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EXTRATO

MAGALHAES, Sérgio Tindco Vergosa de, M. S., Universidade Federal de
Vigosa, outubro de 1998. Efeito da composicdo quimica de Lycopersicon
hirsutum f. glabratum (Pl 134417) sobre a traga-do-tomateiro Tuta
absoluta. Orientador: Gulab Newandran Jham. Conselheiros. Marcelo
Coutinho Picanco e Evaldo Ferreira Vilela

Tridecan-2-ona (2-TD) e undecan-2-ona (2-UD), presentes no tomateiro-
selvagem Lycopersicon hirsutum f. glabratum (Pl 134417), atuam como
principais fatores de resisténcia a diversas pragas do género Lycopersicon, nos
EUA. Entretanto, apesar de o tomateiro-selvagem demonstrar resisténcia contra
Tuta absoluta, os aleloquimicos 2-TD e 2-UD ainda néo sdo comprovadamente
considerados fatores de resisténcia. O presente trabalho objetivou obter dados
sobre fatores de resisténcia quimica desse tomateiro, atraves da identificagcdo dos
componentes presentes no extrato hexanico das folhas de L. hirsutum f.
glabratum, bem como avaliar sua toxicidade sobre T. absoluta. Outro objetivo foi
determinar curvas de concentracdo-mortalidade dos padroes 2-TD e 2-UD.
Sementes do tomateiro-selvagem foram plantadas na Horta Nova da
Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa, MG, e, aos 120 dias de idade, as
folhas foram extraidas com hexano por seis horas. O hexano foi evaporado e o

residuo, fracionado por coluna cromatogréfica de silica-gel, usando-se solventes
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de polaridades diversas. As fragbes com composicdo quimica similar foram
agrupadas em 29 subfragbes e andlisadas, por cromatografo, em fase
gasosa/espectrometria de massas (CG/EM), tendo sido possivel identificar 2-TD,
2-UD, trans-cariofileno, a-humuleno e outros compostos. Verificou-se que, em 8
das 29 subfracBes, os principais componentes foram 2-TD e 2-UD e uma
subfragdo continha trans-cariofileno e a-humuleno. A toxicidade de todas as 29
subfragdes foi avaliada mediante o emprego de larvas de 2° instar de T. absoluta,
verificando-se que 7 subfragGes, das 8 que continham 2-TD e 2-UD, foram
significativamente mais toxicas do que as outras (Scott-Knott, p < 0,05). A partir
desses resultados, bem como dos da literatura, pode-se concluir que 2-TD e 2-UD
s80 os principais fatores de resisténcia a T. absoluta presentes no extrato
hexénico de L. hirsutum f. glabratum. A partir de dados das curvas de
concentracéo-mortalidade, verificou-se que 2-TD é mais toxico que 2-UD e que
ocorreram interagOes antagonistas e neutras de 2-UD sobre 2-TD, dependendo

das suas concentragoes.



ABSTRACT

MAGALHAES, Sérgio Tindco Vercosa de, M. S., Universidade Federal de
Vicgosa, October 1998. Effect of the chemical composition of Lycopersicon
hirsutum f. glabratum (Pl 134417) on tomato leaf miner Tuta absoluta.
Adviser: Gulab Newandran Jham. Committee members. Marcelo Coutinho
Picanco and Evaldo FerreiraVilela.

Tridecan-2-ona (2-TD) and undecan-2-ona (2-UD) present in the wild
tomato variety Lycopersicon hirsutumf. glabratum (Pl 134417) were shown to be
resistance factors against several Lycopersicon pests found in the USA. However,
despite the fact that the variety L. hirsutum f. glabratum is known to be resistant
to Tuta absoluta attack, 2-TD and 2-UD have not been conclusively shown to be
the major resistance factors. The objective of this work was to obtain data on
chemical resistance factors by identifying the chemical constituents of the hexane
extract of L. hirsutum f. glabratum leaves and determining its toxicity against T.
absoluta. Another objective was to determine the mortality-concentration curves
of 2-TD and 2-UD standards and their mixtures. The seeds of L. hirsutum f.
glabratum were planted in Horta Nova of the Universidade Federal de Vicosa
and at 120 days, the leaves were extracted with hexane for 6 hours. The residue

obtained after evaporation of the solvent was fractioned on a silica gel column



using solvents of increasing polarities. Fractions of similar compositions (TLC)
were combined to obtain a total of 29 subfractions which were analyzed by gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). The compounds 2-TD, 2-UD,
trans-carophyllene and a-humulene were identified along with other compounds.
Also, 8 of 29 subfractions contained 2-TD and 2-UD as the principal compounds
while only one contained trans-carophyllene and a-humulene. The toxicity of all
the 29 subfractions was evaluated using 2° instar T. absoluta larvae and it was
found that 7 of 8 subfractions containing 2-TD and 2-UD were significantly more
toxic than the other fractions (Scott-Knott test, p<0.05). Based on this study and
others in the literature it appears that 2-TD and 2-UD are the principal resistance
factors present in the hexane extract of L. hirsutum f. glabratum leaves against
T.absoluta. The mortality- concentration data on 2-TD and 2-UD and in mixtures
showed that 2-TD is more toxic than 2-UD and that antagonistic and neutral

interactions of 2-UD on 2-TD occurred, depending upon their concentrations.
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INTRODUCAO

A tragca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera
Gelechiidae), € um inseto de distribuicéo neotropical conhecido ha alguns anos,
em diversos paises da América da Sul, como importante praga do tomateiro e da
batatinha. Somente em 1981 foi feito o primeiro registro de sua ocorréncia no
Brasil (LOURENCAO et d., 1984).

Segundo SOUZA e REIS (1986), a traca-do-tomateiro apresenta
potencial destrutivo muito grande, atacando 6rgéos da planta em qualquer estadio
de desenvolvimento, aimentando-se do parénquima foliar (situacdo em que
provoca o aparecimento de minas nas folhas) e broqueando os apices caulinares e
frutos.

A traca-do-tomateiro constitui principal praga da tomaticultura nacional.
Seu controle tem sido feito com aplicacfes de inseticidas organossintéticos, as
quais chegam até trés vezes por semana, ocasionando intoxicagdes em animais e
seres humanos, poluicdo ambiental, eliminacdo de inimigos naturais e resisténcia
ainseticidas (PICANCO et al., 1995; MOREIRA, 1995).

A resisténcia de plantas constitui-se numa boa opg¢édo, dentro do manejo
integrado, para reduzir a populacéo da traca-do-tomateiro a niveis de ndo dano

econdmico. Essa tatica apresenta as seguintes vantagens: facilidade de utilizacéo,



baixo custo, harmonia com o0 meio ambiente, persisténcia e reducéo do nivel de
infestacd0 em cultivares suscetiveis (LARA et al., 1986). Cultivares resistentes
podem ser obtidos através do melhoramento genético, cruzando-se cultivares
comerciais que apresentam as caracteristicas agrondémicas desgjaveis com
materiai s selvagens que apresentam fatores de resisténcia (GIUSTOLIN, 1991).

Dentre as espécies de tomateiro resistentes a traga-do-tomateiro, destaca-
se 0 Lycopersicon hirsutum f. glabratum Mull (Pl 134417), o qua apresentou
altos nivels de resisténcia a essa praga, alongando-se as fases larval e pupal,
reduzindo a viabilidade larval e diminuindo o peso de pupas e a fecundidade das
fémeas, em testes biolégicos com a propria folha (GIUSTOLIN e
VENDRAMIM, 1994).

Esta espécie possui, comprovadamente, dois aleloquimicos associados a
resisténcia a diversas pragas de Lycopersicon nos EUA: tridecan-2-ona (2-TD)
(WILLIAMS et d., 1980) e undecan-2-ona (2-UD) (FARRAR e KENNEDY,
1987), presente nos tricomas glandulares tipo VI. Outras substancias também
podem estar associadas a resisténcia, como &cido clorogénico e afatomatina
(ELLIGER et al., 1981), estando a primeira nos tricomas tipo VI e a segunda na
lanela média do foliolo. Além dessas, afahumuleno e beta-cariofileno
(FARRAR e KENNEDY, 1990) e gamaelemeno (EINGENBRODE e
TRUMBLE, 1993), presentes também nos tricomas tipo VI, bem como agucares
redutores (SILVA, 1995), tém sido encontrados nesse acesso. Assim, conclui-se
gue a maioria dos compostos ja conhecidos no tomateiro-selvagem esta presente
nos tricomas glandulares tipo VI, os quais sdo encontrados na superficie foliar da
planta.

A presenca de fatores de resisténcia no L. hirsutum f. glabratum e os
efeitos da toxicidade destes sobre T. absoluta tém sido pouco estudados no
Brasil, sendo o trabalho de GIUSTOLIN e VENDRAMIM (1996) o Unico sobre
este assunto. Esses estudos sdo importantes, pois a demonstracéo da existéncia de

fatores de resisténcia quimica podera fornecer parametros para aumentar a



resisténcia de variedades comerciais altamente suscetiveis ao ataque de T.
absoluta, através de programas de melhoramento vegetal .

