bioatividade de plantas pertencentes ao géner 0 Toona

A espécie Toona ciliata contém os limonoides cedrelona e toonacilina em suas
sementes (OIANO-NETO et al., 1995; OIANO-NETO et al., 1998) que apresentam
atividade inseticida. Cedrelona tem comprovada acdo reguladora de crescimento ao
percejo Oncolpeltus fasciatus (CHAMPAGNE; ISMAN; TOWERS, 1989) e acdao
fagodeterrente a Spodoptera litura (KOUL, 1983). Toonacilina também contém agéo
fagodeterrente ao coledptero Epilachna varivestis como comprovado por Kraus,
Grimminger e Sawitzki (1978) e a S. litura segundo Govindachari et al. (1995).

Perez et al. (2010a) avaliaram o desenvolvimento de H. grandella sobre folhas de

T. ciliata obtendo mortalidades de 80 a 100 % do inseto, sendo que resultados
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semelhantes foram obtidos ao aplicar o extrato cru de T. ciliata sobre folhas de Cedrela
odorata (suscetivel a H. grandella). Além disso, os mesmos autores, em outro trabalho,
conseguiram conferir resisténcia a Cedrela odorata e Swietenia macrophylla contra H.
grandella ao enxertarem essas duas espécies vegetais sobre plantas de T. ciliata
(PEREZ et al., 2010b)

Bezerra (2009), avaliando os extratos etanolicos e em diclorometano de folhas e
ramos de T. ciliata sobre a mosca-branca Bemisia tabaci biétipo B, constatou que o
extrato etandlico tem acao inseticida sobre ninfas enquanto o extrato em diclorometano

atua tanto em ovos como em ninfas.

2.5.2 Bioatividade de plantas pertencentes ao géner o Guarea

Pereira Junior et al. (1993) isolaram o protolimonoide 7-O-acetilchisocheton A e
testaram sua atividade bioldgica sobre Urbanus acawoios, e observaram gque 0s insetos
que conseguem completar seu desenvolvimento apresentam deformacdes, atuando
possivelmente como regulador de crescimento.

Rodriguez Herndndes e Vendramim (1996) avaliaram o efeito de extratos
aquosos de folhas e ramos de 11 espécies de Meliaceae, entre elas Guarea guidonia,
Guarea kunthiana e Guarea macrophylola sobre o desenvolvimento de S. frugiperda
constatando que nenhuma das trés plantas apresentou efeito deletério ao inseto. Em
outro screening, dessa vez testando somente extratos aquosos de ramos de Meliacea
sobre S. frugiperda, os autores testaram novamente as espeécies G. guidonia e G.
kunthiana, obtendo resultados semelhantes (RODRIGUEZ HERNANDES;
VENDRAMIM, 1997), provando que essas plantas ndo contém compostos téxicos para
S. frugiperda em ramos e folhas.

Jimenez et al. (1998) testaram a atividade inseticida dos limonoides 21a-
acetilmelianone, melianodiol e melianone extraidos de sementes de G. grandiflora e
comprovaram sua atividade sobre o desenvolvimento larval de Ostrinia nubilalis.

Coelho, Paula e Espindola (2006), ao testarem extratos hexanicos e etandlicos
de Guarea kunthiana, Guarea guidonia, Simarouba versicolor e Talauma ovata,

verificaram mortalidades entre 20 % e 95 % de Rhodnius milesi, sendo o extrato
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etanodlico da casca da raiz de S. versicolor e o extrato hexanico da raiz de G. guidonia,

responsaveis pela mortalidade de 95 % e 75 %, respectivamente.

2.5.3 Bioatividade de plantas pertencentes ao géner o Trichilia

No género Trichilia, varios sdo os relatos de propriedades biolégicas como
antiviral, analgésica, inseticida e reguladora de crescimento (SIMMONDS et al., (2001).
Segundo Akhtar, Yeoung e Isman (2008), as triquilias contém uma variedade de
limonoides chamados triquilinas com acéo inseticida os quais conferem a esse género
uma potencial fonte de inseticidas derivados de plantas. Xie et al. (1994) verificaram os
efeitos regulador de crescimento e anti-alimentar do limonoide hirtina de Trichilia hirta
sobre duas espécies de lepidopteros.

Matos et al. (2009) testaram a atividade inseticida de extratos hexanicos,
metandlicos e hidrometandlicos de frutos de Trichilia catigua e de Trichilia elegans
sobre larvas de Spodoptera frugiperda, e constataram que extratos hexanicos e
metandlicos de T. elegans causaram 100 % de mortalidade, além de n&o ocorrer
pupacéo, o que poder estar relacionado a alteragdes hormonais do processo da ecdise.

Bogorni e Vendramim (2003) compararam a eficiéncia de controle de extratos
aquosos de ramos e de folhas de seis espécies de Trichilia: T. casaretti, T. catigua, T.
claussenii, T. elegans, T. pallens e T. pallida, com o extrato aquoso de sementes de nim
sobre S. frugiperda. Em todas as espécies testadas, pelo menos uma da estruturas
(ramos ou folhas) afetou o desenvolvimento do inseto. O extrato de folhas de T. pallens
causou mortalidade larval semelhante & causada pelo extrato de nim. Os extratos de
ramos de T. pallens, e de ramos e de folhas de T. pallida, embora menos eficientes,
também reduziram a sobrevivéncia e o peso larval de S. frugiperda. Esses mesmo
autores avaliaram o efeito dos mesmos extratos na sobrevivéncia, duracdo e peso de
lagartas e de pupas de S. frugiperda, e constataram que os extratos de ramos de T.
pallida e de folhas de T. pallens ocasionaram as maiores mortalidades da fase larval
(BOGORNI; VENDRAMIM, 2005).

Wheeler et al. (2001) realizaram um screening com extratos metanolicos de seis

espécies de Trichilia (T. quadrijuga, T. martiana, T. americana, T. hirta, T. glabra e T.
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pleeana) visando encontrar atividade inseticida sobre S. litura, e obtiveram como melhor
desempenho sobre o inseto o extrato de T. americana, sendo o menor efeito obtido com
T. glabra.

Simmonds et al., (2001) isolaram de raizes de T. pallida trés
tetranortriterpenoides que demonstraram atuar como deterrentes alimentar sobre
Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis virescens e Helicoverpa armigera.

Roel et al. (2000a) constataram que o extrato em acetato de etila de T. pallida
causa mortalidade de 100 % das larvas de S. frugiperda alimentadas com folhas de
milho contaminadas com esse extrato a uma concentracdo de 0,05 %. Em um estudo
posterior, foi constatado que lagartas alimentadas com folhas tratadas com esse extrato
desde a eclosdo sdo mais afetadas que aquelas alimentadas a partir dos 10 dias apos a
eclosdo, e o ao avaliarem o efeito residual do extrato, notaram que a maior mortalidade
ocorre quando as lagartas se alimentam de folhas com menores intervalos de aplicacao
(ROEL et al., 2000Db).

Tandon, Mittal e Pant (2009) avaliaram os extratos hexanicos e de acetona sobre
o lepidoptero Spilosoma obliqua, e observaram que o extrato de acetona exerceu maior
inibicdo reguladora de crescimento do que o extrato hexanico, provocando mal
formacdo morfogénica e diversos efeitos adversos como prolongamento da duracao
larval e pupal, além de afetar a taxa de emergéncia de adultos e a fecundidade.

Cunha et al. (2005) avaliaram a atividade inseticida de fragbes do extrato
organico em diclorometano de T. pallida sobre Tuta absoluta, sendo as fracbes em
acetato de etila e metanol consideradas as mais promissoras. Esses mesmos autores
avaliaram a acao inseticida de extratos aquosos e organicos (hexano, diclorometano e
metanol) de T. pallens sobre a traca-do-tomateiro Tuta absoluta, e obtiveram como
resultados que o extrato aquoso de folhas foi mais eficiente que o extrato de ramos e
entre os extratos orgéanicos, o extrato diclorometanico foi o mais eficiente (CUNHA et
al., 2006).

Bezerra (2009) avaliou os extratos etandlicos e em diclorometano de folhas e
ramos de T. pallida sobre B. tabaci constatou que o extrato etandlico tem acdo
inseticida somente sobre ninfas do inseto enquanto o extrato em diclorometano causa

mortalidade tanto na fase de ovos como na fase ninfal.
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Baldin et al. (2007b) ao avaliarem a atratividade e preferéncia para oviposi¢cado de
B. tabaci em tomateiro constataram que o extrato aquoso de T. pallida foi considerado
neutro, ndo influenciando no comportamento do inseto. Entretanto, Baldin, Vendramim e
Lourencdo (2007a), ao testarem a interacdo de extratos botanicos de melidceas com
resisténcia de gendtipos de tomate a B. tabaci encontraram interacdo do extrato de T.
pallida com os genotipos testados, sendo alguns gendtipos menos atrativos ou
ovipositados por este inseto.

Ortego et al. (1999) avaliaram a atividade do limonoide azadirone, encontrado
em sementes de Trichilia havanensis sobre o coledptero Leptinotarsa decemlineata,
tendo como parametros o efeito toxico, deterrente e inibidor da enzima esterase,
responsavel por conferir resisténcia de insetos a alguns inseticidas como pirimicarb
(FURIATTI; LAZZARI, 2003). Os autores encontraram uma baixa atividade inseticida e
deterrente, porém alta inibicdo de esterase, indicando que azadirone pode ser Util no
manejo de insetos resistentes a determinados inseticidas.

Wheeler e Isman (2001), ao estudarem o extrato metandlico de ramos de Trichilia
americana, constataram um forte efeito deterrente alimentar e regulador de crescimento
dessa planta sobre Spodoptera litura.

Sefrin et al. (2008), ao avaliarem o efeito fagodeterrente de extratos aquosos de
melidceas, entre elas Trichilia catigua, Trichilia elegans e Trichilia claussenii, sobre
Diabrotica speciosa, verificaram que plantas tratadas com T. catigua e T. elegans
tendem a ser menos consumidas pelo inseto.

Nakatani et al. (1985) relatam atividade fagodeterrente do extrato em éter de
casca da raiz de Trichilia roka como fagodeterrente a Spodoptera eridania, Epilachna
varievestis e S. littoralis.

Estudos fisiolégicos visando elucidar os sitios de acdo de compostos derivados
de triquilias séo dificeis de serem encontrados na literatura, sendo encontrado apenas
os trabalhos de Doe et al. (2005) que constataram que o extrato metanolico de folhas e
casca de Trichilia cuneata contém compostos que inibem as atividades mitocondriais e
de peroxidacao lipidica, e de Eldeen, Van Heerden e Van Staden (2007) que estudaram

o efeito de um composto obtido do extrato de acetato de etila de folhas de Trichilia
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dregeana sobre a atividade antagonista a acetilcolinesterase, e concluiram haver

atividade inibitéria dessa enzima.

2.6 Bioatividade de piperaceas sobre insetos

A familia Piperaceae, uma das mais primitivas das angiospermas, divide-se em
10 géneros encontrados em regides tropicais e subtropicais incluindo a regiéao
amazonica. O género Piper é considerado o de maior importancia, tanto do ponto de
vista cientifico quanto econdémico (FAZOLIN et al., 2006). Esse género contém
aproximadamente 1.000 espécies entre ervas, arbustos forrageiros, pequenas arvores e
cipds que acumulam metabdlitos secundarios, entre os quais as amidas (piperamidas) e
diversos compostos aromaticos sdo 0s mais encontrados, além de terpenos,
flavonoides e outras classes de compostos (SCOTT et al., 2008).

A utilizacdo de piperaceas é datada de séculos atras, contudo os relatos se
restringiam ao seu uso como temperos, aditivos alimentares e na medicina popular em
funcdo das suas propriedades microbianas. O baixo efeito sobre mamiferos e o grande
namero de metabdlitos secundarios sugerem que as piperaceas sao potenciais fontes
de compostos inseticidas, tendo conhecido efeito inseticida sobre insetos vetores de
doencas e insetos de grdos armazenados. Extratos de Piper nigrum sdo toxicos para
Callosobruchus chinensis, Sitophilus oryzae e Rhyzopertha dominica (SCOTT, 2008).

Além do efeito inseticida, mudancas comportamentais também tém sido
observadas para extratos de Piper spp., como deterréncia e repeléncia. Scott et al.
(2004) observaram que o coleoptero Lilioceris lili ndo se alimentou em folhas de lirio
tratadas com extratos de P. nigrum nas concentracdes de 0,1 e 0,5 %.

