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RESUMO

A Hesperozygis ringens (Benth) Epling é uma planta aromatica endémica do Sul do
Brasil descrita na literatura por conter alto teor de pulegona em sua composicao
guimica, substancia esta, conhecida por possuir efeitos neurotdxicos contra insetos e
acaros. O objetivo deste estudo foi determinar a composi¢cao quimica e a toxicidade
do OE de folhas H. ringens frente a herbivoros com importancia agricola. O OE foi
extraido por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger e teve sua composicdo
guimica analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM). Os organismos testados nos ensaios foram Sitophilus zeamais Motschulsky,
Tetranychus urticae Koch e Phytoseiulus macropilis Banks, onde se analisou a
mortalidade, a concentracao letal média (CLso) e a seletividade. A extracdo do OE
obteve rendimento de 3,01%, sendo a pulegona seu principal constituinte (81,03%).
Os testes de atividade biologica foram realizados com o OE e com a pulegona a fim
de determinar o componente fitoquimico responsavel pela mortalidade dos
organismos. A H.ringens demonstrou atividade inseticida contra S. zeamais nos
periodos de 24, 36 e 48 horas, contudo sem atividade em 12 h. Houve atividade
acaricida contra T. urticae e P. macropilis em todos os periodos. Na atividade
acaricida contra T. urticae, a mortalidade mostrou-se semelhante no periodo de 2 h
para o OE e pulegona. A analise dos ensaios demonstrou diferencas significativas
entre 0 OE de H. ringens e pulegona na atividade inseticida, sendo a pulegona mais
toxica com CLso de 10,13, 6,91 e 5,75 puL.L? nos periodos de 24, 36 e 48 h,
respectivamente. O acaro predador P. macropilis apresentou-se menos sensivel aos
efeitos do OE que quando submetido a pulegona. Nos testes de fumigacéo, o OE de
H. ringens apresentou maior toxicidade no controle de S. zeamais e T. urticae devido
a alta taxa de mortalidade apresentada. Os resultados também indicam a
possibilidade de um controle biolégico integrado ao controle botanico na atividade
acaricida, utilizando OE de H. ringens ou pulegona sobre P. macropilis, um acaro
predador de T. urticae, devido a este apresentar-se mais sensivel na maior parte dos
ensaios, necessitando menor dosagem para provocar a morte do mesmo numero de
organismos de P. macropilis.

Palavras-chave: Bioma Pampa. Hesperozygis ringens. OE. Toxicidade. Sitophilus

zeamais. Tetranychus urticae. Phytoseiulus macropilis.



ABSTRACT

Hesperozygis ringens (Benth) Epling is an aromatic plant endemic to the south of Brazil
described in the literature because it contains a high content of pulegone in its chemical
composition, a substance known to have neurotoxic effects against insects and mites.
The aim of this study was to determine the chemical composition and toxicity of the
OE of H. ringens leaves against herbivores with agricultural importance. The OE was
extracted by hydrodistillation in Clevenger apparatus and its chemical composition was
analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (CG/EM). The
organisms tested in the tests were Sitophilus zeamais Motschulsky, Tetranychus
urticae Koch and Phytoseiulus macropilis Banks, where mortality, mean lethal
concentration (LCso) and selectivity were analyzed. OE extraction obtained a yield of
3.01%, with pulegone being its main constituent (81.03%). The biological activity tests
were carried out with the OE and with the pulegone in order to determine the
phytochemical component responsible for the organism's mortality. H. ringens
demonstrated insecticidal activity against S. zeamais in the periods of 24, 36 and 48
hours, however without activity in 12 h. There was acaricidal activity against T. urticae
and P. macropilis in all periods. In the acaricidal activity against T. urticae, mortality
was similar in the period of 2 h for OE and pulegone. The analysis of the tests showed
significant differences between the OE of H. ringens and pulegone in insecticidal
activity, with pulegone being more toxic with LCso of 10.13, 6.91 and 5.75 uL.L?! in
periods of 24, 36 and 48 h, respectively. The predatory mite P. macropilis was less
sensitive to the effects of OE than when subjected to pulegone. In the fumigation tests,
the H. ringens OE showed greater toxicity in the control of S. zeamais and T. urticae
due to the high mortality rate presented. The results also indicate the possibility of a
biological control integrated with the botanical control in the acaricidal activity, using H.
ringens OE or pulegona on P. macropilis, a predator mite of T. urticae, due to the fact
that it is more sensitive in most assays, requiring less dosage to cause the death of
the same number of P. macropilis organisms.

Keywords: Pampa biome. Hesperozygis ringens. EO. Toxicity. Sitophilus zeamais.

Tetranychus urticae. Phytoseiulus macropilis.
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1 INTRODUCAO

A agricultura representa uma relacdo fundamental entre a sociedade e o meio
ambiente. Nesse sentido, a preocupacdo com as guestdes ambientais e com a
dimensdo da sustentabilidade tém se tornado cada vez mais relevante
(ARTUZO et al., 2017). Diante deste cenério, o Brasil destaca-se por ser um dos
maiores produtores do mundo e representa uma fonte de alimentos e matéria-prima
importante para muitos paises sendo sua alta produtividade relacionada a
modernizacdo tecnoldgica, ocorrida a partir da década de 1960, a qual favoreceu,
entre outros fatores, a utilizacdo de defensivos sintéticos (DS) em larga escala para
controlar herbivoros e garantir a producao (BALSAN, 2006).

O controle de herbivoros no Brasil ja passou por diversos estagios até chegar
ao modelo atual adotado. Em meados de 1800, o controle era basicamente realizado
através de medidas fisicas e culturais, defensivos naturais e alguns poucos compostos
inorganicos como arsenicais e fluorados (CASIDA; QUISTAD, 1998; FARIA, 2009).
Entre esses, os pesticidas botanicos destacavam-se por sua complexidade estrutural,
alto potencial e seletividade e durante a primeira metade do século XX seu uso foi
bastante relevante para a economia, tornando o Brasil um grande produtor e

exportador de compostos como piretro e nicotina (MENEZES, 2005).

A partir da década de 1920 também se iniciaram os estudos de sintese de
moléculas organicas, onde foram descritas estruturas como as da piretrina e veratrina.
A sintese de moléculas organicas desencadeou um grande desenvolvimento nas
industrias quimicas através da fabricacdo de produtos defensivos em massa, entre 0s

quais se incluiam principios ativos como o0s organoclorados, organofosforados,
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carbamatos e piretroides. Em virtude disso, os métodos de controle natural e biologico
foram rapidamente substituidos (CASIDA; QUISTAD, 1998; FARIA, 2009).

No entanto, sua utilizacdo comecou a ser questionada quando se constataram
0s danos ambientais causados pela forma inadequada e indiscriminada de aplicacao,
de modo que se constataram diversas anomalias ambientais e de saude (HALFELD-
VIEIRA et al., 2019). Na literatura cientifica € possivel encontrar estudos sobre
contaminacdo ambiental pelo uso de DS e seus residuos, a qual contém uma
guantidade consideravel de dados sobre contaminacédo do ar, das aguas e do solo, de
alimentos e matrizes biolégicas, dados de exposicao de trabalhadores e seus efeitos
sobre a saude publica (CAMPAGNOLLA; BETTIOL, 2003).

N&o menos importante, a baixa seletividade dos DS também apresentava-se
como um grande risco para a sustentabilidade da agricultura devido a aceleracao do
surgimento de pragas resistentes no campo pois, apesar da resisténcia de organismos
ser recorrente de um processo natural de evolucao realizado pela pressao de selecéo
e tempo, no caso dos defensivos que séo introduzidos artificialmente, este processo
torna-se acelerado devido a forca de selecéo realizada pelo principio ativo, fazendo
com que os efeitos de sua toxicidade diminuam em um periodo mais curto, sendo

cada vez mais dificil controlar as infestagdes (HOY, 1995).

Atualmente, os DS ainda encontram-se como uma parte importante do pacote
tecnolégico aderido pelos agricultores brasileiros, especialmente porque o clima
brasileiro favorece o desenvolvimento de doencas e pragas. Devido a essa adog¢ao, 0
Brasil tornou-se dependente do controle convencional para atingir niveis mais
elevados de producao (DE BARROS et al., 2019). No entanto, a necessidade de uma
estrutura robusta e confidvel para diminuir os impactos ambientais nas atividades do
agronegocio esta sendo apresentada como uma tendéncia em paises lideres na
producéo de alimentos (VITOUSEK et al., 2009).

Segundo dados obtidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2019b), através do Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA), entre os anos de 2017 e 2018 foram analisadas 4616 culturas

vegetais onde verificou-se que 23% das amostras apresentaram ou contaminagao por
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defensivos ndo autorizados para a cultura correspondente; ou principios ativos
permitidos em concentracdo acima do limite maximo de residuos estabelecido (LMR);
ou principio ativo proibido, ou seja, principio ativo banido ou que ainda nao foi
permitido para uso no Brasil, sugerindo a adaptagéo de organismos aos agentes de
controle ja existentes. Assim, uma das premissas basicas para o desenvolvimento de
novos produtos defensivos € a reducdo da velocidade de estabelecimento de
populacdes resistentes e a reducdo dos impactos ambientais e de saude (MARTINS,
2016).