A presente pesquisa objetivou verificar se 2-TD e 2-UD s&o realmente
fatores de resisténcia no tomateiro L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417), bem
como encontrar outros fatores de resisténcia no extrato hexanico dessa planta,
através de testes biol6gicos com T. absoluta; objetivou, ainda, estudar os efeitos
da toxicidade de tridecan-2-ona (2-TD) e undecan-2-ona (2-UD), isoladamente e
em misturas, para determinar curvas de concentragdo-mortalidade, o que permitiu

prever o impacto dessas substancias em popul agbes de traga-do-tomateiro.



CAPITULO 1

ATIVIDADE DE COMPOSTOS QUIMICOSPRESENTESEM EXTRATO
HEXANICO DE FOLHAS DE Lycopersicon hirsutum f. glabratum (PI
134417) SOBRE Tuta absoluta

1. INTRODUCAO

A traga-do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera
Gelechiidae) € considerada a principal praga da tomaticultura nacional. Seu
controle tem sido feito basicamente através do uso abusivo de inseticidas, o que
tem levado ao desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas, a eliminacdo dos
inimigos naturais, a intoxicacdo de aplicadores e a contaminacdo do meio
ambiente (PICANCO et al., 1995).

Existem diversas opcgdes de controle da traga-do-tomateiro, destacando-
se a resisténcia de plantas. Esse método de controle apresenta inUmeras
vantagens. pode ser utilizado pelo agricultor com facilidade, tem baixo custo e
harmonia com o0 meio ambiente, reduz o nivel de infestacdo em cultivares
suscetiveis, tem grande persisténcia e é compativel com as demais préticas
culturais (LARA et al., 1986).



Dentre as espéecies do género Lycopersicon, destaca-se 0 Lycopersicon
hirsutum f. glabratum (Pl 134417), que apresenta altos nivels de resisténcia a
traca-do-tomateiro, alongando-se as fases larval e pupal e reduzindo a viabilidade
larval, o peso de pupas e a fecundidade das fémeas (GIUSTOLIN e
VENDRAMIM, 1994). Nessa espécie tém sido encontradas substéncias
associadas a resisténcia: tridecan-2-ona (WILLIAMS et al., 1980) e undecan-2-
ona (FARRAR e KENNEDY, 1987). Além dessas, tém sido encontradas outras
substancias, que podem estar associadas a resisténcia, como: acido clorogénico e
a-tomatina (ELLIGER et al., 1981), a-humuleno e b-cariofileno (FARRAR e
KENNEDY, 1990) e gelemeno (EIGENBRODE e TRUMBLE, 1993), bem
como agucares redutores (SILVA, 1995).

KENNEDY e YAMAMOTO (1979) foram os primeiros a propor a
existéncia de fatores quimicos de resisténcia nos tricomas de folhas de L.
hirsutum f. glabratum (Pl 134417). Posteriormente, WILLIAMS et al. (1980)
isolaram do extrato de folhas um inseticida ndo acaldide e identificaram-no
como sendo tridecan-2-ona. Este composto foi 72 vezes mais abundante nessa
especie que no tomate cultivado L. esculentum, sendo toxico a Manduca sexta
(L.) (Lepidoptera: Sphingidae), Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera
Noctuidae) e Aphis gossypii (Glover) (Lepidopteras Noctuidae). Mais tarde,
DIMOCK e KENNEDY (1983) encontraram tridecan-2-ona no extrato de
tricomas glandulares retirados da folha desse mesmo tomateiro, sendo
encontrados no interior da folha somente tragos do referido composto.

ELLIGER et a. (1981) encontraram niveis atos de afatomatina e
meédios de é&cido clorogénico em extratos de L. hirsutum f. glabratum (Pl
134417), em comparagdo com o cultivar ‘Ace’, sendo esses dois compostos
toxicos para H. zea. ISMAN e DUFFEY (1982) verificaram que alfa-tomatina
oriunda de folhas de tomateiro foi mais toxica que o &cido clorogénico e arutina.

FARRAR e KENNEDY (1987) encontraram undecan-2-ona cOmo
constituinte dos tricomas glandulares de L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417).

Esse composto, incorporado a dieta artificial, ndo aumentou a mortalidade das



larvas e pupas de M. sexta, mas sim a deformacé&o e a mortalidade de pupas de H.
zea. Esses autores verificaram, também, que a adicdo de undecan-2-ona
combinada com tridecan-2-ona resultou em aumento da mortalidade larval de H.
zea nas primeiras 48 horas. LIN et al. (1987) observaram que 95% do contetido
dos tricomas tipo VI de L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417) foi formado por
duas cetonas de cadeia simples, tridecan-2-ona (146 ng) e undecan-2-ona (47 ng),
e por um sesquiterpeno desconhecido (5 ng). Em testes biol6gicos com Keiferia
lycopersicella (Walsingham) (Lepidoptera: Gelechiidae) e Spodoptera exigua
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), aqueles autores verificaram gue a undecan-2-
ona foi menos téxica que a tridecan-2-ona e a mistura na proporcéo de 3:1 de
tridecan-2-ona e undecan-2-ona demonstrou interagdo sinergista entre essas duas
substancias.

FARRAR e KENNEDY (1990) avaliaram, em dieta artificial, quatro
constituintes presentes em L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417), alfatomatina,
acido clorogénico, trans-cariofileno e afa-humuleno, quanto a agdo de inibicéo
de crescimento de H. zea. Verificaram gque todos esses compostos, a excegéo do
acido clorogénico, provocaram reducéo no tempo de desenvolvimento e pequeno
decréscimo no peso das pupas.

EIGENBRODE e TRUMBLE (1993) constataram que exsudados da
superficie foliar de L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417), ap0s a imersdo de
30 cm’ de folha em hexano por 1,5 h, com agitacdo contendo padrdo interno
dodecano, continham, em sua maioria, metilcetonas, tridecan-2-ona e undecan-2-
ona e, ainda, g-elemeno em menor quantidade. Quanto a sobrevivéncia de S
exigua, ela foi muito baixa quando larvas de primeiro instar foram colocadas
sobre afolha. SILVA (1995) verificou correlagdo positiva entre a resisténcia de
L. hirsutum f. glabratum e a presenca de agucares redutores nas folhas desse
tomateiro.

O referido tomateiro tem sido foco de muitos estudos, sendo utilizado
como fonte de resisténcia nos programas de melhoramento genético. Entretanto,

até hoje ndo se tem um cultivar resistente a traga-do-tomateiro devido a genética



da resisténcia. Tal fato é decorrente do desconhecimento da genética da
resisténcia, de fatores de resisténcia e das interagcdes entre as causas da resisténcia
para a traca-do-tomateiro, bem como de métodos bioldgicos inadequados para
deteccdo de substancias ativas (BARBOSA e MALUF, 1994).

A presenca de fatores de resisténcia no L. hirsutum f. glabratum e os
efeitos da toxicidade deles sobre T. absoluta tém sido pouco estudados no Brasil,
conforme consta do Unico trabaho sobre o assunto (GIUSTOLIN e
VENDRAMIM, 1996). Tais estudos sdo importantes, pois a demonstragdo da
existéncia de fatores de resisténcia quimica podera fornecer parametros para
aumentar a resisténcia de variedades comerciais atamente suscetivels ao ataque
de T. absoluta, através de programas de melhoramento vegetal.

Assim, o presente trabalho objetivou confirmar se 2-TD e 2-UD sdo
fatores de resisténcia, bem como identificar novas substéncias ativas contra a
traca-do-tomateiro em L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417), através da andlise
de subfragcbes do extrato hexanico das folhas dessa planta no cromatégrafo
gasoso acoplado ao espectrometro de massas (CG/EM) e de testes biol 6gicos por
contato com larvas de 2° instar da traga-do-tomateiro. Os testes bioldgicos
utilizados neste trabalho foram diferentes dos utilizados por GIUSTOLIN e
VENDRAMIM (1996), pois estes autores utilizaram a dieta para avaliacdo dos
efeitos dos aleloquimicos tridecan-2-ona e undecan-2-ona. Portanto, acredita-se
gue o tipo de teste utilizado na presente pesguisa seja mais adequado para avaliar
os efeitos toxicos dos aleloquimicos volateis presentes nas folhas do tomateiro L.
hirsutum f. glabratum (Pl 134417).



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo das plantas

Em 13.12.1995 foram plantadas trés sementes de L. hirsutum f.
glabratum (Pl 134417) por saquinho de jornal, dentro da casa de vegetacéo do
Setor de Entomologia do Departamento de Biologia Animal da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), totalizando-se 230 saguinhos de jornal com as
sementes. O solo utilizado nesses saquinhos foi de barranco e adubado com 50 g
de sulfato de ambnio, 150 g de superfosfato simples e 17 g de cloreto de potassio
para cada 50 kg de solo. Em 03.01.1996 foi feito o desbaste das mudas,
deixando-se duas em cada saquinho. Em 16.01.1996 foi realizado o transplantio
para o campo (espacamento de 1,0 x 0,5 m) - Latossolo Vermelho-Amarelo, fase
terraco -, na Horta Nova do Fundéo, pertencente ao Departamento de Fitotecnia
daUFV, situada nalatitude 20°45¢ longitude 42°51¢e atitude de 651 m.