Quanto ao modo de acdo dos compostos provenientes de piperaceas, Lees e
Burt (1988) descrevem que as piperamidas agem como neurotoxinas. Amidas lipidicas
foram inicialmente observadas como capazes de modificar a excitabilidade dos ax6nios
afetando os canais de sédio, mecanismo semelhante aquele observado para os
piretroides. Isobutilamidas, assim como a piperovatina, aumentam as concentracdes de
calcio dentro dos neurdnios de baratas (McCFERREN et al., 2002). Os autores

observaram que o aumento na quantidade de calcio ndo afeta os receptores de
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muscarinicos da acetilcolina, indicando que piperovatina n&o interage com 0s
neurotransmissores. De acordo com o estudo, os Oleos testados s&o neurotoxicos,
geralmente  monoterpenos que agem como inibidores competitivos da
acetilcolinesterase.

De acordo com Scott et al. (2008), combinacdes de compostos presentes em
extratos de piperaceas poderiam substituir inseticidas de contato como piretroides,

carbamatos e organofosforados.

2.7 Bioatividade de 0Oleos essenciais sobre artropod  es

Segundo Enan (2001), os géneros capazes de elaborar compostos que constituem
Oleos essenciais estdo distribuidos em um numero limitado de familias como Apiaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae,
Rutaceae e Zingiberaceae.

Os Oleos essenciais tém um grande espectro de modos de acdo sobre insetos e
acaros-praga incluindo repeléncia, deterréncia, inibicdo da motilidade e respiracao,
reducdo do crescimento e fecundidade, rompimento da cuticula e efeito sobre ciclos
bioquimicos dos artrépodes como na octopamina, acetilcolinesterase e antagonista dos
receptores de octopamina (ISMAN, 2000; ENAN, 2001; COPPING; MENN, 2000).

Esses oOleos consistem de uma complexa mistura (hidrocarbonetos ou mono
oxigenados e sesquiterpenos alifaticos, aromaticos etc.) com alguns constituintes
majoritarios (ROSSEL et al., 2008).

O ¢6leo essencial da piperacea Piper aduncum apresenta atividade inseticida,
larvicida e repelente de mosquitos. Esse 6leo constitui matéria-prima para preparacao
de derivados semi-sintéticos com atividade sobre larvas de mosquitos como larvas de
Aedes atropalpus que sdo susceptiveis a dilapiol, o componente mais ativo de P.
aduncum (FAZOLIN et al., 2006).

Morais et al. (2007) testaram componentes isolados de Oleos de piperaceas
sobre A. aegypti e detectaram que os 6leos com maior teor de arilpropandides foram

mais ativos contra as larvas do inseto.
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Sertkaya, Kaya e Soylu (2010) avaliaram o efeitos de Oleos essenciais de
orégano (Origanum onites), timbra (Thymbra spicata spicata), lavanda (Lavandula
stoechas stoechas) e menta (Menta spicata) no controle do &caro Tetranychus
cinnabarinus Boisd., observando valores de CLsp entre 0,53 e 2,92 ppm. Segundo 0s
autores, os resultados sugerem que 0s 0leos testados podem viabilizar pesquisas para
o controle do acaro, e ainda, ressaltam que todos os 0leos apresentam valor medicinal.

Koschier e Sedy (2003) avaliaram o efeito de Oleos essenciais de Origanum
majorana, Salvia officinalis, Lavandula angustifolia e Rosmarinus officinalis sobre Thrips
tabaci e constataram repeléncia e deterréncia desses 0Oleos sobre o inseto. Houve
reducéo de 45-60 % da taxa de oviposicdo para tratamentos com O. majorana e L.
angustifolia quando comparado a testemunha n&o tratada. Utilizando olfatbmetro os
autores detectaram que os volateis existentes nos 6leos testados repelem as fémeas de
T. tabaci.

O efeito fumigante de Oleos essenciais tem sido bastante estudado. Ensaios com
Acanthoscelides obtectus mostraram que entre 22 6leos testados apenas o 6leo de
Thymus serpyllum (rico em timol) e Origanum majorama (rico em terpinen-4-ol) foram
toxicos (REGNAULT-ROGER et al., 1993).

Oleos essenciais de Cuminum cyminum, Pimpinella ansium, Origanum syriacum
var. bevanii e Eucalyptus camaldulensis, utilizados em casa-de-vegetacdo, foram
toxicos para A. gossypii e T. cinnabarinus (TUNC; SAHINKAYA,1998).

Sampson et al. (2005) testaram 23 compostos provenientes de 6leos essenciais
de 14 géneros e quatro familias botanicas sobre o pulgdo Lipaphis pseudobrassicae e
determinaram que as fragdes fenilpropanoideas de Pimpinella isaurica recombinadas ou
em misturas naturais sdo altamente bioativas contra o pulgdo em 10 mg ml™.

Isman (2000) avaliou o efeito de 6leos essenciais sobre M. persisae, utilizando
discos foliares tratados e observaram que 20 % dos pulgdes em todos os tratamentos,
exceto nos controles, ndo permaneciam nos discos foliares, sendo encontrados

caminhando pela placa de Petri 24 h apds o inicio do experimento.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Plantas Inseticidas do
Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP, em Piracicaba/SP, com o
objetivo de avaliar a atividade inseticida de cinco espécies de melidceas e de quatro
espécies de piperaceas sobre Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856), considerado neste
trabalho como espécie-modelo para afideos, e posteriormente, avaliar alteracfes
comportamentais causadas pelos extratos mais promissores sobre esse afideo.

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados no laboratério de Quimica
de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), em Séo Carlos,
SP.

3.1 Coleta de R. maidis

Coletas de afideos foram feitas em dezembro de 2008 em éareas de milho nas
cidades paulistas de Cruzalia, Candido Mota, Assis, Palmital e Florinea visando
confirmar se R. maidis era a espécie predominante entre os afideos na cultura.

Para a identificacdo da espécie foi utilizada a chave taxonémica para afideos de
Blackman; Eastop (1984), confirmando-se que todos os individuos analisados
pertenciam a referida espécie.

A partir dessa constatacdo, plantas infestadas com afideos foram trazidas ao

Laboratério de Plantas Inseticidas para iniciar a criacdo de manutencao.

3.2 Criacdo de R. maidis

Plantas de sorgo no estadio de pendoamento (cerca de 40 dias), cultivadas em
vasos com capacidade de 4 L mantidos em gaiolas de criagcdo (90 x 45 x 100 cm), eram
fornecidas aos insetos, sendo trocadas a cada quinze dias, ocasido em que 0s insetos
eram transferidos com o auxilio de um pincel umedecido. A sala de criagdo era mantida

a temperatura de 24 + 2 °C, umidade relativa de 50£10 % e 14 h de fotofase.
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3.3 Semeadura de plantas de sorgo

Para a criagdo de manutencéo do pulgéo e instalagdo dos experimentos, utilizou-
se o hibrido simples BR 304 de sorgo, com comprovada susceptibilidade a afideos
(FONSECA et al., 2004; FONSECA et al., 2003). As semeaduras foram feitas em vasos
de plastico com capacidade de 4 L com um substrato composto de solo, areia e esterco
bovino na proporcado 3:1:1. Apds 10 dias da emergéncia foram mantidas duas plantas
por vaso.

Inicialmente foi realizada uma adubacdo na base das plantas com 2,8 g do
adubo formulado 04-14-08 e apds 15 e 30 dias a contar da semeadura foram feitas as

adubac0bes de cobertura com 1 g de uréia por planta em cada época.

3.4 Atividades inseticida e fagodeterrente de extra  tos organicos de meliaceas

3.4.1 Coleta das plantas e preparacdo dos pos veget  ais

As coletas de folhas e ramos das cinco espécies i) Trichilia pallida, ii) Trichilia
catigua, iii) Trichilia claussenii, iv) Guarea guidonia, e, v) Toona ciliata foram realizadas
no campus da ESALQ (22° 42'S e 47° 37°0), entre 16 de marc¢o e 04 de abril de 2009.

ApOs as coletas, as estruturas vegetais foram acondicionadas em estufa a 40°C
durante 48 h ou até atingir massa constante. Em seguida, foram moidas em moinho de

facas até atingir a granulometria de po.

3.4.2 Preparacao dos extratos

Para a extragdo dos compostos, foram utilizados, em sequéncia, os solventes
hexano, diclorometano e etanol, selecionados em fun¢do da polaridade, visando retirar
compostos diferentes com cada solvente, sendo a ordem de extragdo do solvente
menos polar (hexano) para o mais polar (etanol).

Inicialmente, foram pesados 100 g de cada pO vegetal e colocados em

recipientes envolvidos com papel aluminio para evitar a entrada de luz e, em seguida,
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vertido o solvente hexano, agitando-se a mistura por 10 min, a qual foi mantida em
repouso por 12 h. Apés esse periodo, as solucdes foram filtradas em papel filtro e os
materiais vegetais (p0s) retidos nos papéis filtro foram retornados aos recipientes de
extracdo, repetindo-se esse processo por quatro vezes. Em seguida, o solvente
diclorometano foi vertido no recipiente e por fim o solvente etanol, repetindo-se o
mesmo procedimento do hexano para os dois solventes.

Para evaporar o solvente contido nas amostras, utilizou-se um rotaevaporador
(60 rpm), & temperatura 40°C para os extratos de hexano e diclorometano e 50°C para
etanol, a pressao reduzida mediante o uso de trompa de agua. Apds esse processo as
fracbes foram mantidas em capela com fluxo de ar permitindo que o0 excesso de
umidade das amostras fosse perdido para o meio. Ao final, os extratos foram pesados,
determinando-se assim o rendimento.

Os extratos obtidos foram analisados mediante cromatografia de camada
delgada de silica gel (CCD), com cromatoplacas em suporte de aluminio (20 x 20 cm)
utilizando como solvente de arraste a mistura de hexano e acetona na proporcao de
5:3.

3.4.3 Selecédo dos extratos organicos de melidceas ¢ om atividade inseticida sobre

R. maidis.

Com o objetivo de avaliar quais espécies de meliaceas e em quais solventes se
verificava a melhor atividade inseticida (screening), os extratos foram testados em
ninfas em 1° instar. Para obtenc&o das ninfas, 24 h antes da instalacdo do experimento,
adultos foram mantidos em discos foliares previamente recortados num diametro
maximo de 55 mm e mantidos em uma solu¢do de agua e hipoclorito de sodio (0,5 %)
por 15 min e posteriormente enxaguados em &agua corrente. Em seguida, foram
depositados sobre uma camada de agua e caragenina (5 %) no fundo de placas de
Petri (55 mm x 14 mm) a fim de manter o turgor das células.

Para avaliar a atividade inseticida dos extratos foram utilizados discos foliares
imersos nas solugdes dos extratos por 5 s, os quais foram suspendidos em acetona na

concentracdo de 2 % (massa/massa) deixando-os secarem por 30 min. Posteriormente,
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os discos foram colocados em placas de Petri como descrito anteriormente para
obtencdo das ninfas. Em seguida, 20 ninfas em 1° instar foram inoculadas por
repeticdo, mantendo-se as placas de Petri viradas para baixo. Diariamente, até o quinto
dia, foi avaliado o numero de individuos sobreviventes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cbes
(num total de 100 pulgdes) por tratamento contendo os 15 extratos mais 0s

tratamentos-controle 4gua destilada e acetona.

3.4.4 Fracionamento do extrato hexanico de T. pallida

Depois de selecionado o0 extrato hexanico de T. pallida, realizou-se o
fracionamento por Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV) utilizando um funil de placa
sintetizada com duas fases: uma fase estacionaria (silica, 60 -230 mesh) e uma fase
maével com solventes com polaridades crescentes, iniciando-se com hexano, seguindo-
se 0 acetato de etila e, por fim, o metanol (Figura 1).