Diante desse cenério, torna-se importante o investimento em pesquisas que
identifiquem novas substancias capazes de substituir os praguicidas atuais. Entre as
alternativas, encontram-se os produtos botanicos (PB). Os PB, em sua maioria,
possuem algum tipo de atividade biolégica que pode servir para diversas das
necessidades do homem. S&o obtidos de qualquer parte do vegetal como de raizes,
caules, folhas e frutos e a depender do tipo de extragéo utilizada assumem o formato
fisico de pos, extratos ou OE (DUKE et al., 2000). Na agricultura, muitas destas
substancias atuam como inseticidas, fungicidas, acaricidas, bactericidas, entre outros
(ANVISA, 2019a).

Dos PB, os 6leos essenciais (OE) encontram-se bastante promissores, pois se
apresentam como substancias secundarias do metabolismo vegetal com
caracteristica liquida, bastante odorifera, volateis e que interagem provocando
toxicidade por mais de uma via metabdlica, o que dificulta o surgimento de populacdes
resistentes (MOREIRA et al., 2006). Frente a utilizacdo de DS, também se diferenciam
por serem de uma fonte natural e renovavel de controle, de rapida degradacao, possuir
seletividade aos inimigos naturais e baixa permanéncia no ambiente, os quais
favorecem praticas como a de manejo integrado e também em sistemas organicos de
plantio (CHIASSON et al., 2004; HINCAPIE et al., 2008; VENZON et al., 2008;
BERNARDI et al., 2010; HALFELD-VIEIRA et al., 2019).

Das espécies em potencial para o controle de herbivoros, o presente estudo
abordou Hesperozygis ringens (Benth.) Epling. Trata-se de uma planta aromatica com
ocorréncia endémica do Bioma Pampa do Rio Grande do Sul e descrita na literatura
cientifica (FRACARO; ECHEVERRIGARAY, 2006) por apresentar toxicidade a alguns
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grupamentos de artrépodes tais como acaros e insetos causando mortalidade ou
inibindo suas fazes de desenvolvimento (RIBEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2014a).

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a composi¢cédo quimica e a toxicidade do OE
de H. ringens frente a  Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1855)
(Coleoptera: Curculionidae) e Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae). Para
determinar se o componente majoritario € a substancia responsavel pela toxicidade
do OE de H. ringens, utilizou-se pulegona em todos os ensaios de toxicidade. Avaliou-
se também a seletividade do OE de H. ringens, como acaricida, frente ao acaro
Phytoseiulus macropilis (Banks, 1905) (Acari: Phytoseiidae), um inimigo natural

utilizado no controle do acaro T. urticae, nas mesmas condi¢cdes experimentais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Defensivos botanicos

Na natureza, diversas substancias quimicas que sao secretadas pelas plantas
desempenham um papel de protecédo contra herbivoros, inibindo o desenvolvimento,
repelindo ou provocando sua morte. A origem dessas substancias ocorre através do
metabolismo secundario das plantas e apresentam uma ampla diversidade estrutural
cuja biossintese é determinada pela pré-disposi¢do genética de cada espécie vegetal
associada a outros fatores bidticos e abidticos que interferem na sua composicao.
Diversos processos extrativos podem ser utilizados para sua obtencdo a partir da
planta, resultando em apresentacfes na forma de extratos sélidos (p6és) ou liquidos,
bem como de 6leos essenciais. Os metabolitos de interesse podem ser encontrados
em todas as partes do vegetal ou localizado em estruturas especificas e servir de
protétipo para a sintese quimica de desenvolvimento de novos produtos, tais como 0s
defensivos botanicos (DB) (DUKE et al., 2000).

Os DB possuem inumeros beneficios quando comparados aos produtos de
origem sintética entre os quais vale a pena salientar quatro deles: 1) Por serem de
origem natural, sdo produtos de facil degradacéo; 2) Em grande parte, agem por mais
de um mecanismo de acéo dificultando o surgimento de populacdes resistentes;
3) Sdo produtos que possuem poucos halogénios ligados em suas moléculas e,
portanto, apresentam menor risco de impacto ambiental (DUKE et al., 2002) e
4) Milhares desses compostos sédo produzidos por plantas, microrganismos e animais

em decorréncia da coevolucao dos organismos produtores e suas pragas, portanto, a
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grande maioria dos compostos haturais apresentam algum tipo de atividade biologica.

Assim, entende-se que € mais facil encontrar na natureza compostos com atividade

praguicida do que testar compostos de forma aleatéria para a formulagéo de novos
defensivos (GONCALVES, 2016).

No Brasil, atualmente existem seis plantas que se encontram entre as

monografias autorizadas pela ANVISA (2019a) para o controle de pragas e podem ser

conferidas quanto a espécie, principio ativo e classe agrondémica como demonstrado

na Quadro 1.

Quadro 1. Espécies botanicas autorizadas no Brasil para o controle de pragas.

S Derivado vegetal / S . Classe
Nome cientifico Culturas Parte usada Principio ativo agronomica
Abdbora, abobrinha, acelga, agrido,
alface, algodao, alho, almeir&o, batata,
batata-doce, batata yacon, berinjela,
beterraba, brdcolis, café, cara, cebola,
chalota, chicéria, chuchu, citros, coco,
couve, couve-chinesa, couve-de-
Azadirachta indica bru_xelas, _(;ouve-_flor, criséptemo, Oleo vegetal ativo Azad!ract!nal A Inseticida
ervilha, feijédo, feijdo-caupi, feijao- (puro) / Sementes Azadiractina B
vagem, fumo, gengibre, inhame, jil6,
mamao, mandioca, mandioquinha-
salsa, melancia, meldo, milho,
morango, nabo, pepino, pimenta,
piment&o, rabanete, repolho, ricula,
soja, tomate e uva.
Agrido, alface, brécolis, chicéria, couve
Citrus sinensis chinesa, couve—de—br_uxelas, couve Oleo essencial / D-limoneno Inset_ic_ida e
folha, couve-flor, espinafre, repolho e Casca da fruta fungicida
rdcula.
Abacate, ab6bora, abobrinha, alface,
alho, arroz, aveia, banana, batata,
batata-doce, berinjela, brécolis, café,
caju, caqui, cebola, centeio, cevada, Terpi
Melaleuca chuchu, couve, couve-chinesa, couve-  Oleo essencial / .Ia_' erpineno Fungicida e
PP AR erpinen-4-ol o
alternifélia de-bruxelas, couve-flor, feijao, figo, Folhas Y-Terpi bactericida
. ~ : erpineno
goiaba, mamao, manga, melancia,
meldo, milho, morango, pepino,
péssego, pimenta, pimentéo, quiabo,
repolho, tomate, trigo, triticale e uva.
Emodina
slico / Emodina-1-O-B-D-
. Alface, batata, cenoura, citros, feijao, Ext'rato etanolico Glucosideo
Reynoutria mamao, melancia, melédo, pimentdo Raizes e Resveratrol Fungicida
sachalinensis ! ' ' ' aproximadamente 1 a o
tomate e uva. 5 cm do caule Parietina
Resveratrol-3-O-3-
D-glucosideo
ﬁophora Algodao, café, citros e soja Extrato etanclico / Oximatrina Acaricida
avescens Semente
LA I - Isca granulada / Nao Flavor1a§ . .
Tephrosia candida N&o identificado . = saponinicas do tipo  Formicida
identificado rotencides

Fonte: ANVISA (2019a).
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Diante desse cenario, € possivel perceber que o mercado de DB ainda
encontra-se significativamente baixo frente a disponibilidade dos produtos sintéticos,
podendo-se atribuir algumas desvantagens frente a sua utilizacdo e comercializagéo,
sao elas: 1) Baixa persisténcia no ambiente: muitos DB s&o rapidamente degradados,
e assim, apresentam baixa persisténcia, o que pode exigir aplicacdes mais frequentes,
elevando os custos de producéo; 2) Necessidade de sinergistas: a rapida degradacao
ou a metabolizagdo de enzimas desintoxicantes dos insetos-alvo pode somente
atordoar temporariamente, ndo causa morte de insetos ou outras pragas. Assim, deve
ser adicionado sinergistas aos DB para inibir certas enzimas desintoxicantes,
aumentando a acao do produto; 3) Caréncia de pesquisas: os resultados cientificos
sobre eficiéncia e toxicidade crénica aos mamiferos ndo estéo disponiveis para muitos
inseticidas botanicos e a toleréncia de residuos toxicos em alimentos também néo tem
sido estabelecida; 4) Registro: o principal entrave a chegada dos inseticidas botanicos
ao mercado € o registro, pois, em geral, se trata de um complexo de substancias com
estruturas moleculares diferentes, de maneira que as instituicées de registro em todos
0s paises solicitam a identificacdo de todas essas substancias e seus

correspondentes testes toxicolégicos (MENEZES, 2005).

No entanto, observa-se uma crescente demanda pela utilizacdo de recursos
mais sustentaveis e seguros em todo mundo tanto para a saide humana quanto para
0 meio ambiente e préaticas agricolas de base ecoldgica, estdo recebendo maior
atencao e novos incentivos a pesquisa com vistas a diminuicdo do uso de defensivos
convencionais. Pode-se dizer assim que, nos ultimos anos, o interesse por moléculas
naturais tem atraido a atencao da comunidade cientifica e de algumas empresas de
insumos, contribuindo com a formacdo de novos pesquisadores nessa area
(HALFELD-VIEIRA et al., 2019).