O sistema de tutoramento foi o0 convencional, uma planta por cova com
uma haste por planta, com um minimo de desbrota. Foram adotadas praticas
convencionais de cultivo, como amontoa, tutoramento e amarrio. Além dessas
préticas, foram realizadas irrigacdes e adubacdes [30 g/planta da mistura NPK
(12:6:12) em 13.02.1996 e 30 g/planta da mistura (12:0:12)].



2.2. Extracao e fracionamento do extrato de folhas de L. hirsutum f.
glabratum (Pl 134417)

As folhas de plantas do tomateiro L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417),
aproximadamente aos 120 dias de idade, foram coletadas de forma parcelada,
durante 12 dias, e levadas ao Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais
(LPPN) do Departamento de Quimica da UFV. Os foliolos foram colocados em
bégueres de cinco litros, aos quais se adicionou 0 solvente hexano destilado até
encher os béqueres, onde permaneceram por seis horas. O extrato dissolvido em
hexano foi filtrado, sendo os foliolos extraidos descartados. Novos foliolos foram
cortados e imersos nos béqueres com o extrato dissolvido em hexano. Apds o
término das extragbes, 0 extrato bruto foi desidratado com sulfato de sodio
anidro, secado em rotavapor (40°C) e armazenado no congelador. O solvente
utilizado foi o hexano, por suas caracteristicas de solvente que permite extrair
substancias menos polares e por estas substancias, que normal mente sdo relatadas
estarem presentes no tomateiro em estudo e terem agdo inseticida em diversas
pragas.

Efetuou-se a extracdo de 73,570 kg de matéria fresca, constituida por
foliolos do tomateiro L. hirsutum f. glabratum. Apds a extracdo, secagem com
sulfato de sodio anidro e evaporacdo do solvente no rotavapor, obteve-se a massa
total de 26,084 g de extrato bruto. A seguir, fez-se o fracionamento do extrato
hexanico bruto de L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417), em uma coluna de
165 cm de comprimento e 7 cm de diametro, tendo como fase estacionéria a
silica-gel (0,2-0,5 mm, 35-70 mesh ASTM, Kieselgel 100 e art. 10185), na
proporcdo de 40:1. A fase moével foi constituida por 1.000 mL de cada uma das
seguintes misturas dos solventes destilados: hexano/acetato de etila (100:0, 98:2,
90:10, 80:20, 70:30, 50:50, 30:70 e 10:90), acetato de etila/diclorometano (100:0,
90:10, 30:70, 50:50, 30:70 e 10:90), diclorometano/etanol (100:0 e 0:100) e
metanol.

FragOes de 100 mL de volume foram coletadas e secadas no rotavapor a

40°C, e pequena quantidade de cada fragdo foi colocada sobre placas de



dimensdes de 2,5 cm x 7,5 cm x 0,25 mm de cromatografia, em camada delgada
(CCD), contendo silica da marca “Baker-flex”. Em seguida, essas placas foram
colocadas dentro de frasco de boca larga contendo hexano/acetato de etila
destilados na proporcéo de 80:20, por ser a melhor fase movel para separar as
substancias do extrato bruto. Ao final da corrida, essas placas foram secadas a
temperatura ambiente, reveladas por imersdo em acido fosfomolibdico diluido
(32 g/250 mL de etanol) e aguecidas em estufa a 60°C. As fragbes com 0 mesmo
fator de resposta (Rf) foram agrupadas e secadas no rotavapor a 40°C. Foram
obtidas 21 subfracdes, denominadas: A, Al, A2, A3,A4,B,C, D, E E1 F, G, H,
H1,1,J L, MA, MI,NeO.

Como a subfragcdo | continha grande quantidade do extrato bruto
(14,752 g), redlizou-se novo fracionamento dela, mediante 0 emprego de uma
coluna de 90,0 cm de comprimento e 3,1 cm de diametro, sendo utilizada como
fase estacionaria a silica (0,2-0,5 mm, 35-70 mesh ASTM, Kieselgel 100 e art.
10185), na proporcéo de 40:1. A fase mével utilizada foi constituida de 300 mL
de cada uma das proporcdes das seguintes misturas de solventes:
hexano/diclorometano  (80:20, 60:40, 40:60, 20:80 e 0:100),
diclorometano/cloroférmio  (80:20, 60:40, 40:60, 20:80 e 0:100) e
cloroformio/metanol (90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 20:80 e 0:100). Fragbes
de 300 mL foram coletadas, secadas no rotavapor e analisadas por cromatografia
de camada delgada (CCD), como anteriormente descrito; todavia, nesse caso, a
fase movel foi constituida de hexano/diclorometano na proporcéo de 30:70. As
subfracdes resultantes desse subfracionamento foram denominadas |A, IB, IC, ID
elE.

2.3. Avaliacgao da toxicidade de extrato hexanico fracionado a T. absoluta
Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Manegjo Integrado de

Pragas do Departamento de Biologia Animal da UFV, utilizando-se larvas de 2°

instar de Tuta absoluta. Essas larvas, provenientes de criagdo massal, foram
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retiradas de folhas do cultivar “Santa Cruz’, com a guda de uma lupa, e
colocadas sobre uma placa de Petri (9 cm de didmetro por 2 cm de atura). Com a
gjuda de um paquimetro, selecionaram-se as larvas que mediam 1,8 a 2,2 mm de
comprimento (CASTELO BRANCO et a., 1987; COELHO e FRANCA, 1987).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes, e consistiram de pelo menos uma das concentragdes (2,0 e, ou,
6,0 mg/mL de hexano) do extrato das subfracbes A, A1, A2, A3, A4, B, C, D, E,
El, F, G, H, H1, I, J L, MA, MI, N, O, IA, IB, IC, ID e IE, dependendo da
disponibilidade de material. Essas concentragbes foram estabelecidas,
considerando-se o resultado de teste biol6gico com o0 uso de apenas tridecan-2-
ona, composto presente nas subfragbes em grande concentracdo; utilizando
apenas 1,3 mg/mL dessa substancia, obteve-se 90% de mortalidade de larvas de
2° instar da traca-do-tomateiro. Também, foi feito um tratamento contendo
somente hexano, a fim de avaliar a mortalidade das larvas diante da presenca do
solvente apenas, que constituiu o grupo-testemunha (branco).

O experimento tinha inicio com a pesagem dos extratos das subfracfes na
quantidade de cinco vezes a desgjada, os quais foram dissolvidos em 5,0 mL de
hexano, e cada 1,0 mL dessa solucgéo foi espalhado sobre uma das cinco placas de
Petri (9 cm de diametro e 2 cm de altura) que continham folha de papel-filtro
redonda, constituindo esta a parcela experimental. Apos a evaporacéo do hexano
(cerca de 5 min.), 10 larvas foram colocadas sobre esse papel-filtro, sendo as
placas de Petri vedadas com filme transparente de PV C. A seguir, as placas foram
transferidas para estufas incubadoras do tipo BOD, a 25 + 0,5°C, por quatro
horas.

As avaliaghes foram feitas ap0s as quatro horas de incubagdo, contando-
se 0 numero de larvas vivas e mortas contidas na placa de Petri; avaliaram-se a

sobrevivéncia e a mortalidade, conforme ABBOT (1925).
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2.4. |dentificagdo parcial das subfragbes através do cromatografo de fase

gasosa/espectr dmetro de massas (CG/EM)

As subfragdes do extrato hexanico de L. hirsutum f. glabratum foram
injetadas no cromatografo a gas A-17 acoplado ao espectrometro de massas QP-
5000 (CG/EM) da Shimadzu com auto-injetor. A caracterizagdo dos componentes
dessas subfragdes foi baseada nas probabilidades de similaridade dos espectros de
massas gerados pelo CG/EM, com os espectros de massas de 160.000 compostos
contidos na biblioteca “John Wiley” do equipamento e nas comparacdes dos
tempos de retencéo e areas dos picos desses compostos com os de tridecan-2-ona,
undecan-2-ona, trans-cariofileno, alfa-humuleno, parafinas C10, C12 a C36,

hepatnol, octanol e nonanol (Figural).

A\

Me
©) Me 4 e
Me/\(CHz)n/\Me /\/\/\CHon
(5) N=6, 8: 10 @32 (6)
VD VNN
\/\/\/\CHZOH CH,OH

(7) (8)

Figural - Estruturas quimicas dos padrdes disponiveis em laboratorio: tridecan-
2-ona (1), undecan-2-ona (2), trans-cariofileno (3), alfa-humuleno (4),
parafinas C10, C12 a C36 (5), hepatnol (6), octanol (7) e nonanol (8).
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As condic¢les de operacéo do aparelho CG/EM estéo especificadas no
Quadro 1. Entretanto, para se obter uma melhor resolucdo dos picos, as
subfracbes A, Al, A3,A4,B,C,D,E E1, F, G H,HLI,JL,OIA/IB,ICelD
foram injetadas, utilizando-se para elas 73,60 kPa de pressdo do gas de arraste,
enquanto as subfracbes A2, MA, MI, N e IE o foram, utilizando-se para estas

100kPa de presséo do gas de arraste.