Para isso, 2 g do extrato foram utilizadas, e as fracGes resultantes foram
concentradas em rotaevaporador a 40°C, a pressdo reduzida, mediante o uso de
trompa de agua. ApGs esse processo as fracbes foram mantidas em capela com fluxo
de ar permitindo que o excesso de umidade das amostras fosse perdido para o meio,

aferindo-se ao final o rendimento (massa) dessas fracoes.
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T. Pallida (p6 + ramos)

Processode
hexano CH;(CH;),CH; ™ maceracio

Extrato hexanico de T. pallida ot

hexano GH3ECH1}4GH3

Fracdo hexanica

Processode
— cromatografia
liguida a vacuo

acetato de etila CH;COOCH,CH;4

Fracdo em acetato de etila

diclorometano CH,Cl,

Fragdo metanolica ==

Figura 1 - Esquema para obtengéo das fracdes do extrato hexanico de T. pallida

3.4.5 Selecdo das fragbes do extrato hexénico de T. pallida com atividade
inseticida sobre R. maidis

Apbés a obtencdo das fraches, realizou-se um ensaio seguindo 0 mesmo
procedimento metodoldgico do item 3.4.3, a fim de selecionar uma fragdo para ser
testada nos ensaios de caracterizacdo dos modos de acédo inseticida de T. pallida a

pulgdes.
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3.4.6 Determinacéo da linha de suscetibilidade de  R. maidis a fracdo hexanica de
T. pallida

A linha de suscetibilidade tem por objetivo determinar niveis letais para uma
determinada populagédo. Para os estudos, estimou-se que a concentragao letal a ser
utilizada nos testes subseqientes seria a que matasse 50 % dos individuos - CLsg.

Foram instalados dois experimentos com a fracdo hexanica diferindo os volumes
das solucdes. No primeiro experimento utilizaram-se 5 ml de solugdo por concentracao,
e no segundo experimento utilizaram-se 15 ml de solugéo. Os discos foram imersos nas
solucdes contidas em placas de Petri (85 x 19 mm) por 5 s e deixados secar por 30 min.

Devido a fracdo hexanica ser oleosa, ao invés de utilizar acetona como solvente,
utilizou-se dgua acrescida de trés gotas do espalhante adesivo alquil-fenol-poliglicoléter
(Extravon®), sendo a mistura emulsionada em um agitador de tubos por 10 s. As
concentracdes testadas foram 0,5; 0,71; 1,0; 1,41 e 2 % (massa/massa) além do
tratamento-controle (Agua mais espalhante adesivo).

Apés a secagem, os discos foliares foram mantidos sobre uma camada de
caragenina e infestados com 20 ninfas em 1° instar por repeticdo como descrito no item
3.4.3.

Posteriormente, realizou-se um ensaio para estimar o tempo que 50 % dos
individuos levavam para morrer (Tempo Letal 50 - TLsp), realizando o mesmo
procedimento anterior de preparacdo do extrato e contaminacdo dos discos foliares,
utilizando a concentracdo de 2 % com volume de 15 ml de solucdo e avaliando o
namero de individuos sobreviventes a cada 6 h durante 36 h, considerando o tempo de
cada avaliacdo como os tratamentos.

Os delineamentos experimentais dos trés ensaios foram inteiramente
casualizado com cinco repeticdes, e as avaliacbes foram realizadas diariamente até o
quinto dia para o ensaio da CLsp, anotando-se o numero de individuos sobreviventes.
ApGs o término das avaliacdes, os dados foram submetidos a andlise de Probit (LEORA
SOFTWARE, 1987).
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3.4.7 Acéo de contato da fracdo hexanica de T. pallida sobre ninfas de R. maidis

O ensaio foi realizado utilizando placas de Petri (55 x 14 mm) com o fundo
forrado com papel filtro, aplicando-se sobre este 375 ul de solugéo, volume que permitia
o normal caminhamento das ninfas. As concentracdes testadas foram 1 e 2 vezes a
CLso com periodos de caminhamento sobre a superficie contaminada de 15 e 30 min,
além do tratamento-controle (Agua mais espalhante adesivo) o qual foi utilizado como
solvente para diluicdo dos demais tratamentos.

Em seguida, ninfas em 1° instar foram colocadas sobre as superficies
contaminadas, e posteriormente mantidas em discos foliares ndo contaminados como
descrito em 3.4.3.

O ensaio teve um delineamento experimental inteiramente casualizado com
cinco repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeticdo representada por um disco foliar
com 20 ninfas. As avaliacdes foram realizadas diariamente até o quinto dia, anotando-

se o numero de individuos sobreviventes.

3.4.8 Acéo translaminar da fracdo hexanica de T. pallida sobre ninfas de R. maidis

Plantas de sorgo em vasos com capacidade de 500 ml e em estadio fenoldgico
de sete folhas desenvolvidas tiveram a pendltima folha pulverizada com a fragcdo
hexanica por uma pistola tipo gravidade (Arprex®, modelo 5, 20/30 Ib/plo? com bico de
0,8 mm) adaptada como mini-atomizador de modo a obter uma cobertura homogénea
das folhas. Para evitar que gotas da pulverizacdo atingissem a superficie abaxial, uma
folna de papeldo foi colocada na parte inferior da folha enquanto se realizava a
pulverizacéo.

A concentracdo utilizada foi de 4 %, pois em testes preliminares com a
concentracdo de 2 % ndo foi observado nenhum efeito, assim escolhendo essa
concentracdo visando melhor discriminar a existéncia do efeito translaminar. Além
desse tratamento, foram realizados dois outros: pulverizagdo sobre a face abaxial da
folha (lado em que os pulgbes eram mantidos) e um controle (agua mais espalhante

adesivo pulverizado nos dois lados da folha). Em seguida, ninfas com idade de 48 h,
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obtidas como descrito no item 3.4.3, foram transferidas para as plantas e mantidas em
grupos de 10 individuos em pequenas gaiolas de voil (clip cages), confeccionadas de
plastico transparente, em formato cilindrico (3 cm de didmetro x 1 cm de altura), tendo
uma das bordas coberta com voil branco e a outra coberta por espuma de 3 mm de
espessura (Figura 2).

O ensaio teve um delineamento experimental inteiramente casualizado com
cinco repeticdes, sendo cada repeticdo uma planta com duas clip cages, e avaliando a
mortalidade aos 3 e 4 dias. Em seguida, 30 adultos por tratamento foram separados em
discos foliares sobre uma camada de caragenina em placas de Petri para avaliar a
fecundidade destes.

Figura 2 - Gaiolas do tipo clip cage utilizadas no ensaio de acéo translaminar

3.4.9 Efeito da fracdo hexanica de T. pallida no comportamento alimentar de
adultos 4pteros de R. maidis

Para o estudo do efeito na alimentacdo de R. maidis foi empregada a técnica de
Eletrical Penetration Graph — EPG, utilizando adultos apteros com idade de 2 a 7 dias
de emergéncia, que receberam sobre o pronoto um fio de ouro de 20 um de diametro e
2 cm de comprimento, fixado com tintura de prata a base de agua. Antes de instalar no
inseto, a outra ponta do fio de ouro foi fixada a um eletrodo de cobre de 3 cm
comprimento x 1 mm de diametro. Esse eletrodo foi acoplado a um amplificador de
sinais e o inseto foi colocado sobre a folha de sorgo. Outro eletrodo de cobre (10 cm de

comprimento x 2 mm diametro) foi inserido no solo do vaso da planta-teste. O processo
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de monitoramento foi realizado dentro de uma gaiola de Faraday em sala climatizada
(25 = 2 °C) com iluminagé&o natural e artificial (Figura 3).

Antes do inicio dos registros, os insetos foram mantidos em jejum por uma hora,
e as plantas foram pulverizadas 30 min antes de se iniciarem 0s registros.

Devido a baixa quantidade obtida no fracionamento, utilizou-se somente a
concentracdo de 2 %, concentracdo esta suficiente para matar as ninfas conforme
observado no ensaio para determinacdo da linha de susceptibilidade. A aplicacao foi
feita com uma pistola do tipo gravidade como descrito no item 3.4.8. As plantas
utilizadas estavam na fase de 6 a 7 folhas distendidas, e cada planta recebeu uma
pulverizacdo de 0,5 ml da solucdo sobre a folha distendida mais nova. Agua mais
espalhante adesivo foram utilizados como tratamento-controle.

Os parametros avaliados (Figura 4) foram: np, sem penetracdo estiletar; c,
caminhamento estiletar; nc, nimero de caminhamentos; E1, tempo de salivagcdo em
floema; n°E1, numero de vezes de salivacdo; E2, te mpo de alimentacdo em floema; n°
E2, nimero de vezes de alimentacdo; G, tempo em xilema; NG, nUmero de vezes em
xilema; pd, picada de prova; npd, nUmero de picadas de prova; 1Pd, tempo para a
primeira picada de prova,; tp, tempo total de penetracédo do estilete (pd + ¢ + G + E1 +
E2); t 1E2, tempo para atingir o floema pela prime ira vez.

Cada pulgéo foi monitorado por 5 h, utilizando o software Probe 3.0 (Laboratory

of Entomology, Wageningem University) para registro das informacgdes.
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Figura 3 - Avaliagdo do comportamento alimentar de R. maidis, através do EPG, em plantas de sorgo
pulverizadas com a fragdo hexanica de T. pallida. A: lupa acoplada & bomba a vacuo para
imobilizar o pulgdo, B: detalhe do pulgédo imobilizado pela bomba a vacuo e colado ao fio de

ouro com cola de prata, C: Gaiola de Faraday e D: detalhe do pulgéo sobre a folha de sorgo e
colado ao fio de ouro
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Figura 4 - Exemplo de um registro de EPG adaptado de Tjallingii (2006). A: padrées de onda onde np:
periodo sem penetracdo, G: alimentacao no xilema, ¢: caminhamento entre o parénquima, pd:
picada de prova na célula, E1: salivacdo dentro do vaso do floema, E2: ingestao do liquido do
floema, B: detalhe dos padrdes de onda E1 e E2

3.5 Atividade inseticida e alteragbes comportamenta is causadas pelos oOleos
essenciais de piperaceas sobre R. maidis

3.5.1 Coleta das plantas e obtencao dos 6leos essen  ciais

As coletas de folhas das quatro espécies de piperaceas foram realizadas no
campus da ESALQ (22° 42’ 44”’S e 47° 37’ 44”0) entre maio e agosto de 2010, sempre
ao final de tarde, pois o fotoperiodo pode influenciar na composi¢cado quimica dos oleos
(REGNAULT-ROGER; PHILOGENE, 2008). Ap6s as coletas, as estruturas vegetais
foram pesadas e separadas em grupos de 120 g. Em seguida foram lavadas em agua
corrente e cortadas em pequenas tiras.

As plantas foram identificadas no Setor de Boténica do Departamento de

Ciéncias Biolégicas da ESALQ/USP como Piper amalago, Piper umbellatum, Piper
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claussenianum, e uma outra espécie de Piper, ainda ndo identificada e que, neste
trabalho, esta sendo referida por Piper sp..

Os O6leos essenciais foram obtidos pela técnica de “arraste a vapor d'agua”’
utilizando um aparelho de Clevenger a temperatura de 100°C, e mantidos por 90 min
apos a agua atingir a fase de ebulicdo. A cada extracdo o 6leo era retirado e
armazenado em baldo volumétrico de 50 ml e mantido em geladeira a 10 °C a fim de
minimizar eventuais perdas por volatilizacdo ou degradacdo por temperatura. Ao fim
das extracdes de cada espécie os Oleos eram retirados com o auxilio de uma
micropipeta devido a diferenca de densidade entre a 4gua e o 6leo. Por fim, os dleos
foram armazenados em frascos éambar, aferidos os rendimentos (massa) e

acondicionados em freezer a -10°C.

3.5.2 Sele¢do do dleo essencial com maiores ativida des inseticida e repelente

sobre R. maidis

Discos foliares de sorgo foram recortados num didmetro maximo de 55 mm e
mantidos em uma solucdo de agua e hipoclorito de sédio (0,5 %) por 15 min e
posteriormente enxaguados em agua corrente.

A concentracdo utilizada para selecionar o melhor 6éleo essencial foi 1 %
utilizando agua destilada com a adicdo de trés gotas de espalhante adesivo como
solvente para diluicdo dos oleos. Agua mais espalhante adesivo foi utilizada como
tratamento-controle.

Os discos foliares foram mantidos imersos nas solu¢des por 10 s, deixando-os
secar por 1 h. Em seguida, foram colocados em placas de Petri contendo uma solucao
de agua e caragenina (5 %). Posteriormente, 20 ninfas em 1° instar foram colocadas
por repeticdo num total de 100 ninfas por tratamento, e em seguida, as placas foram
mantidas viradas para baixo e tampadas com voil preso com um elastico, porém com
uma angulacdo que permitia troca gasosa, evitando possiveis efeitos de fumigacdo. O
método para obtencdo de ninfas com idade conhecida foi 0 mesmo descrito no item
3.4.3.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo as avaliagfes
realizadas diariamente até o quinto dia, tendo como parametros avaliados o niumero de
individuos sobreviventes e 0 numero de insetos que ndo estavam sobre a folha,

indicando repeléncia de acordo com o trabalho de Isman (2000).