2.2 Oleos essenciais

Os OE fazem parte de um grupo de PB os quais se caracterizam por serem
constituidos por substadncias com caracteristicas volateis como mono e

sesquiterpenos, ou fenilpropandides, geralmente liquidos e que frequentemente
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apresentam odor agradavel e marcante. Sao obtidos de qualquer parte do vegetal
através de técnicas de arraste a vapor d’agua, hidrodestilagdo, expressao de
pericarpo de frutos citricos ou extragdo por gas carbbnico (CO2) supercritico, este
altimo muito utilizado na indastria (GONI et al., 2017).

Na agricultura, os OE séo utilizados como acaricidas, fungicidas, herbicidas e
inseticidas. Para Halfeld-Vieira et al. (2019), as plantas arométicas e seus 0leos
essenciais sdo excelentes praguicidas, pois estes constituem-se a fracdo ativa dos
extratos vegetais. Das atividades biologicas, a repeléncia mostra-se como o modo de
acao mais comum. No entanto, os 6leos essenciais podem agir causando mortalidade,

deformacg@es nos diferentes estagios de desenvolvimento e deterréncia.

Das vantagens, 0 sinergismo entre seus compostos, a seletividade e a rapida
degradacdo encontram-se entre as principais. Se comparados ao uso de DS, os OE
possuem um complexo de substancias quimicas que podem provocar toxicidade por
mais de uma via de acdo. Por esse motivo, entende-se que as chances de
desenvolvimento de pragas resistentes sejam menores do que aos defensivos
convencionais. Ja a seletividade permite a utilizacao de inimigos naturais, contribuindo
para um controle mais eficiente. Além do mais, com vistas a sustentabilidade, a
maioria dos compostos presentes nos OE possuem como caracteristica a rapida
degradacdo e por isso acabam por permanecer menos tempo no ambiente,
diminuindo o acumulo de residuos nos alimentos, agua e solo (MOREIRA et al., 2006)
além de contribuir com a fitossanidade dos sistemas de plantio, tornando-os menos
fragilizados e menos suscetiveis a doencas (ISMANN, 2000; SOARES et al., 2011;
LIMA et al., 2013).

2.2.1 Hesperozygis ringens

Existem diversas espécies botanicas capazes de controlar pragas. Entre elas
podem-se citar as pertencentes a familia Lamiaceae. Estima-se que esta familia
abrange cerca de 300 géneros e, aproximadamente, 7.500 espécies distribuidas por
todo o mundo, ocorrendo no Brasil em mais de 28 géneros e cerca de 350 espécies
(SOUZA; LORENZI, 2005; PEREIRA, 2016). Dentre os principais metabdlitos de

interesse agricola, desta familia, pode-se citar o eugenol, timol, carvacol, linalol,



20

1,8 cineol, mentol, mentona, carvona e pulegona, associados as atividades biolégicas
inseticidas, antimicrobianas e acaricidas (VON POSER et al., 1996; LIMA et al., 2013).

A H. ringes (Figura 1), conhecida popularmente como espanta-pulga, € uma
das espécies desta familia descrita na literatura cientifica com potencial para o
controle de artropodes devido a alta porcentagem de pulegona presente em sua
composicdo quimica. Trata-se de uma espécie arbustiva, lenhosa e densa, medindo
cerca de 20 a 50 cm de altura com caule bastante ramificado e tecidos vegetais
capazes de suportar ambientes extremos. Nativa do Brasil, possui ocorréncia
endémica no estado do Rio Grande do Sul nas regides Serra do Sudeste e Missdes
(FRACARO; ECHEVERRIGARAY, 2006; PINHEIRO et al.,, 2018). Atualmente
encontra-se na lista de espécies em perigo de extingdo, devido ao seu habitat ser de
uma regido acometida por atividades agropastoris que acabam por influenciar
diretamente na sua disperséo, reduzindo o fluxo de genes e provocando o aumento
da endogamia, 0 que consequentemente afeta sua capacidade competitiva de
adaptacao (FRACARO, 2006; PINHEIRO et al., 2016).

Figura 1. Folhas e flores da espécie vegetal H. ringens coletada em S&o Francisco de
Assis/RS.

Fonte: Da autora.
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Frente a sua composi¢cao quimica, a grande maioria dos estudos apresentou o
monoterpeno pulegona como seu componente majoritario (RIBEIRO et al., 2010;
BANDEIRA et al., 2017; ROSA et al., 2019). De forma geral, 0s monoterpenos séo
conhecidos por causar toxicidade nas funcfes bioquimicas e fisiologicas de insetos
herbivoros (REGNAULT-ROGER, 1997), sendo sua toxicidade ndo necessariamente
associada somente a mortalidade, mas também a outras atividades bioldgicas como
deterréncia, antibiose e repeléncia (LIMA et al., 2013). No caso da pulegona, a
literatura cientifica elucida sua toxicidade ligada a varios mecanismos de agcdo como
a hepatotoxicidade, a supressdo dos canais de calcio (Ca?') e neurotoxicidade.
(MOORTHY et al., 1989; TONG; COATS, 2010; MAJIKINA et al., 2018). Frente a
neurotoxicidade, Abdelgaleil et al. (2019) avaliaram os efeitos de pulegona frente a
enzima acetilcolinesterase (AChE) e também frente ao neurotransmissor acido
gamma-aminobutirico (GABA) onde verificou-se a inibicdo de ambos, determinando
algumas das formas as quais este componente pode atuar sobre o sistema nervoso

dos artrépodes.

2.3 Herbivoros e formas de controle

2.3.1 Sitophilus zeamais

Dentre principais insetos conhecidos por provocarem danos em gréos
armazenados pode-se citar Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae), conhecido popularmente como gorgulho-do-milho. Trata-
se de uma espécie cuja importancia agricola esta associada ao tipo de infestagcéo, do
tipo cruzada, o qual provoca danos que vao desde o campo até a armazenagem dos
alimentos (GALLO, 2002).

Os organismos de S. zeamais sao encontrados em todas as regides quentes e
tropicais do mundo, principalmente em culturas como de arroz, sorgo, trigo e milho,
com preferéncia marcante para desovar em milho, e depois trigo, arroz e sorgo,

respectivamente (ATHIE; DALMO, 2002). Também existem relatos de sua presenca
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em frutiferas, como em macieiras, pessegueiros e videiras (BOTTON et al., 2005),
sendo que, nestes casos, a possibilidade de infestacdo € inferior que nas culturas
anteriormente citadas devido a postura dos ovos ocorre em graos, preferencialmente
com alto teor de umidade, onde também é o local de desenvolvimento de suas larvas
e pupas (MOUND, 1989; BOOTH et al., 1990; AFONSO et al., 2005).

A identificacdo de S. zeamais ocorre através das suas caracteristicas
morfolégicas. Na fase adulta, este organismo chega a medir cerca de 2,3 a 4,5 mm,
sendo os machos reconhecidos por apresentarem o rosto mais curto, fosco e largo e
as fémeas rosto mais longo, afilado e brilhante. Possuem coloracéo castanho-escuro,
com manchas claras avermelhadas em cada élitro (asas anteriores) as quais sdo bem
visiveis logo apGs a emergéncia dos graos. As principais caracteristicas sdo a cabeca
projetada para frente, com rosto recurvado e élitros densamente marcados com
pontuacBes arredondadas no dorso e uniformemente distribuidas (ATHIE;
DALMO, 2002).

Figura 2. Organismos de S. zeamais sobre milho (Zea mays).

Fonte: Da autora.

Os danos causados por S. zeamais ocorrem devido consumo da massa no
interior dos grdos que podem ser inteiramente destruidos (MATIOLI et al., 1988;
SANTOS et al., 1990) ocasionando perdas do tipo qualitativo como a de valor nutritivo
e diminuicdo do poder germinativo das sementes; e do tipo quantitativo como a

reducdo da massa dos graos e reducado do valor comercial (LORINI et al., 2015;
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GONIl et al., 2017). Quanto ao potencial de infestacdo, segundo Athie & Dalmo (2002),
em temperaturas a 28 °C e umidade relativa do ar (UR) de 60%, em milho, a
ovoposicdo por fémea chega a 283 ovos durante seu ciclo de vida de 104 dias, sendo
o tempo de transi¢cdo, de ovo a adulto, de 34 dias com uma proporgao de 48% de

machos e 52% de fémeas, em média.

2.3.1.1 Formas de controle

De forma geral, o controle de S. zeamais é realizado, através do uso de DS,
principalmente de agentes fumigantes como a fosfina. No entanto, estes podem
provocar efeitos indesejaveis como a intoxicacdo dos aplicadores, presenca de
residuos toxicos nos graos e resisténcia (PIMENTEL et al., 2009; DE ARAUJO, 2014).
Segundo De Oliveira (2017) a selecdo de populagdes resistentes de S. zeamais tem
sido relatada a diversos grupamentos quimicos como organofosforados, piretrdides e

piretrinas, oxadiazinas e aos fosfetos.

No Brasil, ndo existem registros de inimigos naturais para seu controle, mas
alguns parasitoides como Theocolax elegans, Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae ja foram elucidados pela literatura cientifica como patogénicos a
S. zeamais. Entretanto, frente ao controle convencional, o0 uso de inimigos naturais
nao apresenta bons resultados, pois, os defensivos convencionais como malation,
deltametrina, cipermetrina, permetrina, clorpirifés metilico e pirimifés metilico

apresentam alta toxicidade a alguns desses parasitoides (DE OLIVEIRA et al., 2002).