Quadro 1 - Parametros de funcionamento do cromatografo de fase gasosa
acoplado ao espectrometro de massas (CG/EM) utilizados para
identificagdo parcial das subfragdes de L. hirsutum f. glabratum (PI

134417)

Pardmetros de Funcionamento do CG/EM Condicoes
Temperaturainicial 40°C por 1,75 min
Programa de temperatura 20°C/min até 80°C; 5°C/min até 250°C; 2 min
Temperatura do injetor 220°C
Temperatura dainterface 230°C
Controlador do fluxo “Slitless’

Razé&o de “split” 40

Press3o do gés de arraste 73,60* e 100° kPa
Tempo com o “split” fechado 1,75 min

Tipo de coluna DB1da“W & J Scientific”
Diametro/comprimento da coluna 0,25mm/30m
Corte do solvente 6,0 min

Tempo de aquisi¢ao 7,0 min

Faixa de massas analisadas 40-300
Largurado pico naaturamédia 2,00 seg
Inclinagéo do angulo do pico 1500,0 (1.000/min)
Areaminima 200.000

Obs.: a = pressdo do géas de arraste usada para as subfragdes (A, Al, A3, A4, B,
C,DEELFGHHLILJL,OIAIB,ICelD) eb= pressdo do gasde
arraste usado nas subfragfes (A2, MA, MI, N e lE).

ApoGs a andlise no CG/EM das subfracbes do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum (Pl 134417), verificou-se que as subfragtes (B, C, D, E,
El e F) indicavam a presenca de trans-cariofileno e, ou, alfa-humuleno, e as sub-

fracbes (G, H, H1, I, J e L) indicavam a presenca undecan-2-ona e tridecan-2-
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ona. Assim, injetaram-se os padroes disponiveis nas mesmas condi¢cdes de
anadlise, e verificou-se que os tempos de retencdo dos padrdes trans-cariofileno,
alfa-humuleno, tridecan-2-ona e undecan-2-ona foram bem semelhantes aos dos
picos observados nas correntes totais de ions das subfragdes.

Para confirmar que essas substéncias estavam presentes nessas
subfracdes, adicionaram-se 6,0 ng de trans-cariofileno e 2,0 ng de afa-humuleno
as subfractes (B, C, D, E, E1 e F) e 8,0 ng de tridecan-2-ona e 3,0 ng de
undecan-2-ona as subfragdes (G, H, H1, |, J e L). Injetaram-se novamente essas
subfragBes com os mesmos parémetros de funcionamento do CG/EM, utilizando
o tempo de corrida de 21,7 min, uma vez gque todos os picos dessas substancias
apresentavam tempos de retencdo inferiores a este. Assim, pelo aumento do
nimero de ions detectados no CG/EM desses picos, trans-cariofileno, afa
humuleno, tridecan-2-ona e undecan-2-ona, foi confirmada a identificac&o dessas
substéncias nessas subfragoes.

O método de analise das subfragdes utilizando o CG/EM possui algumas
limitagbes. substéncias com elevado peso molecular, por ndo ser possivel a sua
volatilizagdo, acabam ndo sendo detectadas pelo espectrOmetro de massas, o
mesmo ocorrendo com substancias que perdem alguma parte da sua estrutura
devido as elevadas temperaturas do injetor. Entretanto, trata-se de um método
muito interessante, por unir duas técnicas de andise, 0 que permite que

substancias ainda impuras possam ser analisadas de maneira rapida e eficiente.

2.5. Quantificacdo de tridecan-2-ona e undecan-2-ona, via padrao interno
dodecano, nas subfracbes do extrato hexanico, utilizando-se

cromatogr afo de fase gasosa (CG)

A partir dos dados de CG/EM, obtidos das fracfes do extrato hexanico de
L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417), selecionaram-se as fragoes G, H, H1, L, J,
[, IA e IB, que continham tridecan-2-ona e undecan-2-ona. A presenca dessas

substancias nas referidas fragdes foi quantificada, utilizando-se cromatografo de
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fase gasosa (CG) A-17 da “Shimadzu”, com os parametros de funcionamento do

cromatografo mostrado no Quadro 2.

Quadro 2 - Parametros de funcionamento do cromatografo gasoso (CG) para
quantificacdo de tridecan-2-ona e undecan-2-ona nas subfra¢tes do
extrato hexanico de L. hirsutumf. glabratum (Pl 134417)

Pardmetros de Funcionamento do CG Condicoes
Temperaturainicial 60°C
Programa de temperatura 7°C/min até 170°C
Temperatura do injetor / detector 215°C/ 225°C
Pressdo do gas de arraste 100,0 kPa
Controlador do fluxo “gplit”
Razé&o de “split” 10
Tipo de coluna DB-23da“W & J Scientific”
Comprimento / didmetro da coluna 30m/ 0,25 mm
Largurado pico naaturamédia 1,00 Seg
Inclinag&o do angulo do pico 300,0 (1.000/min)
Areaminima 70

Programac&o de tempo para ndo integracéo

Tipo de curva

0,01 a4,16; 4,50 a11,00; 11,60 a 14,00; e
14,57 a 15,97
Linear

Portanto, quantidades crescentes dos padrdes 2-TD e 2-UD com o padréo

interno dodecano constante foram injetadas, com a finalidade de construir uma

curva de calibragéo para tridecan-2-ona e outra para undecan-2-ona, abrangendo

as quantidades contidas nas fragdes (Quadro 3).

Em seguida, foi calculada arazéo das areas dos picos dos padrdes (2-TD

e 2-UD) pela &ea do padréo interno (variavel X), bem como a razdo das

concentragOes dos padrdes (2-TD e 2-UD) pela concentragdo do padréo interno

(variavel Y). Por fim, foi efetuada a regresséo linear para construcdo da curva de

calibracéo de 2-TD e 2-UD.

15



Quadro 3 - Quantidades de tridecan-2-ona (2-TD), undecan-2-ona (2-UD) e
dodecano (padréo interno) usadas nas injecdes para desenvolvimento
das curvas de calibragdo para2-TD e 2-UD

Mistura Tridecan-2-ona (ng) Undecan-2-ona (ng) Dodecano (ng)
1 4,899 0,739 11,16
2 25,194 3,800 11,16
3 35,272 5,320 11,16
4 58,790 8,870 11,16
5 88,180 13,300 11,16
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Cultivo das plantas

O plantio das sementes resultou em 280 mudas do tomateiro. As mudas
mai's vigorosas foram transplantadas de forma satisfatoria para o campo, obtendo-
se mais de 90% de pegamento das mudas. Assim, foram obtidas 230 plantas
transplantadas no campo, situado na Horta Nova do Funddo da Universidade
Federal de Vigosa, em Vigosa, MG.

O sistema de conducéo tradicional, uma planta por cova com uma haste
por planta com um minimo de desbrota, bem como as adubagdes e irrigagoes, foi
adequado a producdo de grande quantidade de folhas bem desenvolvidas, para
serem utilizadas na extragcéo dos alel oquimicos com o hexano.

3.2. Extragdo e fracionamento de folhas de L. hirsutum f. glabratum (PI
134417)

Fracionaram-se 26,084 g de extrato bruto, uma vez que foi perdido um
pouco de material quando se preparava a coluna para o fracionamento.
Obtiveram-se 176 fracdes de 100 mL cada, as quais foram agrupadas com base
no fator de resposta (Rf) e no ndmero de manchas nas placas de cromatografia
em camada delgada, o que resultou nas 21 subfragdes relacionadas no Quadro 4.
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Quadro 4 - Fragdes obtidas do extrato hexanico bruto de L. hirsutum f. glabratum
(Pl 134417) agrupadas em subfragcOes, com as respectivas massas e
porcentagens em relacdo ao total fracionado

FracOes Obtidas Agrupamento das Massa das Porcentagensem
FragOes em Subfragdes Subfragdes Relacdo a Massa Total

la4 - - -

5 A 0,01g 0,13%
6e7 Al 2,229 7.57%
8alo A2 4,209 14,33%
1llel12 A3 0,079 0,23%
13e14 A4 0,109 0,35%
15 B 0,039 0,11%
16a19 C 0,159 0,49%
20a23 D 0,119 0,36%
24 E 0,029 0,07%
25 El 0,029 0,05%
26 a36 F 0,089 0,27%
37a44 G 1,32¢g 4,50%
45a53 H 2979 10,12%
45a53 H1 0,069 0,21%
54a139 I 14,759 50,36%
140 J 0,019 0,03%
141 a149 L 0,379 1,27%
150 MA e Ml 2,37g 8,10%
151a170 N 0,409 1,35%
171a176 O 0,069 0,19%
Tota 29,309 100%

Obs.: (-) fragdes iniciais que continham apenas o solvente hexano.
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Na subfracdo H, verificou-se a presenca de um precipitado ndo-soltvel
em hexano, sendo sollvel somente em acetato de etila. Portanto, a parte insolUvel
dessas subfragcOes foi separada na subfragbes H1. A subfracdo M, que foi
insolivel em hexano, continha duas fases liquidas: uma amarela e outra incolor,
sendo também separadas nas subfragtes MA e M1, respectivamente.

O fracionamento da subfracdo | justificou-se devido ao fato de essa
subfracéo ter concentrado grande quantidade de extrato (14,752 g), resultando em
50,36% do seu contetido total. Foram subfracionados 4,005 g da subfragéo I,
obtendo-se 51 fragdes de 300 mL, as quais foram dessecadas e submetidas a
cromatografia de camada delgada. As fragdes que tinham o0 mesmo
comportamento foram agrupadas em cinco subfragdes (IA, IB, IC, ID e IE), que

foram desidratadas e secadas no rotavapor, sendo medida sua massa (Quadro 5).