3.5.3 Efeito fumigante do Oleo essencial de  P. claussenianum sobre R. maidis

Este teste foi realizado para constatar se havia algum efeito fumigante que
pudesse afetar os resultados do screening além de poder ser uma alternativa de
controle de pulgdes infestando plantas cultivadas em estufas que permitam boa
vedacao do ambiente.

Para a realizagdo deste teste, foram utilizadas camaras de fumigacéo (1,55 L de
volume com as dimensdes de 10,2 cm de diametro e 29 cm de altura) feitas de garrafas
de Politereftalato de etileno (PET) cortadas no fundo. No apice da camara havia uma
tampa na qual se mantinha fixado um pedaco de papel filtro (2 x 1 cm) impregnado com
0 Oleo essencial e envolto com um tecido de voil para evitar que as ninfas pudessem
entrar em contato direto com o oOleo. Em cada camara foi colocada uma planta,
cultivada em vaso com capacidade de 500 ml, com 5 folhas expandidas e infestadas
com 20 ninfas em 1° instar. Apés encaixar a planta na abertura inferior da camara, esta
foi fechada com filme de cloreto de polivinil (PVC) para garantir perfeita vedagcao. As
plantas foram mantidas na camara por 48 h contando-se apos esse periodo o niumero
de insetos vivos.

As concentragdes testadas foram 1, 5, 10 e 20 pl de dleo por litro de ar, sendo
as concentracdes de 1 e 5 pl diluidas em 10 pl de hexano devido ao baixo volume do
Oleo, assim evitando perdas do Oleo nas paredes da ponteira. Como tratamento-
controle foram utilizados 10 pl de hexano aplicados sobre o papel filtro.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes.
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3.5.4 Acdo inseticida de contato do 6leo essencial de P. claussenianum sobre
ninfas de R. maidis

O ensaio foi realizado utilizando placas de Petri (55 x 14 mm) com o fundo
forrado com papel filtro, e aplicando-se sobre ele 375 pl de solugéo, volume esse que
permitia o0 normal caminhamento das ninfas.

Para determinar o tempo de caminhamento sobre a superficie contaminada,
realizou-se um teste preliminar, sendo os tratamentos os tempos de 7,5; 10; 15; 21 e 30
min de caminhamento. Como tratamento-controle foi utilizada agua mais espalhante
adesivo, deixando as ninfas caminharem sobre a superficie por 30 min.

Posteriormente, testaram-se as concentra¢des 0,35; 0,5; 0,71 e 1 % com periodo
de caminhamento sobre a superficie contaminada de 15 min, além do tratamento-
controle (Agua mais espalhante adesivo) para estimar a CLsg.

Por ultimo, realizou-se um ensaio a fim de estimar o TLsp, utilizando a
concentracdo de 1 %, deixando as ninfas caminhar sobre a superficie contaminada por
15 min, avaliando o numero de individuos vivos a cada 6 h durante 36 h.

Em todos os ensaios, ninfas em 1° instar foram colocadas sobre as superficies
contaminadas, e posteriormente mantidas em discos foliares ndo contaminados como
descrito no item 3.4.3.

Os ensaios foram em delineamento experimental inteiramente casualizado com
cinco repeticbes cada, sendo cada repeticdo um disco foliar com 20 ninfas. As
avaliagOes foram realizadas diariamente até o quinto dia, com excecdo do ensaio do

TLso, anotando-se o numero de individuos sobreviventes.

3.5.5 Efeito repelente do Oleo essencial de  P. claussenianum sobre alados de R.
maidis

Como no screening foi observado um caminhamento excessivo dos insetos,
levantou-se a hipétese que o 6leo essencial de P. claussenianum tem efeito repelente.
Entdo, para testar esse possivel efeito, foi realizado um ensaio em olfatbmetro de

quatro vias composto de uma arena central e quatro bracos (Figura 5). O ar foi
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conduzido para a arena usando uma bomba a vacuo promovendo um fluxo de ar de 50
ml min para cada braco.

Para verificar se havia ou ndo preferéncia dos insetos por algum dos bracos, foi
feito um teste prévio somente com ar liberando pulgbes alados na arena e analisando
se havia um caminhamento normal dos insetos por todos os bragos. Ao final do teste,
foi constatado que os insetos caminhavam normalmente em todas as dire¢bes, nao
havendo preferéncia por um dos bracos.

O 6leo essencial foi diluido em 10 ul de hexano e aplicado sobre uma secédo de
papel filtro (1 x 2 cm), a qual foi colocada em um dos bracos, mantendo nos demais
papel filtro tratado somente com hexano, utilizando como valores de contraste com 0s
valores do braco tratado a média dos valores dos trés bracos.

Ap6s a impregnacdo do 6leo no papel, uma fémea alada (2 a 7 dias de
emergéncia) era colocada na arena por vez, anotando-se o tempo e o ndimero de
entradas em cada braco durante um periodo de 15 min. Para eliminar uma possivel
influéncia da luz incidida sobre a arena, a cada 3 min o foco de luz era girado 90°.

A cada 2 h os papéis impregnados com hexano somente ou com o 6leo eram
trocados e a cada 5 h a arena era lavada com detergente liquido neutro (Extran®) e
deixada para secar.

Figura 5 - Olfatdmetro de quatro vias utilizado no ensaio de repeléncia do 6leo essencial de P.
claussenianum a R. maidis
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3.5.6 Efeito do 6leo essencial de P. claussenianum no comportamento alimentar

de adultos apteros de R. maidis.

O método utilizado para instalacdo do ensaio, os parametros avaliados e o
software para interpretacdo dos dados de EPG foram os mesmos do item 3.4.9,
alterando somente os tratamentos que foram: as concentragdes de 0,5 e 1 % do Oleo
essencial diluidos em agua mais espalhante adesivo e o tratamento-controle foi agua

mais espalhante adesivo.

3.6 Analises estatisticas

Os dados foram averiguados quanto a sua normalidade e homocedasticidade
das variancias. Quando atendidas as necessidades de normalidade (SHAPIRO; WILK,
1965) e homocedasticidade (SNEDECOR; COCHRAN, 1989), aplicou-se a analise de
variancia ANOVA e as médias foram contrastadas pelo teste de comparagdes multiplas
de Tukey a 5 % de probabilidade. Em casos onde através de transformacéo dos dados
pelo Método Poténcia Otima de Box-Cox (BOX; COX, 1964), os parametros de
normalidade e homocedasticidade foram atendidos utilizaram-se testes paramétricos;
caso contrario, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (KRUSKAL;
WALLIS, 1952) para verificar se havia diferencas entre os tratamentos, e quando
presentes as médias foram contrastadas pelo método de comparacdo multipla desse
teste.

Para andlise do tempo de exposicdo das ninfas ao 6leo essencial de P.
claussenianum foi realizada a analise por Modelos Lineares Generalizados — GLM
devido ao grande niumero de empates, sendo o modelo ajustado pela distribuicdo do
tipo binomial negativa, e utilizando o intervalo de confianca a 95 % para 0s contrastes
entre os tratamentos.

No screening dos 0Oleos essenciais de piperaceas os dados foram analisados por

variaveis canodnicas utilizando a distancia de Mahalanobis, pois esse ensaio constava
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de mais de um parametro avaliado, diferenciando, assim, os tratamentos pelo conjunto
de parametros ao invés de avaliar parametro a parametro.

Para os dados do comportamento alimentar com EPG, foi utilizada a analise de
componentes principais devido ao grande nimero de variaveis analisadas.

Os calculos de CLsp e TLsp foram feitos pelo software POLO-PC (LEORA
SOFTWARE, 1987) baseado no método de Finney, andlise de Variaveis Canbnicas e
Componentes Principais - CP pelo software STATISTICA 6.0 (STATISTICA, 2001), e
as demais andlises foram realizadas com o software “R” (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecdo dos extratos organicos de meliaceas com atividade s  obre R. maidis

Observa-se uma consideravel diferenca nos rendimentos tanto entre as espécies
como entre os solventes utilizados (Tabela 1), sendo T. catigua a espécie com o0 menor
(1,99 %) e o maior (10,40 %) rendimento nos solventes hexano e etanol,
respectivamente. Essa diferenca de rendimento devido ao solvente utilizado esta
relacionada com suas polaridades, permitindo que diferentes compostos sejam
extraidos, propiciando assim diferentes rendimentos.

Cunha (2004) obteve um rendimento do extrato diclorometanico de folhas de T.
pallida de 1,67 %, valor semelhante ao encontrado neste trabalho (2,49 %). No entanto,
o autor utilizou somente folhas, diferentemente deste trabalho em que foram utilizadas
folhas mais ramos. Bezerra (2009) obteve um rendimento bem mais elevado (8,12 %),
porém o método de extracao foi pelo aparelho de Soxhlet. Além disso, a autora utilizou
um solvente para cada massa de pO para as extracOes, diferente deste trabalho que
seguiu uma escala crescente de polaridade, submetendo a mesma massa de po por
trés solventes até a exaustdo, podendo isto ser outra explicacdo dessa diferenca.
Segundo Gnoatto et al. (2007), diferentes métodos de extracao influenciam diretamente
no rendimento.

O rendimento do extrato diclorometanico de folhas de T. ciliata de Bezerra (2009)
(7,02 %) também foi bem superior ao encontrado neste trabalho (2,62 %), sendo as
possiveis explicacdes as mesmas descritas acima.
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Tabela 1 - Rendimento dos extratos organicos de meliaceas submetidas ao processo de
extracdo por maceragdo na proporcdo de 1: 10 (p6 vegetal: solvente)

Espécie Solvente Rendimento (%)
Trichilia pallida Hexano 2,14
Diclorometano 2,49
Etanol 4,97
Toona ciliata Hexano 8,75
Diclorometano 2,62
Etanol 3,62
Guarea guidonia Hexano 2,87
Diclorometano 2,25
Etanol 3,06
Trichilia claussenii Hexano 4,99
Diclorometano 4,94
Etanol 5,66
Trichilia catigua Hexano 1,99
Diclorometano 2,13
Etanol 10,40

Apesar de o tipo de solvente influenciar no rendimento da extracdo, o importante
€ extrair substancias com um satisfatério nivel de atividade. Sendo assim, pode-se
afirmar que para o screening de extratos botanicos a utilizagdo de somente um solvente
pode levar ao descarte de uma planta com desejavel atividade inseticida, pois os
compostos que conferem a acao inseticida podem néo ter sido extraidos pelo solvente.

Isto pode ser observado no extrato etandlico de T. catigua que, embora tenha
apresentado o maior rendimento (10,40 %), evidenciou, ao ser submetido & analise por
cromatografia de camada delgada, que era composto praticamente apenas por
acucares (Figura 6), o que pode explicar a diferenca de mortalidade dos insetos ao
testar mais de um solvente por planta. Variagdes na atividade dos extratos em funcéo
do solvente extrator foram encontradas por Roel et al. (2000a) que, estudando o efeito
de extratos organicos de folhas e ramos de T. pallida sobre Spodoptera frugiperda,
observaram que o extrato acetdbnico, com menor polaridade, foi mais ativo que o

metanolico, mais polar.
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Outro exemplo de variacdo na atividade inseticida em funcdo do uso de
diferentes solventes é observado no trabalho de Goncalves-Gervasio (2003) que ao
testar extratos com os solventes cloroféormio, etanol, metanol, agua e hexano de folhas
de T. pallida sobre Tuta absoluta, constatou que o extrato cloroformico foi o mais
efetivo, diferindo dos extratos aquoso e hexanico. Ja& Cunha et al. (2005), testando o
extrato diclorometanico de T. pallida, também encontraram atividade inseticida sobre T.
absoluta. Deve ser considerado, no entanto, que o fato de extratos obtidos com o0 uso
de diferentes solventes apresentarem eficiéncia semelhante ndo indica que eles
contenham 0s mesmos compostos quimicos deletérios ao inseto, j& que uma espécie
vegetal pode ter um grande numero de compostos inseticidas e sdo extraidos
diferentemente em termos qualitativos e quantitativos em funcdo da similaridade

guimica com o solvente extrator.
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Figura 6 - Cromatografia de camada delgada dos extratos organicos das cinco meliaceas. Solvente de
arraste hexano:acetona (5:3). 1: G. guidonia - hexano, 2: G. guidonia — diclorometano, 3: G.
guidonia — etanol, 4: T. pallida — hexano, 5: T. pallida — diclorometano, 6: T. pallida — etanol, 7:
T. claussenii — hexano, 8: T. claussenii — diclorometano, 9: T. claussenii — etanol, 10: T.
catigua — hexano, 11: T. catigua — diclorometano, 12: T. catigua — etanol, 13: T. ciliata —
hexano, 14: T. ciliata — diclorometano, 15: T. ciliata — etanol. A: triterpenos, B: cumarinas, C:
flavonéides, D: aglcares
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Entre os extratos testados, o extrato diclorometanico de G. guidonia causou a
maior mortalidade no primeiro dia (12 %); contudo, a mortalidade ao longo do ensaio
nao foi acrescida significativamente. Para o extrato hexanico de T. pallida, apesar de
causar uma baixa mortalidade no primeiro dia, proporcionou a maior mortalidade de R.
maidis ao quinto dia (24,0 %), causando maior atividade somente a partir do quarto dia.
Entre os extratos testados, o extrato etandlico de G. guidonia causou a menor
mortalidade, sendo igual aos tratamentos-controle (Tabela 2).