A literatura cientifica também j& relatou alguns PB como sendo eficientes no
controle de S. zeamais, tais como Azadirachta indica A. Juss (DE COITINHO
et al.,, 2006), Lippia javanica (Burm. f) Spreng (KAMANULA et al., 2017),
Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling (ARENA, 2017); Melaleuca alternifolia
(Maiden & Betche) Cheel (LIAO et al., 2016) e Mentha pulegium (poejo)
(BARROS et al., 2015), sendo destes, somente A. indica comercializada no Brasil
como inseticida natural para a cultura do milho (ANVISA, 2019a). A terra diatomacea
também é um agente eficaz no controle de S. zeamais. Entretanto, esta somente &
utilizada em locais de armazenagem, sendo o campo um local ainda suscetivel aos
seus ataques (ATHIE; DALMO, 2002).
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2.3.2 Tetranychus urticae

O é&caro T. urticae (Figura 3), conhecido popularmente como &caro rajado, é
um dos herbivoros que mais provocam danos as culturas vegetais sendo considerado
o terceiro no ranking das principais pragas de interesse agricola no Brasil. Este fitofago
é relatado por atacar mais de 1.200 espécies de plantas em todo o0 mundo que estéo
distribuidas em cerca de 70 géneros, sendo que dessas, mais de 150 possuem
importancia econdmica. No Brasil, as principais culturas afetadas sédo o morangueiro,
mamoeiro, pessegueiro, algodoeiro, feijoeiro, tomateiro e plantas ornamentais como
crisantemo, rosa, gérbera, orquideas (MORAES; FLECHTMANN, 2008).

O interesse agricola encontra-se no seu controle devido a este apresentar um
elevado potencial biético de ciclo biolégico curto, com alta taxa de reproducéo o qual
ocasiona grandes infestacGes rapidamente (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Sua
colonizacé@o € numerosa e seu ciclo de vida dura entre 5 a 21 dias, onde quanto maior
a temperatura, menor é o tempo de desenvolvimento, sendo 25 °C com auséncia de

precipitacdo a melhor condi¢do (OLIVEIRA et al., 2016).

Os sintomas de seus ataques podem ser reconhecidos devido a perfuracao nas
células da epiderme foliar, que ocorre através da insercado dos seus estiletes sugando
0 conteudo celular e os cloroplastos que impedem a realizacdo da fotossintese,
sobrando apenas uma pequena quantidade de material celular residual, que coagula,
formando uma massa branco-amarelada em todo limbo foliar causando necrose e
posterior queda das folhas. Entretanto, seus ataques ndo se mantém somente nas
folhas, mas também em flores e frutos, o que pode ser um grande problema para
produtores de plantas ornamentais, pois neste tipo de cultivo a vistosidade da flor é

essencial para a comercializagdo (PACHECO et al., 2016).
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Figura 3. Imagem do acaro T. urticae.

Fonte: Laboratério de Acarologia da Univates (2019).

A infestacgédo por T. urticae ocorre principalmente na face inferior das folhas que
as recobre com apreciavel quantidade de teia que servem de locomogao para outros
locais, ovoposicdo e protecdo dos ovos contra fatores ambientais externos. Os ovos
sao esfeéricos e translucidos de coloracao clara. Quando larvas, possuem trés pares
de pernas e sua coloracdo muda gradativamente a medida que se alimentam. Na fase
adulta, jA& com 4 pares de pernas, chegam a medir de 0,4 mm a 0,5 mm de
comprimento com corpo mais esguio sendo comumente reconhecidos devido a estes

apresentarem dois pontos pretos na parte dorsal do idiossoma (ZHANG, 2003).

2.3.2.1 Formas de controle

A principal forma de controle ocorre por meio da aplicacdo sistematica de
acaricidas. Contudo, o acaro T. urticae € uma das espécies que apresentam
resisténcia a um maior namero de principios ativos diferentes, tais como:
organofosforados, piretréides e piretrinas, clofentezina, diflovidazin, hexitiazoxi,
diafentiurom, organoestanicos, propargito e derivados de acido tetrénico e tetramico,
apresentando resisténcia multipla. Tal resisténcia pode estar relacionada ao seu ciclo
biolégico curto (podendo ter muitas geracdes por ano), e por sua capacidade de

reproducdo por paternogénese onde ndo ha recombinacdo génica, o que favorece a



26

fixacdo dos genes envolvidos na evolucao da resisténcia, pois todos os descendentes

de uma progenitora resistente serao resistentes (DE OLIVEIRA, 2017).

Além do controle convencional, em paises como os da Europa e em algumas
partes da Asia e Africa, Australia e América do Norte, € muito comum a utilizag&o do
controle biolégico com &acaros da familia Phytoseiidae, tais como do género
Phytoseiulus sp. e Neuseiulus sp. (ZHANG, 2003). No Brasil, os inimigos naturais
indicados para o controle de T. urticae sdo o acaro predador Neoseiulus californicus
e o fungo Hirsutella thompsonii. No entanto, o uso de acaros predadores encontra-se
em desvantagens em sistemas de plantio convencional, devido a baixa seletividade
dos produtos utilizados (ANVISA, 2019a).

Assim, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de investigar
PB para o controle de T. urticae. Produtos a base de A. indica, Aconitum carmichaeli
Debx (Wutou), Asarum heterotropoides var. mandshuricum (Maxim.) Kitag. (Xixin),
Sophora flavescens Ait. (Kushen), Areca catechu L. (Binglang), Coptis chinensis
Franch (Huanglian), Melia toosendan (Kulianzi) e Stemona japonica (Baibu), ja
apresentaram bons resultados. Destes, a S. flavescens ja se encontra em uso no
Brasil como acaricida (SCHLESENER et al., 2013; ANVISA, 2019).

2.4 Inimigos naturais e controle quimico

No cenario agricola, devido as mudancas de ambiente acometidas pela acdo
antropica, a presenca de inimigos naturais encontra-se em desequilibrio em relacéo a
populacdo de fitofagos. Isso acontece porque grandes &reas com presenca de uma
mesma planta (monocultura) espalham odores captados por herbivoros que delas se
alimentam, facilitando seu encontro. No entanto, estes se espalham entre as plantas
dificultando a busca dos inimigos naturais que muitas vezes vivem fora desse
ambiente (SILVA, 2013), principalmente de predadores especialistas, pois quando néo

ha alimento disponivel, acabam por ndo permanecer (SILVA et al., 2005).
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O uso de predadores naturais, de fato € um método de controle racional e sadio
gue tem como objetivo final a diminuicdo de populacfes pragas sem deixar residuos
em alimentos, sendo estes inofensivos ao meio ambiente e a salde da populagéo.
Entre os exemplos comercializaveis no Brasil pode-se citar Neuseiulus californicus,
P. macropilis e Hirsutella thompsonii no controle do acaro T. urticae; Cotesia flavipes
e Trichogramma galloi no controle de Diatraea saccharalis (Broca-da-cana) e
Trichogramma pretiosum no controle de Tuta absoluta (Traca-do-tomateiro)
(ANVISA, 2019a).

Todavia, praticas agricolas extremamente agressivas, como uso de defensivos,
trazem a tendéncia de anular os processos da natureza tornando os sistemas mais
fragilizados (SILVA, 2013). Diante desse cenario, o controle biol6gico geralmente
encontra-se associado a culturas de plantio alternativo ou em sistemas onde ha
rotatividade de controle. Isso porque, na agricultura convencional, existe uma série de
agentes quimicos utilizados que ndo apresentam seletividade provocando a morte dos
inimigos naturais (GONCALVES, 2016).

Nos casos onde ha rotatividade de controle, para a utilizacdo de inimigos
naturais, torna-se necessario o monitoramento da populacdo praga para tomada de
decisdes. Isso porque quando a infestacdo de herbivoros se encontra em estagios
avancados, a utilizacdo do controle biolégico nem sempre é capaz de diminuir as
perdas da producdo. Nesse sentido, é necessario avaliar o nivel de dano (ND), ou
seja, a densidade populacional de uma praga capaz de causar prejuizo de valor igual
ao do seu custo de controle; e o nivel de controle (NC), que corresponde a densidade
populacional de uma praga em que devem ser tomadas as decisfes de controle para
gue a producédo nao tenha prejuizo. Desse modo, o uso do controle bioldgico, somente
€ recomendado para casos onde a populagéo praga esteja abaixo do NC devido ao
tempo que este levara para formar uma densidade populacional suficiente para
controlar a presa, sendo sugerido o controle quimico ou alternativo para casos em que

este nivel esteja acima do recomendavel (PICANCO et al., 2010).
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2.4.1 Phytoseiulus macropilis

O &caro P. macropilis (Figura 4) é um dos principais predadores especialistas
no controle do acaro T. urticae, apresentando-se com elevada voracidade e
capacidade de busca de presas a campo (BERNARDI et al., 2010). Caracteriza-se por
apresentar corpo de coloracdo avermelhada, podendo este mudar de cor em funcao
da coloracdo do alimento (presa). Possui alta taxa de ovoposicdo em temperaturas
mais quentes, com periodo médio de desenvolvimento nas temperaturas de 18 °C e
30 °C, de 11,6 dias e 3,8 dias respectivamente (SILVA et al, 2005).

Figura 4. Imagem do acaro P. macropilis.