Quadro 5 - FragOes obtidas da subfracéo | do extrato fracionado de L. hirsutumf.
glabratum (Pl 1334417), que foram agrupadas em subfracdes, com as
respectivas massas e porcentagens em relacdo a massa total

FracOes obtidas Agrupamento das Fracdes Massa das Porcentagensem
em Subfracdes Subfracdes Relacdo aMassa Tota

lail3 1A 0429 13,62%

14a27 IB 0,78¢ 24,93%

28e29 IC 0,399 12,64%

30a33 ID 0,769 24,13%

34 a36 IE 0,779 24,52%

37a51 - - -

Tota 3,099 100%

3.3. Avaliacgao da toxicidade de extrato hexanico fracionado a T. absoluta

A metodologia utilizada para avaliacdo da toxicidade das subfracbes
mostrou-se muito boa, prética e rapida. Portanto, substancias voléteis produzidas

pelo Pl 1334417, que atuam naturalmente pelo contato externo e que tornam esta
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planta resistente a tragca-do-tomateiro, puderam ser avaliadas quanto a sua
toxicidade. Entretanto, existem outras substéncias que atuam de forma negativa
nessa praga que ndo puderam ser avaliadas em virtude de atuarem no
metabolismo quando ingeridas por essa traga. Assim, concluiu-se que para as
substancias que atuam por contato na traga-do-tomateiro essa metodologia se
mostrou muito eficiente; para substancias que atuam no metabolismo do inseto
quando atraca asingere, tal metodologia ndo se mostrou eficiente.

As subfragdes resultantes dos fracionamentos foram avaliadas quanto a
toxicidade sobre a traga-do-tomateiro. Verificou-se que as subfracdes G, H, IA,
IB e L ndo diferiram entre si, mas sim das demais subfragdes, inclusive da
testemunha, sendo estas as mais toxicas. Tais resultados foram obtidos quando se
utilizaram as seguintes concentragbes. 2,0 mg/mL para as subfracdes G e H e
6,0 mg/mL para as subfraces IA, IB e L. Ja as subfragbes | e H1 ndo diferiram
entre si, mas sim das demais subfragdes, inclusive da testemunha, sendo estas
subfracOes as segundas mais toxicas, depois das subfragdes G, H, IA, IB e L.
Esses resultados foram obtidos quando se utilizaram as seguintes concentracoes:
2,0 mg/mL para a subfracdo H1 e 6,0 mg/mL para a subfracéo |. Por fim, as
subfracbes A, Al, A2, A3,A4,B,C,D,E EL F IC,ID, IE, J L, MA, MI, N, O
e atestemunha ndo diferiram entre s, nas concentracgdes utilizadas. As fragbes A,
A3, A4, B, E, E1 e J, por insuficiéncia de amostra, ndo foram submetidas ao teste
biologico, utilizando-se a concentragdo de 6,0 mg/mL (Quadro 6). Assim,
conclui-se que somente as subfragdes G, H, H1, I, 1A, IB e L possuem
aleloquimicos capazes de provocar toxicidade a traga-do-tomateiro, tomando-se
por base 0s resultados preliminares e utilizando a mesma metodologia, na qual,
para se ter 90% de mortalidade, € necessario colocar apenas 1,3 mg/mL de

tridecan-2-ona.
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Quadro 6 - Toxicidade das subfragdes resultantes do extrato hexanico bruto de
folhas de Lycopersicon hirsutumf. glabratum a Tuta absoluta

Tratamentos* Mortalidade (%0)**
Testemunha 6,62 C
Subfragdo A (0,4 mg/ mL) 16,67 C
Subfragdo A1(2 mg/mL) 844C
Subfracdo A1(6 mg/mL) 0,00C
Subfragdo A2 (2 mg/mL) 11,17C
Subfragdo A2 (6 mg/mL) 0,00C
Subfragdo A3 (2 mg/mL) 9,00C
Subfragdo A4 (2 mg/mL) 21,27 C
Subfragdo B (2 mg/mL) 1244 C
Subfragdo C (2 mg/mL) 844C
Subfracédo C (6 mg/mL) 0,00C
Subfragdo D (2 mg/mL) 10,22C
Subfragdo D (6 mg/mL) 11,17 C
Subfragdo E (2 mg/mL) 10,00 C
Subfragdo E1 (2 mg/mL) 200C
Subfragdo F (2 mg/mL) 1111C
Subfragdo F (6 mg/mL) 12,24C
Subfracdo G (2 mg/mL) 100,00 A
Subfragdo H (2 mg/mL) 100,00 A
Subfragdo H1 (2 mg/mL) 76,44 B
Subfragéo | (2 mg/mL) 16,00 C
Subfracéo | (6 mg/mL) 59,18B
Subfracdo |A (6 mg/mL) 100,00 A
Subfracéo IB (6 mg/mL) 100,00 A
Subfragéo IC (6 mg/mL) 22,22 C
Subfragéo ID (6 mg/mL) 22,00C
Subfracéo |E (6 mg/mL) 1511 C
Subfracdo J (2 mg/mL) 18,00 C
Subfragdo L (2 mg/mL) 18,22C
Subfragdo L (6 mg/mL) 90,80 A
Subfragdo M1A (2 mg/mL) 222C
Subfragdo M 1A (6 mg/mL) 8,67C
Subfragdo M1l (2 mg/mL) 200C
Subfragdo M1l (6 mg/mL) 4,22 C
Subfragdo N (2 mg/mL) 4,00C
Subfragdo O (2 mg/mL) 12,00C
Subfracdo O (6 mg/mL) 2,00C

* Os valores entre parénteses correspondem a concentracdo do extrato em que foi
avaliada sua toxicidade.

** As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, ap < 0,05.
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3.4. ldentificagdo parcial das subfragbes atraves do cromatografo de fase

gasosa/espectr dmetro de massas (CG/EM)

A identificacBo parcial dos componentes das subfragbes do extrato
hexanico de folhas de L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417) foi baseada na
sugestéo fornecida pelo maior indice de similaridade fornecido pelo CG/EM, bem
como pela injecdo do padréo correspondente nas mesmas condicdes de analise.
No Quadro 7 sdo apresentadas as subfragbes analisadas no CG/EM, com a
indicacdo da correspondente corrente total de ions (Figuras) e as respectivas
intensidades relativas de cada pico correspondentes a uma substancia. S&o, ainda,
apresentadas as substancias que foram confirmadas pelos padrées quando houve
aumento no numero de ions para 0 pico correspondente a0 composto apds a
adicdo do padréo. Para as substancias confirmadas pelos padrfes sdo
apresentados 0s seus espectros de massas de undecan-2-ona, tridecan-2-ona,
trans-cariofileno e afa-humuleno dessas substancias presentes nas subfracoes,
conforme mostrado nas Figuras 28, 29, 30 e 31.

As subfragbes G, H, H1, I, J, L, IA e IB apresentaram tridecan-2-ona
como 0 seu composto de maior quantidade (intensidade relativa > 82,40%) e, em
segundo lugar, undecan-2-ona (intensidade relativa > 5,03%), com indices de
similaridade superiores a 96% e 93%, respectivamente (Quadro 7). Essa
composicéo foi confirmada pelo aumento das &reas dos picos relativos a tais
substancias nas correntes totais de ions das subfragdes obtidas. Ja os outros
componentes presentes nessas subfragbes, em pequenas quantidades
(intensidades relativas que variam de 2,56 a 10,28%), podem ser alcoois e outras
substancias ndo identificadas. Portanto, o conteido das fragbes G, H, H1, 1, J, L,
IA e IB é formado basicamente por duas substancias em variadas proporcoes:
tridecan-2-ona e undecan-2-ona, conforme citado na literatura (WILLIAM et a.,
1980; FARRAR e KENNEDY, 1987).
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Quadro 7 - Identificagdo parcial dos componentes das subfractes (Sf.) do extrato
hexanico de L. hirsutum f. glabratum através da corrente total de ions
(Figura), com o n® de pico e a intensidade relativa, utilizando-se o
maior indice de similaridade entre 0 espectro de massas de cada pico e

0s espectros da biblioteca do CG/EM e de padrdes

Sf.

Figura

N° do Pico
(Intensidad
e Relativa)

Compostos com Maior indice de

Similaridade Sugeridos pelo CG/EM

Confirmacéo da

| dentificagdo por
Meio dos Padrbes

A

Al

A2

A3

A4

2

1(2,97%)
2 (3,16%)
3 (14,52%)
4 (8,76%)

5 (21,31%)

6 (12,56%)
7 (3,01%)
8 (10,97%)
9 (2,92%)
10
(19,82%)
1 (13,25%)
2 (13,75%)
3 (11,75%)
4 (61,63%)
1 (12,13%)
2 (81,55%)
3 (6,32%)
1 (10,26%)
2 (60,81%)
3 (6,65%)
4 (22,28%)
1 (13,80 %)
2 (86,20 %)
1 (5,06%)
2 (5,64%)
3 (40,64%)
4 (48,66%)
1(0,57%)
2 (0,97%)
3(91,21%)
4 (1,79%)
5 (1,86%)
6 (0,76%)
7 (0,56%)
8 (0,66%)
9 (0,48%)
10 (1,15%)

dodecano (93%)

tridecano ou 2,6-dimetil-heptadecano
(89%)

dodecano, tridecano, tetradecano ou
pentadecano (94%)

dodecano ou heptadecano (90%)
pentadecano (92%)

pentadecano (89%)

dodecano ou pentadecano (89%)

afa-copaeno ou alfa-cubebeno 80%

dodecano ou pentadecano (87%)

trans-cariofileno (87%)
pentadecano (90%)

trans-cariofileno (91%)

trans-cariofileno

trans-cariofileno
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Quadro 7, Cont.