Ao aplicar o teste de Kruskal-Wallis, foi constatado que pelo menos um
tratamento diferia dos demais, no entanto, ao submeter os dados ao teste de
comparacdo multipla de Kruskal-Wallis, nenhuma diferenciacdo foi vista, podendo ser

atribuida ao grande niamero de empates ao fazer o rank.

Tabela 2 - Médias * erro padrdo da mortalidade diaria acumulada (%) de ninfas de R.
maidis em discos foliares tratados com extratos organicos de cinco
meliaceas. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 = 10 % e
Fotoperiodo 14:10 h.

Diast
Tratamentos 1 2 3 4 5
G. guidonia — hexano 30+122 9,0+245 11+4,00 150+4,18 15+5,15
G. guidonia — dicloro 1204435 120+435 120+435 120+4,35 14,0484
G. guidonia — etanol 10+£1,00 10+£100 10100 10+1,00 10+1,00
T. catigua — hexano 0,0+0,00 20+122 20+122 50+158 90+2 91
T. catigua — dicloro 13+1,25 13+125 13+125 13+1,25 13+1,25
T. catigua — etanol 20+£2,00 20£200 20+200 20+2,00 2,0£200
T. clausenii — hexano 40+187 40+£187 40+187 6,0+£187 802,00
T. clausenii — dicloro 30+122 50+000 60+1,00 100+223 130+ 339
T. clausenii — etanol 1,0+1,00 1,0+1,00 1,0+1,00 1,0+1,00 10+1,00
T. pallida — hexano 10+£1,00 20£200 401291 120+254 240+291
T. pallida — dicloro 100+353 1104367 130+339 140+4,00 16,0+3,67
T. pallida — etanol 6,0+1.87 60+187 70+255 11,0+4,30 11,0+ 4,00
Toona ciliata - hexano 30200 375+375 625+473 1375£554  18,75+826
Toona ciliata — dicloro 0,0+0,00 00+000 000,00 20+£2,00 303,00
Toona ciliata — etanol 75+4,79 75+478 75+478 8,75+515 8,75+515
Agua 0,0+0,00 00+000 00+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00
Acetona 0,0+0,00 10+£1,00 101,00 10+£1,00 10+£1,00
p 0,009 0,005 0,002 < 0,001 < 0,001

1Dados submetidos a analise de Kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade.
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Portanto, optou-se em dar continuidade aos demais testes selecionando o
extrato hexanico de T. pallida, o qual, além de provocar a maior mortalidade, € um
extrato pouco pesquisado no que se refere a atividade inseticida, e é obtido de uma
espécie vegetal abundante no local de trabalho, possibilitando facil obtencdo de
material para preparo dos extratos, além de conter uma boa variabilidade de grupos de
compostos como revelado pela andlise de cromatografia de camada delgada (Figura 6).

Segundo Tandon et al. (2009), o hexano, por ser apolar, tem afinidade com
substancias graxas, as quais sdo pouco ativas contra insetos, fato esse que aumentou
0 interesse em estudar esse extrato pois 0S compostos presentes no extrato devem
estar em baixa concentragdo, podendo, consequentemente, ter alta atividade sobre
pulgbes, tornando interessante sua sintese.

Chan e Taylor (1966) encontraram um limonoide em folhas de Trichilia hirta
denominada de hirtina que Simmonds et al. (2001) encontraram em raizes de T. pallida
e comprovaram sua atividade anti-alimentar a Helicoverpa armigera. Como hirtina €
apolar, foi encontrada primeiramente em folhas de T. hirta e encontra-se em raizes de
T. pallida, é possivel que essa molécula possa estar presente no extrato hexanico de T.
pallida.

De acordo com os dados encontrados neste trabalho, e comparados com
trabalhos na literatura com outros insetos, sugere-se que os metabdlitos produzidos por
T. pallida presentes no extrato hexanico tém um espectro seletivo de ac¢do, pois Souza
e Vendramim (2004), comparando a bioatividade de extratos organicos (metandlico,
etanolico, cloroférmico, e hexanico) de ramos de T. pallida sobre ninfas de Bemisia
tabaci, obtiveram as menores mortalidades justamente com o uso do extrato hexanico.

Cunha et al. (2005), avaliando a mortalidade e reducgéo de peso de lagartas de T.
absoluta alimentadas em folhas de tomateiro tratadas com extratos hexéanico,
diclorometanico e metandlico de folhas de T. pallida, obtiveram os melhores resultados
com o extrato diclorometanico, o qual foi selecionado para estudos futuros visando
descobrir os compostos responséaveis pela acao inseticida.

Rocha (2004) testou os extratos hexanico, diclorometanico e metandlico dos

frutos de T. pallida sobre lagartas de S. frugiperda constatando melhores resultados
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com o extrato diclorometéanico, submetendo-o assim a fracionamentos cromatograficos
até a isolagéo de trés limonoides.

4.1.1 Selecéo das fracdes do extrato hexanico de  T. pallida com atividade sobre R.
maidis

Apos o fracionamento, o rendimento da fragdo hexanica (2,9 %) foi muito inferior
ao rendimento da fracdo em acetato de etila (78,35 %) (Figura 7). Entretanto, a
mortalidade provocada pela fracdo hexanica foi muito superior quando comparada a
fracdo em acetato de etila na mesma concentracdo, apesar de diferir somente dos
tratamentos-controle acetona e agua (Tabela 3), sendo assim selecionada para os
testes posteriores.
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Figura 7 - Rendimento das fracdes do extrato hexanico de T. pallida
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Tabela 3 - Médias + erro padrdo da mortalidade diaria acumulada (%) de ninfas de R.
maidis em discos foliares tratados com fracdes do extrato hexanico de T.
pallida. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 £ 10 % e Fotoperiodo

14:10 h.
Dias

Tratamentos 1 2 3 4 5
Acetona 00+0,00a 00+0,00a 00+0,00a 0,0 +0,00a 00+000a
Agua 40+400ab 40+400a 40+400a 40+400a 40+400a
Fracdo em metanol 30 +300ab 50+274ab 160+400ab 180+436ab 21,0+579ab
Fracdo em acetato de etila 80+3,74ab 130+583ab 180+515ab 230+583ab 280+4,06ab
Fracdo em hexano 450+1037b 770+735b 880+624b 890+620b 890+6,20b
p 0,003 0,003 <0,001 <0,001 <0,001

Medias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de comparagdo multipla de
Kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade.

Ao efetuar o fracionamento, provavelmente os compostos bioativos presentes no
extrato hexénico que provocaram uma mortalidade de 24 % (Tabela 2) foram
concentrados na fracdo hexanica proporcionando assim uma mortalidade de 89 %
(Tabela 3), muito superior quando comparado a mortalidade do extrato.

Os fracionamentos ndo continuaram até o isolamento dos compostos, pois para
0 isolamento de compostos bioativos de extratos de plantas, geralmente leva-se um
longo periodo. Além do mais, somente uma pequena porcentagem deste é realmente
significativo, uma vez que as substéncias ativas poderdo representar apenas um
pequeno volume, limitando o nimero de ensaios a serem realizados (ESCOUBAS et al.,
1992).

A exemplo, Rocha (2004) testou a atividade inseticida de fragdes dos extratos
brutos organicos de Adiscanthus fusciflorus, T. pallida e Trichila rubra sobre S.
frugiperda, realizando posteriormente a identificacdo dos compostos presentes em cada
fracao.
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4.1.2 Determinacao da linha de suscetibilidade de  R. maidis a fracdo hexanica de

T. pallida

Analisando os valores estimados (Tabela 4), percebe-se que utilizando 5 ml de
solugdo os resultados ndo se adequaram ao modelo de Probit devido ao maior
coeficiente de angulacdo, maior valor da CLso além do alto valor de 4. Isso pode ser
atribuido a baixa uniformidade residual nos discos conforme eram tratados, pois 0s
primeiros discos eram tratados com uma concentracdo maior do extrato do que os
altimos discos, resultando em diferentes concentracdes dentro do mesmo tratamento
(concentracao). Por outro lado, utilizando 15 ml esse fator ndo teve uma influéncia tao
acentuada como no primeiro experimento, propiciando menores valores de coeficiente
angular, #° e CLso.

O TLso foi de 9 h, evidenciando que os compostos ndo sdo neurotdxicos, pois
ndo houve o efeito knockdown, caracteristico de inseticidas neurotoxicos. Lindquist,
Madden e Schroeder (1946), ao testarem este efeito com DDT, inseticida neurotoxico,
sobre Anopheles quadrimaculatus, consideraram como efeito knockdown a mortalidade

dos insetos até 6 h apds a contaminacao.

Tabela 4 - Estimativa de CLso e TLso, € coeficiente angular da fracdo hexanica do
extrato hexanico de T. pallida testados sobre ninfas de R. maidis.
Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.

Parametro N Coeficiente angular + erro padréo Clso/ Tls x* Gl
CLsp-5ml 600 2,992 £0,313 1,36 % 30,64 2
CLsp - 15ml 600 2,732 £0,317 0,92 % 6,97 2
TLso-2 % 200 1,364 + 0,183 9h 565 3

Outro efeito que pode ser desconsiderado é o efeito regulador de crescimento,
pois os individuos sobreviventes conseguiram mudar de instar, e ndo foram observadas
ninfas mortas presas a exuvia, caracteristica observada em insetos mortos por
azadiractina, um conhecido regulador de crescimento (MORDUE (LUNTZ) e

BLACKWELL, 1993).
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Embora uma possivel acdo fagodeterrente ndo possa ser descartada, €
possivel afirmar que os insetos morreram intoxicados pelos compostos da fracdo
hexanica, pois para ninfas em 1° instar mantidas sem alimentacao, o TLsy (tempo para
a ocorréncia de mortalidade de 50 % dos individuos) ocorreu entre 23 e 28 h (Figura 8),
tendo ocorrido correlacao significativa entre tempo de jejum e mortalidade.

Existem substancias que, além de serem fagodeterrentes, também podem ser
toxicas aos insetos. Sprawka e Golawska (2010) constataram que a lectina PHA age
como fagodeterrente para o pulgao Sitobion avenae, mas Gatehouse et al. (1984)
verificaram que PHA afeta o desenvolvimento larval do coledptero Callosobruchus

masculatus. Assim, apesar de esses insetos ndo pertencerem a mesma ordem, é

possivel verificar que uma mesma substancia pode ser tdxica e fagodeterrente.
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Figura 8 - Mortalidade de ninfas em 1° instar de R. maidis mantidas sem alimentacdo Temperatura 24 +
2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.
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4.1.3 Acao de contato da fragdo hexanicade T. pallida sobre ninfas de R. maidis

Ao analisar os dados, pode-se afirmar que 0S compostos que causam a
mortalidade de R. maidis n&do atuam por contato, pois o dobro do valor da CLsy com 0
maior tempo de exposi¢do ndo causou mortalidade das ninfas (Tabela 5), permitindo
que a maioria dos individuos avaliados atingisse a fase adulta.

O fato de esses compostos ndo apresentarem esse modo de acao, nao
inviabiliza seu uso no controle de afideos, pois a maioria dos pulgbes que infestam o
milho e o sorgo, por exemplo, tem o hébito de permanecer na parte abaxial das folhas
ou dentro do cartucho da planta (PITTA et al., 2007), alvos dificeis de serem atingidos
por uma pulverizacdo localizada, sendo entdo necessario que 0S compostos sejam
translocados pelo floema (modo de acéo sistémica), local onde os afideos se alimentam
(PETTERSON; TJALLINGII; HARDIE, 2007), para que 0S mesmos se contaminem.