Fonte: Laboratdrio de Acarologia da Univates (2019).

Alguns estudos demonstraram o potencial de P. macropilis no controle do acaro
T. urticae quando avaliaram um alto nivel de predacdo, chegando a consumir,
aproximadamente quarenta ovos de T. urticae dia, além do consumo de outros
estagios do seu desenvolvimento (OLIVEIRA et al., 2007; BERNARDI et al., 2010).
Diante desse cenario, o acaro P. macropilis pode apresentar boas perspectivas para
0 Uso no controle biologico aplicado, em especial sobre condi¢des de cultivo protegido
e estufa, que sdo atividades em expansao no Brasil, sobretudo para floricultura e
hidroponia de hortalicas e que oferecem excelentes condicbes para o
desenvolvimento de acaros fitéfagos (SILVA et al., 2005).

No entanto, em locais onde ha utilizacdo de DS, seu uso encontra-se restrito

devido a sensibilidade deste acaro predador a produtos como neoniticoides e outros
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sulfitos de alquila-fenoxiciclohexil, pirazol, avermectina, piretroide, e cetoenol que
afetam severamente o desenvolvimento de sua populacdo bem como o consumo de
presas (POLETTI et al., 2007; VERONEZ et al., 2012). Nesse sentido, o uso de
produtos naturais pode apresentar vantagens frente ao controle convencional quando
utilizados em sistemas integrados de controle, devido a algumas espécies vegetais
apresentarem-se mais compativeis com inimigos naturais, tais como a Agave
angustifélia e Azadirachta indica (VERONEZ et al., 2012).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

3.1.1 Coleta e identificacéo

As folhas de H. ringens foram coletadas no municipio de Sdo Francisco de
Assis, Rio Grande do Sul, Brasil (lat.: -29.615278°; long.: -55.161111 WGS84), em
dezembro de 2016 e posteriormente identificadas pela Prof. Dra. Elisete Maria de
Freitas. Um exemplar foi depositado no Herbéario do Vale do Taquari, localizado no
Museu de Ciéncias Naturais (MCN) da Universidade do Vale do Taquari - Univates

com o numero de registro HVAT4089.

3.1.2 Extracao

Para a extracdo do OE foi utilizada a técnica de hidrodestilagdo em aparelho
de Clevenger modificado (Figura 5) para a extragdo do OE (FARMACOPEIA, 2017),
contendo cerca de 200 g de folhas de H. ringens. Apds o periodo de 2 horas, o 6leo
foi retirado por gravidade e removeu-se a agua residual utilizando sulfato de sodio
anidro. O OE foi acondicionado em frasco ambar, sob refrigeracéo de -6 °C até a

realizacdo dos ensaios.
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Figura 5. Modelo de Clevenger modificado para extragéo de OE.

i | ‘\‘_,

Fonte: Da autora.

3.2 Analise cromatografica

3.2.1 Caracterizacdo do OE de H. ringens

A analise foi realizada na Central Instrumental do Parque Cientifico e
Tecnolégico do Vale do Taquari (Tecnovates) onde aliquotas de 1,5 uL do OE de
folhas de H. ringens foram solubilizadas em 1,5 mL de n-hexano bidestilado e em um
cromatografo a gas Shimadzu (modelo GC2010 Plus) acoplado a um detector de
massas do mesmo fabricante (modelo GCEM-QP2110 Ultra) (Figura 6), operado a
70 eV, em coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym),

utilizando hélio como gas de arraste. As injecdes das amostras foram da ordem de
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1 yL, utilizando auto injetor AOC-5000 Plus (Shimadzu). Para a analise foram
empregadas as seguintes condi¢des: temperatura do injetor: 240 °C; modo de injecao:
razdo de split 1:20 com purga de 3 mL.min’; controle de fluxo de gas: velocidade
linear; fluxo de géas de arraste: 1,00 mL.min!; programa: 50 °C - 290 °C (4 °C.min?);
temperatura da interface do espectrometro de massas: 280 °C, temperatura da fonte
de ions: 260 °C.

Para o calculo de indice de retencdo de Kovats (IK), utilizou-se uma mistura de
padrdes de alcanos ndo ramificados (C8 a C30). Essa amostra foi diluida em n-hexano
e analisada em comparacdo com os tempos de retencdo dos 6leos essenciais. Os
indices de retencao dos compostos sao obtidos de acordo com a equacao que segue
(VAN DEN DOLL; KRATZ, 1963).

Tri —Tra
Trb — Tra

Iri =100a(b — a)
onde:
Iri = indice de retencéo de i
i = constituinte do 6leo que esta sendo analisado
a = numero de carbonos do alcano que elui antes do i
b = nimero de carbonos de alcano que elui depois do i
Tri = tempo de retencao de i
Tra = tempo de retencao do alcano que elui antes do i
Trb = tempo de retencao do alcano que elui depois do i

A identificacdo dos componentes foi baseada na comparacdo do IK obtido
experimentalmente, com os padrées semelhantes de IK presentes na literatura de
Adams (2009).
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Figura 6. Cromatégrafo Gasoso acoplado a Espectrometria de Massas (CG/EM),
utilizado para avaliagao dos constituintes do OE.

Fonte: Da autora.

3.3 Criacao dos herbivoros

3.3.1 Sitophilus zeamais

Os primeiros organismos de S. zeamais (Figura 7) foram obtidos através de
graos de milhos contaminados e posteriormente identificados pelo Prof. Dr. Guilherme
Liberato da Silva do Laboratério de Acarologia da Univates. Em seguida separaram-
se o0s organismos do milho contaminado, os quais foram colocados-sobre graos de
milho saudaveis que foram previamente esterilizados a temperatura de -5 °C. Foram
utilizados frascos de polietileno vedados com tecido fino para a realizacéo das trocas
gasosas, onde se manteve a criacdo até obter-se o nimero necessario de organismos
para a realizacdo do experimento. A criagdo ocorreu em estufa com temperatura
média de 25 °C e fotofase de 12 h.
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Fonte: Da autora.

3.3.2 Tetranychus urticae e Phytoseiulus macropilis

As populagbes dos acaros T. urticae e P. macropilis foram cedidas pelo
Laboratorio de Acarologia da Univates, sendo os parametros para a criacdo dos
organismos determinados de acordo com a metodologia adaptada de Silva et
al. (2014b) descrita abaixo.

3.3.2.1 Semeadura de feijao

Para a criacdo de T. urticae e P. macropilis foi necesséaria a semeadura de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) em bandejas de polietileno de 45 cm x 30 cm x 8 cm, contendo
20 sementes (Figura 8). As bandejas semeadas foram colocadas em salas
aclimatadas em temperatura de 25 °C com UR de 70% e fotofase de 12 h, adicionando

350 mL de agua ao substrato diariamente.
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Figura 8. Criacdo do acaro fitdfago T. urticae e acaro predador P. macropilis em
laboratorio.

Fonte: Da autora.

3.3.2.2 Criagao do acaro T. urticae

Os organismos de T. urticae foram criados e identificados pelo Laboratério de
Acarologia da Univates e posteriormente introduzidos em bandejas com feijao em sala
climatizada a 25 °C em UR de 70% e mantidos em fotofase de 12 h até o momento da

experimentacao.

3.3.2.3 Criagéo de P. macropilis

Os organismos de P. macropilis foram criados e identificados pelo Laboratorio
de Acarologia e posteriormente foram introduzidos em bandejas de feijao previamente
inoculadas com T. urticae (aproximadamente 30 &caros fitéfagos/planta) em sala
climatizada a 25 °C em UR de 70% e mantidos em fotofase de 12 h até o momento da

experimentacao.
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3.4 Atividades bioldgicas

As atividades bioldgicas realizadas ocorreram em camaras de fumigacao onde
se utilizou recipientes de polietileno (Figura 9) de 1 L contendo papeis filtros (3x4 cm)
impregnados com 6leo essencial de H. ringens e pulegona, obtido comercialmente,
na concentracdo de 97%. Os papeis filtros foram suspensos sob a tampa dos
recipientes e as camaras foram isoladas com plastico filme para melhor vedacao,
seguindo o modelo adaptado de Aslan et al. (2004). As condi¢cOes experimentais
foram pré-determinadas para cada organismo. Os ensaios ocorreram em estufa a
temperatura de 25 °C com fotofase de 12 h e todos os resultados destes experimentos

foram expressos em pL.L .

Figura 9. Camara de fumigacéo de polietileno, com capacidade de 1L, utilizada para
0s ensaios das atividades bioldgicas inseticida e acaricida. No detalhe, a direita, placa
de Petri contendo algoddo umedecido e folha de feijdo inoculada com o &caro T.
urticae ou P. macropilis.

Fonte: Da autora.

3.4.1 Atividade inseticida

Para atividade com S. zeamais, disponibilizou-se em cada frasco 20
organismos selecionados ao acaso. Os ensaios ocorreram em triplicata cujas

concentragbes de 4 upL.LY; 8 pL.L?t; 12 pL.Lt e 16 pL.L? foram previamente
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determinadas para o OE de H. ringens. As concentracdes de pulegona foram
aplicadas em dose proporcional a percentagem presente no OE de H. ringens sendo
3,35 yL.L?%; 6,71 pL.L?t; 10,06 pL.L%; 13,72 uL.L?, respectivamente. Para o controle,
ndo se utilizaram papéis-filtro. Os ensaios ocorreram nos periodos de 12; 24; 36 e 48
horas e as avaliacdes foram feitas ao final de cada periodo considerando mortos os

insetos incapazes de se mover.
3.4.2 Atividade acaricida

Para a atividade acaricida com T. urticae, em cada frasco de plietileno de 1 L
foram colocadas placas de Petri com algoddo umido, para nao ocorrer a fuga dos
acaros durante os ensaios de fumigacao, e folhas de feijao contendo 20 organismos
selecionados ao acaso. Os ensaios com P. Macrophilis ocorreram de forma similar,

no entanto para este utilizaram-se 10 organismos.