S F '\IIQ tdo P'dgg Compostos com Maior indice de Igon:‘_ifr.ma&;?o da
- rigura ggg”;iva) Similaridade Sugeridos pelo CG/EM Mg‘;' d'(f:‘éi’&%‘;

D 9 1(92,01%) trans-cariofileno (91%) trans-cariofileno
2(7,99%) . -

E 10 1(55,29%) trans-cariofileno (90%) trans-cariofileno
2 (6,94%) -
3(2,77%) -
4 (6,07%) -
5(2,13%) -
6, 19,34%) -
7(747%) . -

El 11 1(60,37%) trans-cariofileno (90%) trans-cariofileno
2(10,18%) afa-humuleno ou trans-cariofileno (84%) -
3 (6,79%) -
4 (11,83%) -
5 (10,83%) -

F 12 1(24,96%) trans-cariofileno (88%) trans-cariofileno
2 (59,84%) afa-humuleno (90%) afa-humuleno
3(346%) . -
4 (5,44%) -
5 (2,08%) -
6(4,23%) . -

G 13 1 (9,36%) undecan-2-ona (96%) undecan-2-ona
2(0,33%) . -
3(87,84%) tridecan-2-ona (97%) tridecan-2-ona
4(2,48%)  decan-2-ona, dodecan-2-ona (91%) -

H 14 1(9,51%) undecan-2-ona (96%) undecan-2-ona
2(0,28%) . -
3(87,93%) tridecan-2-ona (97%) tridecan-2-ona
4(2,28%)  decan-2-ona, dodecan-2-ona (90%) -

H1 15 1 (5,03%) undecan-2-ona (96%) undecan-2-ona
2(92,27%) tridecan-2-ona (97%) tridecan-2-ona
3(2,70%)  decan-2-ona, dodecan-2-ona (91%) -

I 16 1(10,28%) undecan-2-ona (94%) undecan-2-ona

2(1,92%) . -
3(87,80%) tridecan-2-ona (96%) tridecan-2-ona

1A 17 1(9,18%) undecan-2-ona (96%) undecan-2-ona
2(0,30%) . -
3(88,15%) tridecan-2-ona (96%) tridecan-2-ona
4(2,36%)  decan-2-onaou dodecan-2-ona (91%) -
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Quadro 7, Cont.

N° do Pico
(Intensidad
e Relativa)

Confirmac&o da

I dentificagdo por
Meio dos Padrdes

Compostos com Maior indice de

Sf. Figura Similaridade Sugeridos pelo CG/EM

18

19

20

21

22

23

1 (10,46%)
2 (0,54%)
3 (85,93%)
4 (1,13%)

5 (1,95%)
1 (6,40%)
2 (29,58%)
3 (15,19%)
4 (18,34%)

5 (6,44%)
6, 19,71%)
7 (4,33%)
1 (47,60%)
2 (10,89%)
3 (30,68%)
4 (10,83%)
1 (46,42%)
2 (53,58%)
1 (5,43%)
2 (1,36%)
3(0,71%)
4 (1,96%)
5 (87,21%)
6 (0,82%)
7 (2,52%)
1(9,27%)
2 (1,65%)
3 (0,69%)
4 (2,68%)
5 (82,40%)
6 (1,23%)
7(2,09)

undecan-2-ona (95%)
tridecan-2-ona (96%)
2-heptanal, 3-metil-2-heptanol, 5-metil-2-

heptanol ou 6metil-2-heptanol (88%)
decan-2-ona ou dodecan-2-ona (89%)

2-metil-pentanal (89%)

2-heptanoal, 2-octanol, 2-nonanol, 3-metil-
2-heptanol, 5-metil-2-heptanol, ou 6-
metil-2-heptanol (88%)

undecan-2-ona (93%)

tridecan-2-ona (96%)

undecan-2-ona (94%)

tridecan-2-ona (96%)

undecan-2-ona
tridecan-2-ona

undecan-2-ona

tridecan-2-ona
undecan-2-ona

tridecan-2-ona

> <
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1(5,07%)
2 (4,16%)
3 (8,93%)
4 (55,78%)

5 (26,06%)

octano, undecano, dodecano, pentadecano
(89%)
2,7-dimetil-octano (88%)
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Quadro 7, Cont.

S A '\IIQ tdo P'dgg Compostos com Maior indice de Igon:‘_ifr.ma&;?o da
- rigura ggg”;iva) Similaridade Sugeridos pelo CG/EM Mg‘;' d'(f:‘éi’&%‘;
Ml 25  1(499%) . -
2 (79,46%) dodecano, tridecano ou pentadecano -
(929%) -
3(540%) . -
4(10,15%) . -
N 26  1(76,80%) . -
2(23,20%) . -
o 27  1(10,99%) 2-heptanol (83%) -
2(11,10%) . -
3(36,91%) 2-heptanol, 2-octanal, 2-nonanol, 3-metil- -
2-heptanol, 5-metil-2-heptanol ou 6-metil-
2-heptanol 89%
4(19,02%) . -
5(15,62%) . -
6(6,37%) . -
Obs.: (.) Compostos ndo apresentados por terem baixo indice de similaridade no
CG/EM.
(-) Compostos n&o confirmados pelos padrdes devido a ndo-correlagéo, com
0s tempos de retencéo.
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1,309,305

A0+ b

-\Jk‘_v-'_w-"'-w-"'“-”—u—ud—u'\_rww—
10 20 30 min

Figura2 - Corrente total de ions da subfragdo A do extrato hexanico de L.
hirsutumf. glabratum.

10 20 30 min
Figura3 - Corrente total de ions da subfracdo Al do extrato hexanico de L.

hirsutum f. glabratum.

321,581

B0 3

10 20 30 min

Figura4 - Corrente total de ions da subfragdo A2 do extrato hexanico de L.
hirsutumf. glabratum.
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T 770,458

50+

1 w
0
10 2l al min

Figura5 - Corrente total de ions da subfragdo A3 do extrato hexanico de L.
hirsutumf. glabratum.

5E1.920
2
ED -w
t
i t
10 20 30 min

Figura 6 - Corrente total de ions da subfracdo A4 do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.

3¢ Tranzdarniofileno 877.a73
4/
Rl
Y IR
2 S S——
ot bt | i
10 20 a0 min

Figura7 - Corrente total de ions da subfraco B do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.
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1.571.378

sl

10 20 3l min

Figura8 - Corrente total de ions da subfracdo C do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.

1/ Transcaridfileno/17.593 11,395,456
Ik
24021.204
1]
10 2l 20 min

Figura9 - Corrente total de ions da subfracdo-D do extrato hexénico de L.
hirsutum f. glabratum.

1/Transdariafilena 2029448
A0 B¢
¥ i
|:| - A -\_A._ﬁ -
10 20 30 min

Figura 10 - Corrente total de ions da subfragdo E do extrato hexénico de L.
hirsutum f. glabratum.
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1/Transdariofilena 2105029

R0
4/ 5/

T

10 20 30 min

Figurall - Corrente total de ions da subfragdo E1 do extrato hexénico de L.
hirsutum f. glabratum.

28 Fa-hlmuleno 4787142
1/Tranzscar|afilena
Rl
A &/
: ¥ i

10 20 30 min

Figura 12 - Corrente total de ions da subfracdo F do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.

3¢ Tndedan-2-ona 26,632,043
R0+
1/Undecan-2-ona
0 2 4/

10 20 Al min

Figura13 - Corrente total de ions da subfragdo G do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.
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A Tndedan-2-ona 24 118167

Al

1/Undecan-2-ona
0 Lo 4/

10 20 30 min

Figura 14 - Corrente total de ions da subfragdo H do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.

2/Tndechn-Z-ona 20,367,164

sl

1/ nl:leclan-E-Dna 3/

10 20 0 min

Figura 15 - Corrente total de ions da subfracdo H1 do extrato hexanico de L.
hirsutumf. glabratum.

A Tndedan-2-ona 11,311 542
R0
1/Undecan-2-ona |
0 L A
10 20 30 min

Figura 16 - Corrente total de ions da subfracdo | do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.
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3¢ Tndechn-2-ona 15,593 606

alik
1/Undecan-2-ona
0 i 2/ 4/

10 20 a0 min

Figura 17 - Corrente total de ions da subfracéo IA oriunda do refracionamento da
subfracéo | do extrato hexanico de L. hirsutumf. glabratum.