Além disso, a agdo sistémica € mais segura para a preservacao de inimigos
naturais quando comparados a inseticidas por contato que afetam significativamente a
ocorréncia de controle biologico natural (JOHNSON; OATMAN; WYMAN, 1980).

Tabela 5 - Médias = erro padrdo da Mortalidade de ninfas de R. maidis (%) em
diferentes concentracdes e tempos de exposicao da fracdo hexanica de T.
pallida por acdo de contato. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 +
10 % e Fotoperiodo 14:10 h.

diat
Tratamentos 1 2 3 4 5
Agua 0.8 +049 08 +049 08 + 049 08 +049 08 +049

0,92 % (15min) 04 £040 04 +040 06 +0,60 06 +0,60 06 +0,60
0,92 % (30 min) 02 +020 02 +020 06 +040 14 +040 14 +040
1,84 % (15min) 06 +060 06 +060 12 £0,73 14 +087 14 087
1,84 % (30 min) 16 +060 18 +0,73 20 +063 22 +058 22 +058

p 025% 023" 027" 031% 031™

'Dados submetidos ao teste de Kruskal Wallis a 5 % de probabilidade. ™ ndo significativo
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4.1.4 Acao translaminar da fragdo hexanicade  T. pallida sobre ninfas de R. maidis

Foi possivel averiguar o efeito translaminar dos compostos da fracdo hexanica,
pela maior mortalidade em comparagédo ao tratamento-controle (Figura 9), porém sem
diferenciacgdo significativa. Entretanto, ao pulverizar o lado abaxial, lado onde as ninfas
foram mantidas, houve diferenciacdo somente do tratamento-controle, mas nao
diferindo da pulverizacdo no lado adaxial, ocorrendo um valor de mortalidade
intermediario. Portanto, o efeito translaminar ocorreu, mas com menor efetividade do
gue se a pulverizacao tivesse sido feita na superficie abaxial.

Provavelmente, com o aumento da concentracdo pulverizada, esse efeito se
torna mais evidente, como no trabalho de Souza e Vendramim (2005) que
comprovaram que o efeito translaminar dos compostos inseticidas do nim sobre ninfas
de B. tabaci € dependente da concentracao.

Banchio et al. (2003) também verificaram acgéo translaminar do extrato etandlico
de frutos da meliacea Melia azedarach ao estudarem o controle da mosca-minadora

Liriomyza huidobrensis em plantas de Vicia faba.
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Figura 9 - Mortalidade de ninfas de R. maidis sobre folhas de sorgo pulverizadas com a fragdo hexanica
de T. pallida nas superficies abaxial ou adaxial. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 *
10 % e Fotoperiodo 14:10 h.
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O fato de os compostos inseticidas da fracdo hexanica apresentarem efeito
translaminar na planta pode favorecer uma maior protecdo dos mesmos contra a rapida
degradacao, como por exemplo, os raios solares que degradam rapidamente moléculas
do limonoide azadiractina (CABONI et al., 2006).

4.1.5 Efeito da fracdo hexanica de T. pallida no comportamento alimentar de

adultos 4pteros de R. maidis

De acordo com a andlise de Componentes Principais (CP) observa-se
diferenciacdo entre os tratamentos, sendo praticamente todas as repeticbes do
tratamento-controle encontradas no lado direito do grafico ao considerar o CP 1 que
corresponde a 33 % da explicacdo dos dados (Figura 10). A interagcéo entre os CP 1 e
CP 2 resultou em 56 % da explicacdo da matrix de dados, sendo que as variaveis
tempo sem penetragdo estiletar, caminhamento estiletar, nimero de caminhamentos,
tempo de alimentacdo em floema, niumero de picadas de prova e tempo total de
penetracdo do estilete foram as que mais contribuiram no CP 1 (Tabela 6). Entretanto,
na soma total dos fatores (Fator 14) as variaveis que mais contribuiram foram tempo de
caminhamento estiletar (38 %) e tempo de alimentacéo (52 %).

Analisando as médias das variaveis analisadas (Tabela 7), verifica-se alteracdo
do comportamento alimentar dos pulgdes alimentados em plantas tratadas com a fracao
hexanica quando comparados com os pulgdes alimentados em plantas do tratamento-
controle.

As variaveis tempo sem penetracdo, tempo de picada de prova, nimero de
picadas de prova e tempo para atingir o floema demonstram que o inseto tem mais
dificuldade para se alimentar, juntamente com a variavel tempo de salivacdo que foi
maior no tratamento com a fracdo hexanica devido também ao maior nimero de vezes
em salivagdo, pois os insetos frequentemente atingiam o floema e comecavam a

salivar, porém ndo conseguiam iniciar o processo de ingestao.
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Segundo Klingler et al (1998), para afideos que se alimentam em plantas
resistentes (presenca de algum constituinte quimico), a transicdo da salivacdo para a
ingestdo frequentemente falha ou se a ingestdo ndo ocorre os afideos geralmente
voltam a salivacdo ap6s um breve periodo de ingestéo.

Zapata et al. (2010) obtiveram valores similares deste trabalho ao testarem a
substancia poligodial, um sesquiterpeno encontrado na casca de Drimys winteri, que
impediu o pulgdo Nasonovia ribisnigri de se alimentar em floema, e aumentou o tempo

sem penetracao estiletar.

CP 2: 23.22%

O f-——— e
1

CP 1: 33.12%

Figura 10 - Anélise de Componentes Principais (CP) do comportamento alimentar de adultos &pteros de
R. maidis em plantas de sorgo tratadas com a fracdo hexanica de T. pallida pela técnica de
EPG. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo de 14:10 h.
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Ao reduzir o tempo de alimentacdo em floema, o desempenho biolégico dos
pulgdes é comprometido. Cui et al. (2010) constataram que Rhopalosiphum padi, ao se
alimentar em plantas de trigo tratadas com uma concentracdo sub-letal da molécula
neonicotindide IPP 10, reduziu significativamente o tempo de alimentacdo em floema,
prejudicando consequentemente sua taxa de crescimento e fecundidade.

Apesar de a fracdo hexéanica reduzir o tempo de alimentacdo de R. maidis
comprometendo sua biologia, o0 numero de picadas de prova aumentou;
consequentemente, a chance de R. maidis transmitir ou adquirir um fitovirus €
aumentada, pois o processo de aquisi¢do ou inoculacdo de virus nao persistentes por
afideos ocorre no momento da picada de prova (MARTIN et al., 1997; FERERES;
MORENO, 2009).

Tabela 6 - Contribuicdo das variaveis analisadas para diferenciacdo dos tratamentos
(controle e fracdo hexanica) baseada nas correlacoes

____________________________________________________ Fator
Variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
np 0,10 0,05 0,05 0,02 0,10 0,23 0,02 0,01 0,02 0,00 0,46 0,00 0,00 0,038
c 0,09 0,06 0,00 0,22 0,23 0,00 0,05 0,02 0,01 0,11 0,01 0,00 0,00 0,38
nc 0,19 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,010 0,06 0,11 0,09 0,01 0,32 0,20 0,00
E1l 0,02 0,22 0,03 0,01 0,03 0,06 0,01 0,08 0,00 0,04 0,00 0,24 0,25 0,01
n°El 0,00 0,21 0,03 0,00 0,08 0,08 0,21 0,00 0,26 0,24 0,08 0,00 0,00 0,00
E2 0,18 0,01 0,03 0,04 0,02 0,00 0,00 0,03 0,00 0,13 0,01 0,00 0,01 0,52
n°E2 0,02 0,17 0,00 0,03 0,00 0,29 0,00 0,27 0,03 0,24 0,04 0,00 0,00 0,00
G 0,00 0,02 0,25 0,19 0,03 0,22 0,00 0,32 0,05 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
n°G 0,05 0,00 0,31 0,03 0,02 0,04 0,06 0,18 0,27 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
pd 0,04 0,19 0,02 0,02 0,06 0,07 0,03 0,03 0,00 0,02 0,01 0,22 0,26 0,06
n°pd 0,18 0,02 0,01 0,00 0,02 0,00 0,00 0,06 0,09 0,20 0,03 0,212 0,27 0,00
1°pd 0,01 0,00 0,04 0,23 0,35 0,056 0,27 0,04 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
tp 0,10 0,04 0,05 0,012 0,122 0,23 0,02 0,01 0,26 0,02 0,33 0,00 0,00 0,00

t. 1°E2 001 000 0,19 0,29 002 0,01 041 001 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00

np: sem penetracdo, c: caminhamento, nc: nimero de caminhamentos, E1: tempo de salivacdo em
floema, n°E1: nimero de vezes de salivagcao, E2: te mpo de alimentacdo em floema, n° E2: nimero de
vezes de alimentacdo, G: tempo em xilema, nG : nUmero de vezes em xilema, pd: picada de prova, np d:
namero de picadas de prova, 19d: tempo para a prim eira picada de prova, tp: tempo total de penetracdo
do estilete, t 1E2: tempo para atingir o floema pe la primeira vez.
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Tabela 7 - Média + erro padréo dos parametros analisados no comportamento alimentar
de adultos apteros de R. maidis em plantas de sorgo tratadas com fracao
hexanica de T. pallida pela técnica de EPG. Temperatura 24 + 2°C, Umidade
Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo de 14:10 h

Tratamentos Controle Fracdo hexanica 2 %
Insetos testados 14 16
np 18,4 +3,1 38,2+6,6
c 122,2 + 20,3 178,5 + 18,3
nc 67,8+114 87,4+10,8
El 1,8+0,4 49+ 3,1
n°El 19+04 1,704
E2 151,4+22,0 62,1 +19,8
n°E2 1,57+0,3 1,0+£0,2
G 0,92 0,6 0,29 +£0,16
n°G 0,43x£0,3 0,3+£0,1
pd 5,22+0,9 15,8 £10,5
n°pd 62,3 +£10,3 76,1 +£9,3
1°pd 195+54 28,1+11,9
tp 285,8 +5,6 261,6 £6,0
t1E2 78,0+ 14,1 83,3+21,6

np: sem penetracdo, c: caminhamento, nc: nimero de caminhamentos, E1l: tempo de salivagdo em
floema, n° E1: nimero de vezes de salivacdo, E2: te mpo de alimentacdo em floema, n° E2: nimero de
vezes de alimentagdo, G: tempo em xilema, nG: numero de vezes em xilema, pd: picada de prova, np d:
namero de picadas de prova, 19d: tempo para a prim eira picada de prova, tp: tempo total de penetracao
do estilete, t 1E2: tempo para atingir o floema pe la primeira vez.
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4.2 Selecdo dos Oleos essenciais de piperaceas com atividades inseticida e

repelente sobre R. maidis

Os rendimentos do Oleo extraido de Piper amalago (0,7 %) e Piper
claussenianum (0,63 %) foram bastante superiores aos obtidos de Piper sp. (0,03 %) e
de Piper umbellatum (0,09 %) (Tabela 8). Baixos rendimentos de 6leo como os obtidos
de Piper sp. e de P. umbellatum tornam impraticavel o seu uso no controle de pragas a
menos que tais Oleos apresentem alta atividade inseticida, pois caso contrario a
necessidade de material para extracdo é muito elevada.

Mesquita et al. (2005), comparando os 0Oleos essenciais de piperaceas, fizeram
coletas durante trés anos com um rendimento médio de P. amalago de 0,6 %.
Entretanto, como os autores utilizaram folhas desidratadas para a extracdo dos 0leos,
pode-se inferir que, neste trabalho, onde foram utilizadas folhas frescas, o rendimento
obtido tenha sido superior.

Outro fator que influéncia no rendimento de extracdo de 0leo essencial € a época
de coleta como, por exemplo, o trabalho de Dechamps et al. (2008) no qual foi
verificado que plantas de menta coletadas no verdo chegaram a produzir até o dobro

guando comparadas a plantas coletadas no inverno.