Ambos o0s organismos foram submetidos as mesmas concentragbes de
2uL.Lt; 4 uL.LY 6 yL.Lt e 8 yL.Lt para o OE de H. ringens sendo as dosagens de
pulegona aplicadas de forma proporcional a percentagem encontrada no OE de
H. ringens, sendo 1,67 yL.L%; 3,35 pL.Lt; 5,00 uL.Lt e 6,70 yL.L?, respectivamente.
Para o controle, ndo se utilizaram papéis-filtro. Os ensaios ocorreram durante 0s
periodos de 0,5; 1; 1,5 e 2 horas e as avalia¢des foram feitas ao final de cada periodo

considerando mortos 0s organismos incapazes de se mover.

3.5 Calculos e analise estatistica

3.5.1 Rendimento

Para o célculo de rendimento do OE, foi utilizado a relacdo massa de OE obtida

e a massa de folhas utilizadas (100%) conforme a seguinte formula:

Pco — Pso

100
Pf

Rendimento (%) =
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Onde:
Pco = Peso do 6leo essencial com o frasco
Pso = Peso do frasco sem o OE

Pf = Peso das folhas frescas

3.5.2 Mortalidade Corrigida

Utilizou-se a mortalidade corrigida nos casos de morte natural em que o
controle ndo excedeu 10%, sendo os valores foram corrigidos utilizando a formula
Abbott et al. (1925), conforme abaixo:

% Mo — % Mt

MCCh) = To0 oo e

100

Onde:
Mc = Mortalidade corrigida
Mo = Mortalidade observada

Mt = Mortalidade na testemunha

3.5.3 Concentracédo Letal Média (CLso)

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias corrigidas foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) calculado pelo
programa PAST 3.2 (HAMMER et al., 2001). A tabela de Probits (Tabela 1) foi usada
para obtencdo dos valores da Concentracdo Letal Média (CLso) e seus respectivos
intervalos de confianga com 95% de probabilidade (FINNEY, 1952).



Tabela 1. Tabela de transformacéo de porcentagem para Probits.
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% 0 1 2 3 4 b 6 7 8 9
0 — 267 295 312 325 336 345 3562 369 366
10 | 372 377 382 387 392 396 401 405 408 412
20 | 416 419 423 426 429 433 436 439 442 445
30 | 448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
40 | 475 477 480 482 4.85 487 490 492 495 497
50 | 500 503 505 608 610 513 515 518 520 523
60 | 525 528 531 533 536 539 541 544 547 560
70 | 562 5556 65658 6561 564 567 671, 574 577 581
80 | 584 588 592 595 599 604 608 613 618 6-23
90 | 628 634 641 648 655 664 675 688 706 733
0-0 01 02 0-3 0-4 0-5 06 07 0-8 09
99 | 733 737 741 746 751 758 765 775 788 809

Fonte: Finney (1952).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise cromatografica e rendimento

A Figura 10, representa o cromatograma do OE de folhas H. ringens, onde
estdo representados todos os componentes do 6leo essencial. Através da analise
desse cromatograma e da espectrometria de massas (Tabela 2) foi possivel identificar
19 componentes constituindo 95,43% do total de compostos presentes no OE de
H. ringens divididos em grupos de monoterpenos hidrocarbonetos (7,21%),
sesquiterpenos hidrocarbonetos (4,86%), sesquiterpenos oxigenados (0,16%) e
monoterpenos oxigenados (83,20%). Identificou-se a pulegona como componente
majoritario, representando 81,37% do total de substancias presentes no OE de H.

ringens.

Figura 10. Cromatograma do OE de H. ringens mostrando em destaque a estrutura
quimica da pulegona.
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Fonte: Da autora.
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Esta pesquisa corrobora com o0s estudos de Toni et al. (2014),
Ribeiro et al. (2010) e Von Poser et al. (1996) onde altos niveis de pulegona foram
encontrados, acima de 79%, coletados em Cagapava do Sul e Sdo Francisco de Assis,
respectivamente. Outros componentes como limoneno, (E)-cariofileno e
biciclogermacreno foram encontrados no presente estudo em niveis acima de 2%. No
entanto, em comparacdo com o estudo de Toni et al. (2014), o composto limoneno
esteve presente em 1,28% e (E)-B-Ocimeno em 0,53% da composi¢ao quimica de H.
ringens. No estudo de Ribeiro et al. (2010) o composto limoneno apresentou-se com
2,2% e o biciclogermacreno com 1,1%. Ja no estudo de Von Poser et al. (1996)

apenas o composto limoneno esteve presente em concentracdo de 0,2%.

Tabela 2. Componentes quimicos presentes no OE de folhas de H. ringens e seus
respectivos percentuais.

Componentes IK? IK Adams? Area %

a-Pineno 935 939 0,88
Sabineno 975 975 0,46
B-Pineno 979 979 0,78
Mirceno 992 990 0,7

Limoneno 1029 1029 2,8

1,8-Cineol 1032 1031 0,18
(2)-B-Ocimeno 1037 1037 0,19
(E)-B-Ocimeno 1048 1050 1,34
Linalol 1102 1096 0,46
Mentona 1155 1152 0,05
Isomentona 1166 1162 0,06
Pulegona 1244 1237 81,37
Piperitenona 1344 1343 0,24
Acetato de a-terpinila 1352 1349 0,18
(E)-Cariofileno 1422 1419 2,23
a-Humuleno 1456 1452 0,07
Germacreno D 1483 1481 0,27
Biciclogermacreno 1499 1500 2,25
Oxido de cariofileno 1586 1583 0,16
Total de componentes identificados 95,43
Total de monoterpenos hidrocarbonetos 7,215

Total de monoterpenos oxigenados 83,2
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Total de sesquiterpenos hidrocarbonetos 4,86

Total de sesquiterpenos oxigenados 0,16

lindice de Kovats experimental, 2indice de Kovats teérico (ADAMS, 2009).
Quanto ao percentual de rendimento do OE de H. ringens, este estudo obteve

3,01%. Estes resultados corroboram com outros estudos de H. ringens quando
coletada em estacao semelhante do ano (verdo). Assim, no estudo de Pinheiro et al.
(2016) o rendimento apresentou uma media de rendimento de 3,11% e no estudo de
Fracaro (2006) o rendimento das plantas de H. ringens variaram de 0,93% para a

amostra de Cacapava do Sul e 4,89% para a amostra de S&o Francisco de Assis.

4.2 Atividade inseticida

4.2.1 Sitophilus zeamais

4.2.1.1 OE de H.ringens e pulegona

Através do teste de fumigacao, pode-se avaliar a toxicidade do OE de H. ringens
quando utilizado para o controle de S. zeamais. Frente aos dados obtidos, foi possivel
verificar acao inseticida em diferentes niveis de toxicidade a depender do tempo de
exposicado e da concentracdo utilizada. Observou-se que gquanto maior o tempo e

concentracdo, maior a taxa de mortalidade.

Pela analise dos resultados (Tabela 3), verificou-se que em 12 h de exposicao
o OE de H. ringens ndo apresentou toxicidade contra os organismos de S. zeamais
em nenhuma das concentracfes testadas. No periodo de 24 h, as concentracdes de
4 pLL! e 8 pL.L' também ndo apresentaram mortalidade, no entanto, as
concentragées de 12 pL.L? e 16 uL.L*! causaram a morte de 11,6% e 46,6%,
respectivamente. A mortalidade de 100% foi atingida na concentracédo de 16 uL.L! no
periodo de 36 h. O periodo de 48 h também obteve mortalidade de 100% em 16 uL.L
L e as concentragbes de 8, 12 yL.L* ndo apresentaram diferencas significativas dessa
concentracdo, demonstrando a influéncia do tempo de exposicdo na mortalidade

mesmo nas concentracdes mais baixas.
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N&o foram encontrados dados de toxicidade com H. ringens frente a S. zeamais
para comparacdo. No entanto, a atividade inseticida foi testada por Silva et al. (2014a)
frente a algumas espécies de Coenagrionidae. Os resultados apresentaram
mortalidade de 73,3% dos organismos na concentracdo de 100 pL.L? quando
expostos a um periodo de 4 h. Pinheiro (2014) também avaliou a toxicidade de H.
ringens, contra as espécies de Acanthagrion sp., Homeoura sp., Ischnura sp. e
Oxyagrion sp. As espécies utilizadas encontravam-se em estégio larval e foram
submetidas aos tratamentos de 10; 50; 75 e 100 uL.L! durante um periodo de
exposicdo de 19 h. Observou-se morte de 86,6% dos organismos na maior
concentracdo. Os estudos inferem que o 6leo essencial de H. ringens possui efeitos
toxicos contra outras espécies de insetos, bem como possui agao toxica sobre outros

estagios de desenvolvimento.