A Tndecln-2-ona 14 483.79

IR
1/Undecan-2-ona

] by 4/ 5/

10 20 30 min

Figura 18 - Corrente total de ions da subfragéo IB oriunda do refracionamento da
subfracdo | do extrato hexanico de L. hirsutumf. glabratum.

715,334

ik

10 20 a0 min

Figura 19 - Corrente total de ions da subfragéo I1C oriunda do refracionamento da
subfragdo | do extrato hexanico de L. hirsutumf. glabratum.
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531,643

50

MW\_,J

10 20 30 min

Figura 20 - Corrente total de ions da subfrac&o ID oriunda do refracionamento da
subfragdo | do extrato hexanico de L. hirsutumf. glabratum.

204.027

0

10 20 30 min

Figura 21 - Corrente total de ions da subfracdo |E oriunda do refracionamento da
subfracéo | do extrato hexanico de L. hirsutumf. glabratum.

R/Tndedpn-2-0na F.5983.452

Al

1/Undecan-2-ona
0 A 4 A

10 20 a0 min

Figura 22 - Corrente total de ions da subfragdo J do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.
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RéTndedbn-2-ona 411,599

0 1/Undecan-2-ona
0 ! 2/ / i

10 20 a0 min

Figura 23 - Corrente total de ions da subfracdo L do extrato hexénico de L.
hirsutumf. glabratum.

383,604
]

Al

10 20 a0 min

Figura 24 - Corrente total de ions da subfracdo MA do extrato hexanico de L.
hirsutumf. glabratum.

& B10.029
Al
1
I
10 20 30 min

Figura 25 - Corrente total de ions da subfracdo MI do extrato hexanico de L.
hirsutumf. glabratum.
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332074

ED-WW -

10 20 30 min

Figura 26 - Corrente total de ions da subfragdo N do extrato hexanico de L.
hirsutum f. glabratum.

618.226
l
5
ik 1 2
ﬁ g
I"ﬁ-"\-n—'\-n.-‘...,_ . Jt. i ||I||| J
0
10 0 30 min

Figura 27 - Corrente total de ions da subfracdo O do extrato hexanico de L.
hirsutumf. glabratum.

57 2 796,079
901 71

a5 170

0 ,‘| T T 12 1 14 &

50 100 150 (mle)

Figura 28 - Espectro de massas de undecan-2-ona oriundo da corrente total de
ions da subfracdo H no tempo de retencdo de 13,895 min, em que 0s
principais ions tém intensidade: 43(100), 58(84,09), 71(16,83),
85(3,70) e 170(1,12).
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Figura 29 - Espectro de massas de tridecan-2-ona oriundo da corrente total de

B0

ions da subfragcéo H no tempo de retencéo de 19,144 min, em que 0s
principais ions tém intensidade: 43(100), 58(89,98), 71(19,15),
85(4,75), 96(2,59), 140(1,00) e 198(0,78).

31 1,002,482
59
] a3
105 133
120 204
1 l IIIH” . || ‘ |'|.I|' I|I|II | |I|". I.ll . ||. . -Il!:lil?l 1E1 . 1?5. -HTJ:EI | l“'\.
100 200
(m/e)

Figura 30 - Espectro de massas de trans-cariofileno oriundo da corrente total de

ions da subfragdo D no tempo de retencéo de 17,593 min, em que 0s
principais ions tém intensidade: 41(100), 55(29,03), 69(39,00),
93(32,37), 105(17,04), 120(10,97), 133(19,85), 147(5,77), 161(7,60),
175(1,72), 189(3,34) e 204(1,07).
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Figura 31 - Espectro de massas de alfa-humuleno oriundo da corrente total de
ions da subfracdo F no tempo de retencdo de 18,422 min, em que 0S
principais ions tém intensidade: 41(69,58), 55(24,21), 80(44,35),
93(100,00), 107(14,68), 121(20,91), 133(2,29), 147(12,65),
161(2,69), 175(0,25), 189(1,78) e 204(3,30).

Verificou-se, ainda, que as subfracbes G, H, L, IA e IB diferiam
significativamente da testemunha, sendo as mais toxicas, e as subfragdes H1 e |
diferiam significativamente das anteriores, bem como da testemunha, sendo o
segundo conjunto das subfragdes mais toxico (Quadro 6). Portanto, pode-se
afirmar, com base nos resultados dos Quadros 6 e 7, que tridecan-2-ona e
undecan-2-ona atuam negativamente sobre a traga-do-tomateiro como inseticidas
naturais, pois essas duas substancias estéo contidas em quantidades majoritérias
nessas subfragdes, conforme assindlaram GIUSTOLIN e VENDRAMIM (1996).

As subfragbes B, C, D, E e E1 apresentaram trans-cariofileno e a
subfracéo F, trans-cariofileno e afa-humuleno, como compostos em grandes
quantidades (intensidade relativa > 24,96%), com indice de similaridade superior
a88%. A existéncia desses compostos foi confirmada pelo aumento das éreas dos
picos nas correntes totais de ions apos a adicao dos padrbes as subfragdes. Tais
resultados vém confirmar que trans-cariofileno e afa-humuleno estédo presentes
no tomateiro-selvagem L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417), conforme
FARRAR e KENNEDY (1990). Os demais compostos presentes nessas
subfracdes podem ser hidrocarbonetos e outras substancias ndo identificadas.

Nos testes hioldgicos com as subfragcdes D e F, conforme mostrado no
Quadro 6, pode-se verificar que elas ndo diferiam significativamente da
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testemunha, nas concentragdes de 2,0 e 6,0 mg/mL da subfracdo do extrato. Nas
analises por CG/EM, verificou-se que na subfracdo D o trans-cariofileno era o
principa composto (com 92,01% de intensidade relativa) e a subfracéo F
apresentava como primeiro e segundo compostos o afa-humuleno e o trans-
cariofileno, com 59,84% e 24,96% de intensidade relativa, respectivamente
(Quadro 7). Portanto, pode-se concluir que essas duas substancias ndo atuam
como inseticidas naturais sobre a traga-do-tomateiro. Esperava-se que tais
substancias fossem letais, pois FARRAR e KENNEDY (1990) verificaram a
reducdo do crescimento em H. zea pelo aumento do desenvolvimento larval e
diminuicdo do peso pupal quando se adicionavam trans-cariofileno e afa
humuleno a dietas artificiais. Ja as subfragches A, Al, A2, A3, A4, IC, ID, IE,
MA,MI, N e O parecem conter alguns hidrocarbonetos, alcoois, adeidos, cetonas
e outros compostos, cuja identificagdo ndo pode ser confirmada (Quadro 7). Néo
foi encontrado no extrato hexénico do tomateiro-selvagem L. hirsutum f.
glabratum (Pl 134417) estudado o composto gama-elemeno conforme relatado
por EIGENBRODE e TRUMBLE (1993) em extratos da superficie foliar desse
mesmo acesso. Tal auséncia pode ser explicada pelas diferencas na extragéo,
pelas condi¢Oes de plantio desse tomateiro e pela procedéncia dos bancos de
germoplasma gue se situam em locais com condic¢des ambientais diferentes, além
de outros fatores. Outras substancias como a alfa-tomatina e o &cido clorogénico,
identificados por ELLIGER et a. (1981), ndo foram encontrados também no
extrato hexanico devido a sua polaridade, mas sim em extratos polares como o
etanolico. Ja os agucares redutores relatados por SILVA (1995) também néo
foram encontrados devido a metodol ogia diferente de extracéo e determinacéo.
LIN et a. (1987) encontraram um sesquiterpeno, CisHo4, NO extrato dos
tricomas glandulares de L. hirsutum f. glabratum Pl 1334417, com espectro de
massas e intensidades relativas: 204(13), 161(34), 148(31), 133(91), 120(42),
119(39), 107(46), 105(60), 93(99), 91(84), 81(41), 77(78), 69(75), 67(41),
53(38), 41(100) e 39(42). Esse espectro assemelha-se bastante com o de massas
do afa-humuleno, conforme mostrado na Figura 31. Portanto, pode ser que esse
sesquiterpeno encontrado nos tricomas glandul ares daquele tomateiro seja o afa
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humuleno, identificado na subfracdo F do extrato hexanico de L. hirsutum f.
glabratum (Pl 134417).

3.5. Quantificacdo de tridecan-2-ona e undecan-2-ona, via padrao interno
dodecano, nas subfragbes do extrato hexanico, utilizando-se o

cromatogr afo de fase gasosa

O padréo interno foi adicionado somente apos o fracionamento, para que
Se conseguisse obter concentragcdo constante em cada fragdo. Caso contrério, se
fosse adicionado o padréo interno antes do fracionamento, ndo poderia ser
conhecida a quantidade do padrdo interno em cada fracéo.

Inicialmente foi injetado somente o padréo interno dodecano,
verificando-se que este possuia o tempo de retencdo de 4,337 minutos. Em
seguida, injetaram-se os padrOes tridecan-2-ona e undecan-2-ona, nas
concentracOes estabel ecidas anteriormente, que possuiam 0s seguintes tempos de
retencdo: 14,397 e 11,253 minutos, respectivamente. Apos as injeces dos
padrdes juntamente com o padrdo interno, nas concentragdes estabelecidas
anteriormente, calcularam-se a razéo das areas dos picos (variavel X) e a razéo
das concentracOes usadas (variavel Y). Esses cdlculos foram feitos para cada um
dos padrdes 2-TD e 2-UD, efetuando-se a seguir a regressdo linear (Y=A.X+B),
para que fosse construida a curva de calibragéo de 2-TD e 2-UD (Quadro 8).