Tabela 8 - Rendimento dos 6leos essenciais de piperaceas submetidas ao processo de
extracdo por hidrodestilacdo

Espécie Massa folhas frescas (Q) Rendimento (g) Rendimento (%)
P. amalago 193,34 1,36 0,70
P. umbellatum 612,83 0,55 0,09
Piper sp. 521,20 0,12 0,03

P. claussenianum 130,00 0,82 0,63
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Analisando o valor canbnico 1 que correspondeu a 91 % da explicacdo de todos
os resultados (Figura 11) pode-se separar o tratamento com O6leo essencial de P.
claussenianum dos demais tratamentos, pois todas as repeticdes se encontram do lado
esquerdo do grafico, ao contrdrio dos demais tratamentos que se encontram
sobrepostos no lado direito. Observa-se uma repeticdo de P. amalago que se localiza
no mesmo lado de P. claussenianum devido aos valores de mortalidade e repeléncia
semelhantes nos dias 4 e 5 das avaliacbes (Tabela 9); no entanto, os 6leos obtidos de
P. amalago nos trés primeiros dias ndo provocaram consideraveis mortalidade e
repeléncia, sendo que a repeléncia tardia pode ter se dado pela perda de qualidade
alimentar dos discos foliares devido ao processo natural de morte dos tecidos vegetais,
o que é confirmado pela andlise de qui-quadrado que diferenciou significativamente
somente de P. claussenianum dos demais tratamentos (Tabela 10).

Cabe ressaltar que ndo foram encontrados na literatura trabalhos avaliando a

atividade inseticida ou repelente de P. claussenianum.
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Figura 11 - Varidveis canfnicas baseadas na mortalidade e repeléncia de ninfas de R. maidis causadas
pelo uso do 6leo essencial de quatro piperaceas. Distancia de Mahalanobis utilizada como
distancia de similaridade. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo

14:10 h.
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Tabela 9 - Média £ erro padrédo de mortalidade e repeléncia (%) acumulada de R.
maidis causadas pelo 6leo essencial de quatro piperaceas. Temperatura 24
+ 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.

Dia
Tratamentos 1 2 3 4 5
Mortalidade
P. amalago 10+100 10+100 20+1,22 50+387 8,0+4,36
P. umbellatum 1,0£1,00 20+2,00 20+2,00 20+200 3,0+2,00
Piper sp. 0,0+£0,00 0,0£0,00 0,0+0,00 3,0%+3,00 8,0+3,00
P. claussenianum 80+339 11,0+534 13,0+7,18 17,0+8,75 20,0 £7,91
Agua 0,0+£0,00 0,0+0,00 10£1,00 4,0+292 7,0+3,00
Repeléncia
P. amalago 0,0+£0,00 0,0+0,00 6,11+4,03 12,7+4,70 12,9 +6,50
P. umbellatum 00+0,00 00+0,00 10+100 10+£1,00 1,1+1,05
Piper sp. 0,0+£0,00 0,0+0,00 10%+1,00 64+305 45+2,74
P. claussenianum 59+£343 50+2,62 13,1+9,42 8,2+4,03 13,6 + 9,38
Agua 0,0+£0,00 0,0+0,00 51+230 21+1,26 3,2+2,05

Tabela 10 - Niveis de significancia (qui-quadrado) das diferencas entre os tratamentos
pela analise de variaveis canbnicas (repeléncia + mortalidade)

Tratamentos P.amalago  P.umbellatum Pipersp. P.claussenianum  agua
P. amalago - 0,33243 0,55886 0,00644 0,93740
P. umbellatum 0,33243 - 0,95422 0,00038 0,75710
Piper sp. 0,55886 0,95422 - 0,00083 0,92511
P. claussenianum 0,00644 0,00038 0,00083 - 0,00131
Agua 0,93740 0,75710 0,92511 0,00131 -
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4.2.1 Efeito fumigante do Oleo essencial de  P. claussenianum sobre R. maidis

Com base nos dados (Figura 12) verifica-se que o Oleo essencial de P.
claussenianum praticamente ndo provocou efeito fumigante sobre o pulgdo R. maidis, ja
que, mesmo na maior concentracdo (20 ul L'Y), apenas 16 % dos individuos morreram
apos exposicado ao o6leo por 48 h, mortalidade essa proxima da obtida no tratamento-
controle. Além disso, a maior mortalidade ocorreu na concentracdo de 10 %, ao invés

da maior concentracdo (20 %), demonstrando a néo atividade fumigante desse 6leo.
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Figura 12 - Efeito fumigante do 6leo essencial de P. claussenianum a ninfas de R. maidis durante 48 h de
exposi¢cdo. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.
Médias contrastadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade ™ n&o significativo

Apesar de esse Oleo essencial ndo atuar como fumigante, alguns trabalhos
demonstram atividade de outras plantas sobre afideos até mesmo em baixas
concentragcdes como no trabalho de Tung e Sahinkaya (1998) que controlaram 100 %
dos individuos de A. gossypii com os 6leos essenciais de Cuminum cyminum,
Pimpinella anisum, Origanum syriacum e 77,6 % com Eucalyptus camaldulensis,

utilizando a concentrac&o de 2 ul L™ de ar durante um tempo de exposicéo de 96 h.



77

Tomova, Waterhouse e Doberski (2005), ao avaliarem o efeito dos volateis do
Oleo essencial de Tagetes minuta na sobrevivencia dos afideos Acyrthosiphom pisum,
Myzus persicae, Aulacorthum solani obtiveram, na dose de 1 ul, um controle de 100 %
para A. pisum e reducdo significativa na sobrevivéncia de A. solani e M. persicae.
Entretanto, os autores ndo informaram as dimensdes da placa de Petri que utilizaram,
assim, impedindo o calculo do volume da placa, e impedindo consequentemente o
calculo da concentragéo de 6leo por litro de ar.

Kimbaris et al. (2010) testaram o0s Oleos essenciais de Ocimum basilicum,
Mentha piperita, Citrus sinensis e duas variedades de Mentha pulegium que diferiam
nas quantidades dos compostos pulegone e piperitone, sobre os pulgdes Aphis fabae,
Macrosiphoniella sanborni, A. pisum e M. persicae. Expondo os pulgbes aos 06leos por
24 h os autores obtiveram as Clso minima de 0,46 pl L™ de M. piperita para A. fabae e

méaxima de 1,12 pl L'* de M. pulegium, rica em piperitone, para M. persicae.

4.2.2 Efeito repelente do 6leo essencial de  P. claussenianum sobre alados de R.

maidis

A analise dos dados referentes ao parametro nimero de entradas por braco
permite constatar que, nas trés concentragdes do 6leo essencial de P. claussenianum,
nao ocorreu diferenga significativa entre os valores registrados no braco tratado e a
média entre os bracos em branco (ndo tratados), demonstrando que 0 inseto se
movimentou normalmente na arena e nao houve tendéncia de se direcionar para
nenhum braco. No entanto, houve diferenca significativa no tempo permanecido na
comparacgdo entre a média dos bracos ndo tratados e o braco tratado com 2 pl do dleo,
pois 0s insetos permaneceram em média menos tempo no brago tratado (1,78 min) do
gue a média dos trés bracos-controle (2,92 min), comprovando seu efeito repelente
sobre R. maidis (Tabela 11).

Segundo Pickett, Wadhams e Woodcock (1992), o estimulo para pouso dos
pulgbes pode ser cessado por volateis de plantas ndo hospedeiras. Assim, Oleos
essenciais obtidos dessas plantas poderiam ser aplicados em uma planta provocando

repeléncia no individuo alado que n&o conseguiria identificar a planta tratada como
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hospedeira. Isso certamente diminuiria 0 nUmero de colbnias na cultura, pois os alados
sao responsaveis pela formacéo das novas col6énias (POWELL; TOSH; HARDIE, 2006).
Entretanto, as interacdes entre volateis de plantas e afideos sdo complexas, podendo
apresentar diferentes respostas a depender da espécie testada. Visser, Piron e Hardie
(1996) testaram 35 volateis de plantas sobre os afideos oligéfagos Megoura viciae, A.
fabae e Brevicoryne brassicae e o polifago M. persicae. Os autores concluem que
afideos polifagos séo atraidos por uma maior gama de volateis do que especialistas,
assim o controle de pulgdes especialistas pode ser mais efetivo do que os polifagos,
por evitar que reconhecam seu hospedeiro.

Bruce et al. (2005) utilizaram sachés com o 6leo essencial de Hemizygia petiolata
em parcelas experimentais, em campo de feijao e trigo, visando a reducdo de alados
pousando sobre as culturas. Os autores constataram uma reducdo significativa do
namero de A. pisum nas parcelas tratadas de feijao; no entanto, para Sitobion avenae
essa reducdo nas parcelas tratadas de trigo ndo foi significativa, demonstrando a
variabilidade de resposta em funcdo da espécie testada.

Hori (1998) avaliou o numero de alados de M. persicae pousados sobre plantas
de tabaco, em casa de vegetacdo, envoltas por liberadores de volateis do Oleo
essencial de Rosmarinus officinalis e constataram uma reducdo de pouso de 30 %
nessas plantas quando comparado a area controle demonstrando a influéncia desses

odores como repelente.



Tabela 11 - Média + erro padrdo da resposta de alados de R. maidis ao 6leo essencial de P. claussenianum em
olfatdmetro: tempo médio de permanéncia (min) e numero médio de entradas nos bracos tratado e controle.
Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.

N° insetos N° de entradas? Tempo (min)?
Tratamento Testados Responderam Tratado Controle p? Tratado Controle p3
0,5 ul 32 20 168+024 145x0,27 04 2,22 £0,53 2,96 +0,23 0,18
1l 33 21 1,00+0,22 0,900,133 0,71 1,51 +£0,50 2,61+£0,40 0,14
2 ul 54 26 1,23+0,22 1,35+0,17 0,59 1,78 £0,37 2,92+0,29 0,05

1 Andlise dos dados realizados de forma pareada. 2 nivel de significAncia pelo teste t. 2 nivel de significAncia pelo teste de Wilcox.

6.
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4.2.3 Acdo inseticida de contato do Oleo essencial de P. claussenianum sobre

ninfas de R. maidis

Apenas para o tempo de exposicdo de 7,5 min, ndo ocorreu diferenca
significativa entre o tratamento com 0leo de P. claussenianum e o tratamento-controle
agua (Tabela 12), assim demonstrando que mesmo um rapido contato do inseto (10 a
30 min) com a superficie contaminada ja € suficiente para causar mortalidade do
mesmo, 0 que sugere que o referido Oleo possuia agdo neurotdxica. Segundo Isman
(2006), Isman (2000), Rossel et al. (2008) e Regnault-Roger (1997), diversos 0leos
essenciais apresentam efeito neurotoxico sobre insetos, explicando porque, no presente
teste os pulgdes apds 10 minutos de caminhamento, comecavam a perder o
movimento.

Grundy e Still (1985) verificaram que a substancia pulegone-1,2-epoxide, obtida
do Oleo essencial de Lippia steochadifolia, inibiu in vitro a atividade da enzima
acetilcolinesterase de Musca domestica e Gromphadorhina portentosa. Priestley et al.
(2003), por outro lado, comprovaram que a substancia timol, do 6leo essencial de

Thymus vulgaris, atua nos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA).

Tabela 12 - Média + erro padrdo da mortalidade acumulada (%) de ninfas de R. maidis
por acdo de contato em cinco periodos de exposicdo ao 6leo de P.
claussenianum. Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e
Fotoperiodo 14:10 h.

Diat'2

Tratamentos 1 3 4 5
Agua 1,0+0,20 a 20+0,24a 20+0,24a 3,0x0,40 a
7,5 min 17,0+1,47 a 30,0+1,67 a 31,0£1,65a 32,0+1,63a
10 min 42,0+1,36 b 63,0+£2,20b 65,0+2,32b 65,0+2,32b
15 min 52,0+1,47b 59,0+0,86 b 63,0+£0,93b 67,0£0,98 b
21 min 74,0+0,37b 76,0+£0,49b 79,0+0,49b 79,0+£0,49b
30 min 55,0+0,55b 72,0+£0,93 b 73,0+0,81b 73,0+£0,81b
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

1 Dados analisados por modelos lineares generalizados - GLM com modelo ajustado pela distribuicdo do
tipo binomial negativa 2 Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si utilizando os
intervalos de confianga dos tratamentos a 95 %.
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A eficiéncia de controle de pulgdes com o 6leo essencial de P. claussenianum
pode ser aumentada quando se considera sua comprovada acéao repelente (Tabela 11),
pois insetos nao atingidos pela pulverizagdo podem ser forcados a entrar em contato
com o produto devido ao caminhamento provocado pela agao repelente. Entretanto,
esse contato com a solucao pulverizada deve ocorrer logo apés a aplicacdo antes da
secagem, em razao do seu baixo poder residual. Isso pode ser comprovado quando se
comparam os efeitos de uma mesma concentracdo (1 %) do 6leo de P. claussenianum
em dois experimentos distintos. Assim, no experimento em que as folhas ja estavam
secas quando o inseto entrou em contato com o 6leo, a mortalidade (20 %) (Tabela 9)
foi bastante inferior a registrada neste ensaio em que o tempo maximo para o primeiro
contato foi de 30 min e no qual a mortalidade chegou a atingir 71 % (Tabela 13), com
um valor estimado de ClLso de 0,77 % (Tabela 14), viabilizando seu uso, pois a

necessidade requerida de 6leo ndo é muito elevada.