Frente a pulegona, verificou-se que esta possui acdo inseticida contra
S. zeamais em todos os periodos testados, exceto em 12 h onde ndo houve
mortalidade e, também, nas concentragées de 3,35 e 6,71 pL.L nos periodos e 24 h
onde a mortalidade ndo mostrou diferencas significativas do controle. Esses
resultados apresentaram-se similares aos obtidos com o OE de H. ringens. No
entanto, em 24 h, as concentracdes de 10,06 e 13,72 uL.L* apresentaram maior nivel
de toxicidade, conforme demonstrado na Tabela 3. Em 36 h e 48 h, na concentracéo
de 13,72 yL.L* os resultados apresentaram-se semelhantes ao do OE, provocando a
morte de 100% dos organismos. Alguns ensaios ndo apresentaram similaridades na
taxa de mortalidade como no caso de 6,71 pyL.Lt e 10,06 pyL.L'* onde a pulegona
apresentou-se mais toxico. No entanto, devido a sele¢do casual dos organismos, 0
qual ndo levou-se em consideracédo fatores como a idade e sexo, diferencas no

percentual de mortalidade séo possiveis de acontecer.

Estudos realizados por Herrera et al. (2014), com pulegona, em ensaios de
fumigacado contra S. zeamais, apresentaram mortalidade de 100% na concentragéo
de 50 uyL.L! ap6s 24 h de exposicédo apresentando Clso de 11,81 pyL.L™* sendo esta
concentragdo bastante aproximada ao presente estudo que obteve CLso de 10,13 pL.L?
no mesmo periodo, conforme mostra a Tabela 4. Outros estudos comprovando a
atividade inseticida de pulegona foram encontrados. Lee et al. (2003), realizou ensaios

de biofumigacdo contra Sitophilus oryzae, Tribolium castaneum, Oryzaephilus
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surinamensis, Musca domestica e de Blattella germanica apresentando mortalidade
de 100% em todas as espécies quando utilizada a concentragéo de 50 yg.mL? de ar
durante o periodo de 14 h. Park et al. (2006) também testou a toxicidade de pulegona
contra Lycoriella ingenua comprovando atividade inseticida com LCsode 1,21 pg.mL™.
Os resultados desses estudos demonstram que a pulegona, assim como o OE de

H. ringens, também possui toxicidade frente a outros grupamentos de insetos.

Tabela 3. Mortalidade de S. zeamais frente a toxicidade do OE de folhas de H. ringens
e pulegona em diferentes concentracfes e periodos.

MORTALIDADE % (MC*+EP?)3

Periodo de exposicao

Concentracgéo
(uL.L™) 12 h 24 h 36 h 48 h

H. ringens
0 0+0 Aa 010 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
4 00 Aa 1,6+0,33 Aa 21,6+0,33 Bb 15,5+0,66 Bb
8 0+0 Aa 3,3+0,66 Aa 35+0,57 Bc 81+0,88 Cc
12 0+0 Aa 11,6+0,33 Bb 58,3+0,33 Cd 82,7+0,33 Dc
16 00 Aa 46,6+0,33 Bc 1000 Ce 100+0 Cc

Pulegona
0 0+0 Aa 010 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
3,35 0+0 Aa 0+0Aa 21,6+0,33 Bb 31+0,66 Bb
6,71 0+0 Aa 1,6+0,33 Aa 43,3+0,33 Bc 58,6+0,57 Bc
10,06 0+0 Aa 31,6+0,33 Bb 98,3+0,33 Cd 96,5+0,66 Cd
13,72 00 Aa 58,3+0,33 Bc 100+0 Cd 100+0 Cd

1 MC = Mortalidade corrigida. 2 EP = Erro padréo; 3 Médias seguidas da mesma letra maidscula na
mesma linha e mindscula na mesma coluna, para cada 6leo, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p <0,05).

Em relacdo a CLso, ndo foi possivel determina-la nos periodos de 12 h e 24 h
para o OE de H. ringens. Ja nos periodos de 36 h e 48 h as concentracbes medias do
OE néo apresentaram diferengas neste tratamento, conforme Tabela 4. No tratamento
com pulegona, também néo foi possivel determinar a toxicidade média em 12 h. Ja
nos demais periodos, observou-se o aumento da toxicidade conforme o maior tempo
de exposicdo, todos apresentando diferencas significativas. Se comparados os

tratamentos, pode-se dizer que a pulegona mostrou-se mais téxico em todos o0s
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periodos de exposicao. Devido a isso, péde-se aponta-la como possivel responsavel

pela mortalidade de S. zeamais.

Tabela 4. Valores de CLso do OE de folhas de H. ringens e pulegona frente a
S. zeamais de acordo com periodos de exposicao.

Periodo de H. ringens Pulegona

exposi¢cdo  Clso (uL.L™) I.C. 95%"* R2() Clso (pL.L™) I.C. 95% R2
24 h -- -- - 10,13 a (5,36-12,26) 0,98
36 h 9,54 Aa (5,98-13,83) 0,88 6,91 Bb (4,71-11,58) 0,81
48 h 7,54 Aa (5,58-13,59) 0,89 5,75 Bc (4,37-11,45) 0,91

1 indice de confianca 95%; * R quadrado. 3 Médias seguidas da mesma letra maitiscula na mesma linha
e minUscula na mesma coluna, nédo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

4.3 Atividade acaricida

4.3.1 Tetranychus urticae

4.3.1.1 OE de H.ringens e pulegona

Frente aos ensaios com OE de H. ringens, pode-se inferir que o OE de
H. ringens possui atividade acaricida contra T. urticae em todos os periodos de
exposicdo, sendo observados diferentes niveis de toxicidade a depender das

condicBes experimentais, como demonstra a Tabela 5.

Assim na concentracéo de, 2 pL.L* foi possivel observar os primeiros indicios
de toxicidade (5,5%) no periodo de 0,5 h. Nesta concentracdo,em 1 h; 1,5he 2 hos
resultados ndo apresentaram diferengas significativas, demonstrando estabilidade no
percentual de mortes. O mesmo ocorreu para a concentracéo de 8 uL.L, podendo-
se inferir que o melhor resultado para esta concentragcdo encontra-se no periodo de
1 h, no qual a H. ringens provocou a morte de 85,1% dos organismos. Referente ao
tempo de exposicdo, as concentracdes, de 6 yL.Lt e 8 yL.L*? , apresentaram-se
semelhantes em cada periodo ndo havendo diferencas significativas entre as

concentracoes.
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Nenhum estudo referente a toxicidade do OE de H. ringens frente a acaros
fitéfagos fora encontrado, no entanto, a atividade acaricida j& fora reportada por
Ribeiro et al. (2010) que testou-o sobre o acaro hematofago Riphicephalus (Boophilus)
microplus cuja concentracdes de 50 yL.Lt e 25 yL.L* apresentaram inibicdo de 76,4%
e 48,2% para a ovoposicao e 95% e 30% de inibicdo para a taxa de eclosdo dos ovos,
respectivamente. Os resultados de Ribeiro et al. (2010) demonstram que o OE de H.
ringens pode ter efeitos toxicos sobre outros grupamentos de acaros bem como sobre

outros estagios de desenvolvimento.

Diante dos resultados (Tabela 5), determinou-se que a pulegona possui
atividade acaricida contra T. urticae, no entanto, as concentracdes de 1,67 yL.L' e
3,35 yL.L* ndo apresentaram diferencas significativas do controle. Observou-se maior
porcentagem de mortes quanto maior o periodo de exposicdo em todas as
concentracOes testadas. Em comparacdo com o OE de H. ringens, pode-se dizer que
a pulegona apresentou-se menos toxica nos periodos de 0,5 h; 1 h; e 1,5 h, sugerindo
gue outros componentes presentes no OE de H. ringens podem ter contribuido para
potencializar seus efeitos entre esses periodos. Ainda assim, no periodo de 2 h, a
pulegona apresentou taxas de mortalidade maiores em todas as concentracfes se
comparados ao OE de H. ringens, percebendo-se que esta necessitou de mais tempo
para chegar ao mesmo nivel de toxicidade. Nao foram encontrados estudos com
utiizacdo de pulegona no controle de T.urticae nas mesmas condicbes
experimentais. No entanto, Abdelgaleil et al. (2019) determinou a atividade acaricida
de pulegona contra T. urticae, na fase adulta, apresentando CLso de 3,81 mg.Lt, no
periodo de 24 h.

Em comparacédo a CLso (Tabela 7), pode-se inferir que o &caro T. urticae possui
maior sensibilidade aos efeitos do OE de H. ringens do que de pulegona, exceto para
os periodos de 1,5 h e 2 h, onde os resultados apresentam-se mais aproximados. Os
resultados indicam que o tempo de exposic¢ao influenciou diretamente na mortalidade
dos organismos e que a pulegona possivelmente € o componente fitoquimico

responsavel pela mortalidade de T. urticae.
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Tabela 5. Mortalidade de T. urticae frente a toxicidade do OE de folhas de H. ringens
e pulegona em diferentes concentrac6es e periodos.