Tabela 13 - Média * erro padrdo da mortalidade acumulada (%) de ninfas de R. maidis
por acdo de contato em quatro concentracfes do Oleo de P. claussenianum.
Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.

Dias?
Tratamentos 1 2 3 4 5
Agua 10+0,20a 10+0,20a 20+£024a 20+0,24a 30+£040a
0,35 % 11,0£037ab 130+051ab 150+0,71ab 150+0,71ab 150+0,71ab
0,50 % 180+144ab 190+159ab 220+172ab 220x172ab 26,0+183ab
0,71 % 3A40+£08b 370+£0,75b 390+086b 40,0+09b 420+1,03b
1,00 % 670+112b 680+112b 680+112b 68,0x112b 710+146b
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

1 Médias seguidas de mesma letra na coluna nado diferem entre si pelo teste de comparagfes multiplas de
Kruskal Wallis a 5 % de probabilidade.

N&o foi possivel estimar 0 TLsg, pois 0os dados ndo se enquadraram na analise de
Probit. Isso provavelmente ocorreu porque os individuos que morreram o fizeram logo
nas primeiras horas, cessando praticamente a mortalidade a partir de 18 h (Figura 13),
impossibilitando assim a estimativa do tempo para que ocorresse a morte da populagéo.
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Tabelal4 - Estimativas de CLsp e coeficiente angular do oleo essencial de P.
claussenianum sobre ninfas de R. maidis por acdo de contato.
Temperatura 24 + 2°C, Umidade Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h

Volume N Coeficiente angular * erro CLso X* Gl
padréao
375 pl 500 3,751 + 0,506 0,768 1,80 2
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Figura 13 - Mortalidade acumulada (%) de ninfas de R. maidis contaminadas por contato com 6leo
essencial de P. claussenianum a 1 % de concentragdo. Temperatura 24 + 2°C, Umidade
Relativa 50 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.

A utilizacdo da acéo repelente juntamente com a acgao inseticida é desejavel no
controle de afideos e seguindo essa linha de pesquisa Su et al. (2006) relatam que
estudos iniciais indicam que a combinacao do feromonio de alarme dos pulgdes com
inseticidas com acdo de contato pode aumentar a mortalidade de afideos. Griffiths e
Pickett (1980) relatam que o feromonio de alarme usado junto com um inseticida de
contato melhora a eficiéncia do inseticida, pois o feromdnio provoca maior
caminhamento dos individuos (BRUCE et al., 2005), aumentando a exposi¢ao do inseto
ao inseticida. Entretanto, o uso de feromoénio de alarme como sinergista do inseticida

pode nem sempre funcionar bem, pois um dos custos adaptativos de pulgdes a
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piretroides, inseticida de contato, € a baixa resposta ao feromonio de alarme (FOSTER
et al., 1999; FOSTER et al., 2003; FOSTER et al., 2007).

Assim, como alternativa ao uso do feromonio de alarme, pode-se utilizar o dleo
essencial de P. claussenianum, ou a substancia isolada presente no 6leo que confere
repeléncia aos pulgdes. Além disso, o Oleo possui acdo inseticida, aumentando a

eficiéncia de controle.

4.2.4 Efeito do 6leo essencial de P. claussenianum no comportamento alimentar

de adultos apteros de R. maidis.

Analisando o grafico de Componentes Principais (CP), observa-se que o 6leo
essencial de P. claussenianum afeta o comportamento alimentar de R. maidis, sendo
essa alteracdo dependente da concentracdo testada ao analisar as repeticbes da
concentracao de 1 % as quais foram agrupadas no mesmo quadrante (Figura 14), onde
a interacdo do CP 1 com o CP 2 detiveram uma explicacdo de 67,5 %, valor este
aceitavel para esse tipo de analise estatistica, podendo-se, assim, afirmar que a
concentracdo de 1 % diferiu dos demais tratamentos (0,5 % e controle), por estar
agrupada sozinha em um lado oposto ao considerar o CP 1 que deteve 51,43 % da
explicacao total.

Entre as varidveis analisadas as que mais contribuiram no CP 1 (Tabela 15)
foram caminhamento, nimero de caminhamentos, tempo de salivacdo em floema,
numero de vezes de salivacdo, numero de vezes de alimentacdo, picada de prova,
numero de picadas de prova, tempo total de penetragdo do estilete e tempo para atingir
o floema pela primeira vez. Entretanto, no somatorio total (fator 14), as variaveis que
mais contribuiram foram tempo de alimentacéo (22 %) e tempo total de penetracdo do
estilete (48 %). Analisando os valores médios dessas variaveis (Tabela 16) os insetos
mantidos sobre o tratamento-controle apresentaram maiores tempo de alimentacdo e
caminhamento, sendo o Ultimo relacionado a variavel tempo sem penetracdo que foi
menor no tratamento-controle evidenciando que nos demais tratamentos 0s insetos

tiveram seu comportamento de alimentagéo alterado.
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Figura 14 - Analise de Componentes Principais (CP) do comportamento alimentar de adultos apteros de
R. maidis em plantas de sorgo tratadas com 6leo essencial de P. claussenianum pela técnica
de EPG. Temperatura 25 + 2°C, Umidade Relativa 35 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.
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Tabela 15 - Contribuicdo das variaveis analisadas para diferenciacdo dos tratamentos
(dgua, 0,5 % e 1 % do oleo essencial de P. claussenianum) baseada nas
correlacoes

____________________________________________________ Fator

Variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

np 001 001 005 017 072 000 OO0 000 001 002 000 000 000 000
c 011 000 005 000 00 001 007 001 021 029 002 012 000 010
nc 011 000 011 000 001 001 000 000 000 003 004 018 048 001
El 008 009 003 006 001 009 002 060 000 00O 001 001 000 000
n°El 008 011 003 010 001 001 002 019 006 002 030 008 000 000
E2 002 010 003 042 015 000 003 000 OO0 002 001 OO0 000 022
n°E2 008 010 007 0O0O7 00O 00O 006 009 001 003 035 0314 000 000
G 003 024 003 000 004 006 018 000 022 012 000 00O 000 007
n°G 004 023 000 00O OO 025 016 001 023 007 000 000 000 000
pd 011 000 011 000 001 00O 001 000 008 014 022 031 000 000
n°pd 011 000 012 000 001 001 001 OO0 00O 004 004 024 050 000
1°pd 003 011 024 001 001 026 011 004 006 012 000 00O 000 000
tp 011 000 000 016 001 001 002 000 OO0 008 000 000 001 058
t 1°E2 008 002 011 000 000 028 032 005 010 002 000 001 000 000

np: sem penetragdo, ¢ caminhamento, nc: ndmero de caminhamentos, E1l: tempo de salivagdo em
floema, n°E1l: nimero de vezes de salivagdo, E2: te mpo de alimentagcdo em floema, n° E2: niUmero de
vezes de alimentacgdo, G: tempo em xilema, NG: numero de vezes em xilema, pd: picada de prova, np d:
namero de picadas de prova, 19d: tempo para a prim eira picada de prova, tp: tempo total de penetracao
do estilete, t 1E2: tempo para atingir o floema pe la primeira vez.

Segundo Prado e Tjallingii (1997), a penetracdo estiletar por afideos é um
importante processo na selecao e aceitacdo ou rejeicao da planta hospedeira. Annan et
al. (1997) também identificaram que a variavel tempo de penetracdo foi importante para
discriminar a alteracdo alimentar do afideo Aphis craccivora sobre plantas de feijao-
caupi tratadas com extratos de variedades resistentes ao pulgéo.

Dessa forma, é possivel demonstrar a preferéncia dos pulgbes para se
alimentarem sobre plantas sem o tratamento com o0 O6leo essencial. Cabe ainda
salientar que no campo os insetos tém a chance de escolher entre permanecer ou ndo
sobre a planta, enquanto que durante o teste com EPG ele fica confinado e
consequentemente obrigado a se alimentar de uma planta que pode ser ndo atrativa
para a alimentacdo, podendo os efeitos com chance de escolha ser ainda mais
marcantes. Aliado a isto, existe o fato de que no ensaio em olfatdmetro foi comprovada

a acao repelente sobre alados.
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As variaveis tempo em xilema e nimero de vezes no xilema estiveram presentes
na maioria dos insetos analisados; no entanto, esse padrdo ndo é muito comum em
pulgbes adultos apteros (POWELL; HARDIE, 2002), pois a ingestdo de xilema esta
relacionada a reidratacdo, principalmente de alados devido seus longos v6os sem
alimentacdo (POWELL; HARDIE, 2001), sendo uma possivel explicacdo desse
fenbmeno no presente ensaio a baixa umidade na época que poderia ter provocado

maiores perdas de umidade do inseto para o ambiente, desidratando-o.

Tabelal6 - Média * erro padrdo dos parametros analisados no comportamento alimentar de
adultos apteros de R. maidis em plantas de sorgo tratadas com 6leo essencial de
P. claussenianum pela técnica de EPG. Temperatura 25 = 2°C, Umidade Relativa
35 + 10 % e Fotoperiodo 14:10 h.

Tratamentos Controle P. claussenianum 0,5 %  P. claussenianum 1 %
Insetos testados 23 21 22

np 23,8+45 51,6 +13,2 54,9 +10,7
c 109,4 £ 10,2 111,1+£13,1 111,5+10,9
nc 66,0+5,5 76,5+10,0 76,1+9,1
El 2,1+0,3 1,4+0,3 1,2+0,2
n°El 2,0+0,3 1,2+0,2 1,4+0,3
E2 108,1 +17,6 96,5+17,3 77,2+17,0
n°E2 1,7+0,2 1,2+0,2 1,2+0,2
G 51,1+13,8 32,6 +95 49,0 £ 10,7
n°G 1,7+0,4 19+0,4 21+04
pd 55+0,5 6,4+0,9 6,1+0,7
n°pd 59,1+5,0 68,4 +9,3 66,5+ 8,0
1°pd 342+9,1 17,1+3,3 26,0+6,8
tp 2775+5,7 248,1 +13,1 246,4 +£10,7
t1°E2 110,0 £ 15,9 109,9 + 19,8 91,9+19,0

np: sem penetragdo, ¢ caminhamento, nc: nimero de caminhamentos, E1: tempo de salivagdo em
floema, n°E1: nimero de vezes de salivagcdo, E2: te mpo de alimentacdo em floema, n° E2: nimero de
vezes de alimentagdo, G: tempo em xilema, NG: ndmero de vezes em xilema, pd: picada de prova, np d:
numero de picadas de prova, 19d: tempo para a prim eira picada de prova, tp: tempo total de penetracédo
do estilete, t 1E2: tempo para atingir o floema pe la primeira vez.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho com extratos organicos de
Meliaceae e 0Oleos essenciais de Piperaceae sobre R. maidis, conclui-se que:

- A fragdo hexéanica do extrato hexanico de T. pallida apresenta substancias com
atividade inseticida sobre R. maidis, sendo uma possivel fonte para sintese de novos
inseticidas;

- Os compostos presentes na fracdo hexanica ndao apresentam acao de contato
sobre os pulgdes, portanto, 0s compostos obrigatoriamente atingem os vasos de floema
da planta;

- O valor do TLso indica que os compostos presentes na fragdo hexanica nao
atuam de forma neurotéxica sobre os pulgdes;

- Apesar de interferir negativamente na alimentagédo de R. maidis, 0os insetos
morrem por intoxicacdo pelos compostos e ndo devido ao efeito fagodeterrente;

- O oleo essencial de P. claussenianum pode ser utilizado no controle de
pulgdes, e apresenta efeito inseticida por contato porém com baixo efeito residual.

- A rapida mortalidade dos pulgdes em contato com o Oleo essencial de P.
claussenianum indica haver uma acao neurotoxica.

- O Oleo essencial de P. claussenianum possui efeito repelente e fagodeterrente
sobre R. maidis.
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