MORTALIDADE % (MC'+EP?)3

Periodo de exposicao

Concentracgéo
(uL.L% 0.5h 1h 1,5 h 2h
H. ringens
0 0+0 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
2 5,5+0,33Ab 53,7+0,33Bb 57,6+0,88Bb 61,4+0,33Bb
4 44,6+0,66Ac 66,6+0,57Bbc 71,1+0,33BCb 87,7+0,88Cc
6 51,7+0,57Acd 66,6+0,57Bbc 76,2+0,88BCc 89,4+1Cc
8 58,9+0,66Ad 85,1+0,88Bc 89,8+1Bc 98,2+0,33Bc
Pulegona
0 0+0 Aa 010 Aa 00 Aa 0+0 Aa
1,67 1,6+0,33Ab 3,3+0,33Bb 36,6+0,66Cb 94,7+0Db
3,35 1,6+0,33Ab 5+0,57Bc 55+0,57Cc 100+0Db
5,00 8,4+0,57Ac 18,3+0,33Bd 71,6+0,66Cd 98,2+0,33Db
6,70 16,9+0,33Ad 26,6+0,33Be 81,6+0,33Cd 100+0Db

1 MC = Mortalidade corrigida. 2 EP = Erro padrao; 3 Médias seguidas da mesma letra mailscula na
mesma linha e mindscula na mesma coluna, para cada 6leo, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p <0,05).

4.3.2 Phytoseiulus macropilis

4.3.2.1 OE de H.ringens e pulegona

A analise dos resultados aponta que o OE de H. ringens possui atividade
acaricida contra o acaro P. macropilis. No entanto, quando comparados aos
resultados obtidos com T. urticae, baixos niveis de toxicidade puderam ser
observados. Nessas condi¢des, pode-se dizer que o OE apresentou seletividade a
este inimigo natural pois a mortalidade maxima obtida ndo ultrapassou os 40%
(Tabela 6) na maior concentracdo e maior tempo de exposicdo, sendo que, nas
mesmas condigcbes experimentais, a mortalidade de T. urticae fora de 98,20%

conforme demonstra a Tabela 5. Os resultados indicam a possibilidade da utilizagc&o
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deste OE integrado com o acaro predador P. macropilis no controle do acaro T. urticae

conforme demonstra a Tabela 7, havendo diferencas entre as concentragoes.

Tabela 6. Mortalidade de P. macropilis frente a toxicidade do OE de folhas de
H. ringens e pulegona em diferentes concentracdes e periodos.

MORTALIDADE % (MC*+EP?)3

Concentracéo Periodo de exposicao
(ML.L™) 0,5h 1h 1,5h 2 h
H. ringens
0 00 Aa 0+0 Aa 010 Aa 00 Aa
2 0+0 Aa 0£0 Aa 3,3+0,33Bb 6,6+0,3Ch
4 3,3+0,33Bb 3,3+0,33Bb 6,6+0,33Cc 16,6+0,6Dc
6 0+0 Aa 6,6+0,33Bc 10+0Cd 23,3+0,3Dd
8 6,6+0,33Bc 6,6+0,33Bc 13,3+0,33Ce 40+0,5De
Pulegona
0 0+0 Aa 010 Aa 0+0 Aa 0+0 Aa
1,67 0+0 Aa 010 Aa 3,3+0,33Bb 10+0,57Cb
3,35 0+0 Aa 18,3+0,33Bb 36,6+0,33Cc 33,3+0,33Cc
5,00 1,6+0,33Ab 26,6+0,33Ac 41,6+0,33Bc 43,3+0,66Cd
6,70 10+0Ac 90+0,57Bd 100+0Bd 100+0Be

1 MC = Mortalidade corrigida. 2 EP = Erro padrdo; 3 Médias seguidas da mesma letra mailscula na
mesma linha e mindscula na mesma coluna, para cada 6leo, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p <0,05).

Quanto a pulegona, os resultados demonstram que esta possui atividade
acaricida contra o acaro P. macropilis e apresenta diferencas significativas frente ao
OE de H. ringens, sendo o pulegona mais téxico em todos os periodos testados
(Tabela 6). Assim, a concentracdo de 6,70 pL.L' apresentou alto indice de
mortalidade, chegando a provocar a morte de 90% dos organismos no periodo de 1 h
nao diferenciando dos periodos de 1,5 h e 2 h, o qual apresentaram mortalidade de
100%. As concentragdes menores ndo excederam a mortalidade de 45%. Desse
modo, pode-se dizer que no caso de controle de P. macropilis a concentragdo possui
maior influéncia do que o tempo de exposicdo. Os resultados da CLso (Tabela 7),
também sugerem que a pulegona € o componente responsavel pela mortalidade de
P. macropilis, pois enquanto as CLso de pulegona foi de 5,37; 5,12; e 5,05 uL.L nos
periodos de 1h; 1,5h; e 2 h, respectivamente, ndo se pdde determinar as CLso do OE
de H. ringens nessas condigdes experimentais, necessitando de maiores

concentracfes para a comparacao.
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Os resultados deste estudo apontam a possibilidade da utilizacao de pulegona
no controle integrado com P. macropilis contra o acaro T. urticae. pois os resultados
obtidos nos ensaios in vitro, nas mesmas condi¢cdes experimentais, os periodos de
1,5 h e 2h apresentaram CLso maiores do que 0 necessério para controlar o mesmo

namero de organismos, conforme demonstra a Tabela 7.

Tabela 7. Valores de CLsodo OE de folhas de H. ringens e pulegona frente a T. urticae
e P. macropilis de acordo com periodos de exposicao.

Periodo de OE de H. ringens Pulegona
exposicao 0,5h 1h 15h 2h |05h 1h 1,5h 2h
T. urticae
Clso (ML.LY) 588 <2 <2 <2| >6,71 >6,71 2,88 <1,67
I.C. (95%) 3,18-7,16 2,2-6,64
R? 0,85 0,99

P. macropilis

Clso (ML.LY) >8 >8 >8 >8| >6,71 5,37 5,12 5,05
I.C. (95%) 2,71-6,12 2,68-6,05 2,67-6,02
R? 0,91 0,93 0,96

" Indice de confianga 95%; 2 R2 = coeficiente de determinagao.

N&o foram localizados estudos de pulegona frente ao acaro P. macropilis para
comparacao. Entretanto, o estudo de Veronez et al. (2012) avaliou a toxicidade aguda
e a influéncia de diversos compostos sobre a taxa de crescimento instantaneo dos
acaros em laboratorio. Os extratos de Allium cepa L., A. angustifolia, e produtos a
base de A. indica causaram mortalidade superior a 83% em T. urticae, sendo o extrato
de A. angustifolia e A. indica os que apresentaram menor toxicidade frente a
P. macropilis com mortalidade de 10% e 25% durante um periodo de 120 h,
respectivamente. Os resultados de Veronez et al. (2012), assim como o resultado
apresentado neste estudo, indicam uma possivel acdo integrada com o acaro
predador P. macropilis no controle de T. urticae, devido a este apresentar-se mais

sensivel.



5 CONCLUSAO

O OE de H. ringens apresentou rendimento de 3,01%, sendo identificados 19
constituintes em sua composi¢cao quimica o que totalizou um percentual de 95,43%
da area do OE identificada. Desses, a pulegona, pertencente ao grupo dos
monoterpenos oxigenados, apresentou-se como componente majoritario compondo
81,03% do percentual OE. Componentes como limoneno, (E)-Cariofileno e
biciclogermacreno também foram identificados em percentagens levemente acima de
2%. Ja os demais componentes obtiveram percentagens bem menores, somando um
total de 5,73% do total dos componentes que foram identificados, onde em média,
apresentaram-se com percentagens abaixo de 1% cada.

Referente aos ensaios, o OE de H. ringens apresentou-se promissor para
controle de S. zeamais e T. urticae devido a alta taxa de mortalidade apresentada. Os
resultados obtidos apontam que seu potencial toxico esta ligado a pulegona, relatada
na literatura cientifica por apresentar taxas de mortalidade contra diversos grupos de
artrépodes, devido sua acao neurotoxica que ocorre através da inibicdo da AChE e
também pela inibicdo do neurotransmissor GABA. Para P. macropilis, o OE de
H. ringens ndo apresentou altas taxas de mortalidade se comparados ao ensaio
realizado com T. urticae, visto que a mortalidade néao ultrapassou 40%. A pulegona,
guando utilizado de forma isolada, apresentou alto nivel de toxicidade a P. macropilis,
chegando a provocar a morte de 100% dos organismos na maior concentragdo e maior
tempo de exposicdo. Assim, 0 presente estudo permite apontar a pulegona como o
componente responsavel por causar a morte de todos os organismos testados devido

a este mostrar-se mais téxico na maioria dos ensaios realizados.
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Frente a atividade acaricida, quando comparados os efeitos de toxicidade do
OE de H. ringens e pulegona sobre P. macropilis, ambos aparentam ser compativeis
de no controle do acaro T. urticae, devido a este, de acordo com a CLso, apresentar-
se mais sensivel, necessitando menor dosagem para provocar a morte do mesmo
namero de organismos de P. macropilis. Nesse caso, as substancias testadas
possivelmente poderiam favorecer a utilizagéo deste inimigo natural em sistemas com
controle integrado contra o 4caro T. urticae evitando elevados prejuizos que poderiam
ocorrer em altas infestac6es. No entanto, outros ensaios sdo necessarios para sua
aplicacao, como atividades biolégicas in vivo, levando em consideracéo outros fatores
ambientais fisicos como temperatura, persisténcia no ambiente, disponibilidade de
vento e quimicos, como a interagdo com outros agentes controladores quimicos
utilizados para o controle de outros fit6fagos, os quais podem interagir e interferir na

sua toxicidade.
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