Baseado nas curvas de calibragdo, bem como na quantidade de material
injetado das fragdes e nos novos valores de razéo de areas e razéo de
concentragéo produzidos, foram definidas as porcentagens de tridecan-2-ona e
undecan-2-ona presentes em cada subfracdo (Quadro 9).

Verificase, no Quadro 9, que 2-TD e 2-UD estavam presentes nas sub-
fracbes G, H, H1, I, IA, IB, Je L e que aquantidade de 2-TD era sempre superior
ade 2-UD. Isso levou a conclusdo de que nas folhas do tomateiro L. hirsutumf.
glabratum (Pl 134417) a quantidade de 2-TD € maior que a de 2-UD também na
planta, conforme relataram EIGENBRODE e TRUMBLE (1993) e GIUSTOLIN
et al. (1997).
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Quadro 8 - Raz&o das concentraces e das areas de cada um dos padrOes
utilizados para construcéo das curvas de calibracdo de tridecan-2-ona
e undecan-2-ona, coeficiente angular (A) e coeficiente linear (B) das
equacdes, bem como para o coeficiente de correlacdo (r) para cada
um dos padroes

Undecan-2-ona Tridecan-2-ona
Raz&o das Raz&0 das Areas Raz&o das Raz&o das Areas
Concentrac0es Concentracbes

0,0662186 0,0688685 0,438979 0,329443
0,340502 0,288375 2,25753 1,87324
0,476703 0,398346 3,16057 2,63202
0,794803 0,624689 5,26792 4,27401

1,19176 0,860311 7,90143 5,83314

A =1,41682 B =-0,0609062 A =1,34387 B =-0,210681
r’=0,9951 r’=0,9934

Quadro 9 - Quantificagdo de tridecan-2-ona e undecan-2-ona em miligramas e
porcentual em relacdo a massa de cada subfragéo do extrato hexanico
de L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417) determinado através de
curvas de calibragdo feitas no (CG)

Subfracédo Tridecan-2-ona Undecan-2-ona
Massa Porcentagem Massa Porcentagem

G 0,985¢g 74,70% 0,198 ¢ 15,02%
H 1,954¢g 65,91% 0,293¢g 9,89%
H1 0,044 9 70,18% 0,002 g 3,97%
I 2,2709g 15,39% 0,317 g 2,15%
J 0,0014 g 17,10% 0,002g 0,31%
L 0,373g 14,98% 0,007 g 1,91%
1A 0,308¢g 71,86% 0,0409g 9,20%
IB 0,362 g 46,12% 0,056 g 7,15%

As subfragbes G, H, H1, IA e IB apresentaram grandes quantidades
porcentuais de tridecan-2-ona (>65,91%) e de undecan-2-ona (>3,97). Isso
explica por que as subfragbes G, H, IA e IB diferiram significativamente da
testemunha, sendo, assim, as mais téxicas (Quadros 6 e 9). Portanto, as fragbes

que continham grandes quantidades de tridecan-2-ona e undecan-2-ona foram
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altamente ativas nos testes biolégicos com a traga-do-tomateiro (Quadro 6),
mostrando que no tomateiro L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417) essas duas
substancias s&o os principais fatores quimicos responsavels pela resisténcia
contra a traga-do-tomateiro e outras pragas, conforme citado por GIUSTOLIN e
VENDRAMIM (1996).

As subfragdes I, J e L foram as que apresentaram menores quantidades
porcentuais de tridecan-2-ona (<17,10%) e de undecan-2-ona (<2,15%).
Entretanto, as subfractes L n&o diferem significativamente das subfragdes G, H,
IA e IB quando se utilizaram-se 6,0 mg/mL nos testes biologicos. Portanto,
conclui-se que devem existir fatores de resisténcia diferentes de tridecan-2-ona e
undecan-2-ona, os quais ndo foi possivel identificar. Ja a subfragdo J ndo diferiu
significativamente da testemunha, ocorrendo o contrario com a |. Ta diferenca
pode ser atribuida a erros de experimentacéo. Esses resultados vém confirmar os
obtidos por GIUSTOLIN e VENDRAMIM (1996), que verificaram que tridecan-
2-ona isoladamente ou misturada a undecan-2-ona foi altamente toxica a traca-
do-tomateiro quando incorporada a dieta artificial, conforme consta nos Quadros
6e9.

No presente trabalho, concluiu-se que quatro substancias estéo presentes
nas subfragdes do extrato hexanico de Lycopersicon hirsutum f. glabratum (Pl
134417): tridecan-2-ona (2-TD), undecan-2-ona (2-UD), trans-cariofileno e alfa-
humuleno. As subfragdes que continham as duas primeiras substancias foram
altamente ativas, enquanto as que continham trans-cariofileno e alfa-humuleno
foram pouco ativas em testes bhiologicos. Existem outras substancias presentes
nesse extrato que, entretanto, ndo se mostraram muito ativas. Assim, conclui-se
que 2-TD e 2-UD sdo os principais fatores de resisténcia contidos no extrato

hexanico do tomateiro-selvagem L. hirsutumf. glabratum (Pl 134417).
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CAPITULO 2

TOXICIDADE DE TRIDECAN-2-ONA E UNDECAN-2-ONA A LARVAS
DE Tuta absoluta

1. INTRODUCAO

A traga-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:
Gelechiidae), € um inseto relatado como praga em diversos paises da América do
Sul. Apresenta potencia destrutivo muito grande, constituindo a principal praga
da tomaticultura nacional. Seu controle tem sido feito por meio de aplicagcdes de
inseticidas organossintéticos até trés vezes por semana, ocasionando intoxicagoes
em seres humanos, devido as altas taxas de residuos de agrotoxicos nos frutos,
aém de poluicdo ambiental, eliminagdo de inimigos naturais e resisténcia a
inseticidas (SOUZA e REIS, 1986; GUEDES et a., 1994; MADEIRA et a.,
1994; MOREIRA, 1995; PICANCO et a., 1995; PICANCO et a., 1996 a, b).

Uma das opcdes para solucdo desse problema € o desenvolvimento de
cultivares resistentes a essa praga, em que o conhecimento dos fatores de
resisténcia da planta sGo de grande importancia, para que se possam orientar

cruzamentos, entender 0s mecanismos de resisténcia e determinar a
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hereditariedade dos genes que produzem essa caracteristica, a fim de transferi-la
acultivares comerciais (LARA et a., 1986; EIGENBRODE e TRUMBLE, 1993;
RAHIMI e CARTER, 1993; GIUSTOLIN e VENDRAMIM, 1996; GIUSTOLIN
etal., 1997).

Segundo ATKINS et al. (1973), as curvas de concentragcdo-mortalidade
podem ser utilizadas para estudar e prever a toxicidade de aeloguimicos, com
base nas concentracOes letais, permitindo-se a verificagdo do impacto dessas
substancias sobre a populagdo de pragas. Também, outra caracteristica importante
dessas curvas sdo suas inclinagbes, uma vez que curvas com alta inclinagéo
resultariam em grandes variagdes na taxa de mortalidade do inseto em razéo de
pequenas oscilagdes na concentracdo desses aleloquimicos - ou sga uma
resposta homogénea da populacdo de pragas -, 0 que redundaria na eliminagéo
dos individuos mais suscetiveis, sobressaindo-se 0s menos suscetiveis, os quais
irlam transferir essa caracteristica as outras geragcdes. Entretanto, curvas com
baixa inclinagdo tém mostrado ocorréncia de pequenas variagbes na taxa de
mortalidade do inseto em razdo de grandes variagbes na concentragdo dos
aleloquimicos, ou sgja, a populacdo responde de maneira heterogénea em fungéo
da suscetibilidade, n&o havendo a selecdo de individuos menos suscetiveis.

Os aleloquimicos tridecan-2-ona (WILLIAMS et a., 1980) e undecan-2-
ona (FARRAR e KENNEDY, 1987) encontrados nos tricomas tipo VI tém sido
relatados como causas da resisténcia do tomateiro L. hirsutum f. glabratum Mull
(Pl 134417). LIN et a. (1987) verificaram em bioensaios com aplicagdo topica,
em Keiferia lycopersicella (Walsigham) (Lepidoptera: Gelechiidae) e Spodoptera
exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), que misturas sintéticas de tridecan-2-
ona e undecan-2-ona, na proporcdo de 3:1, demonstraram potenciacdo dessas
misturas. FARRAR e KENNEDY (1987), estudando os efeitos de tridecan-2-ona
e undecan-2-ona em dieta artificial, verificaram que este, quando combinado com
aquele, aumentava a mortalidade de Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:
Noctuidae), 0 mesmo ndo acontecendo com esse composto de forma isolada

Verificaram, ainda, que undecan-2-ona causou deformacéo e mortalidade pupal
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de H. zea, tanto em misturas com tridecan-2-ona como isoladamente.
GIUSTOLIN e VENDRAMIM (1996), testando a agdo de tridecan-2-ona (2-TD)
e undecan-2-ona (2-UD) adicionados a dieta artificial sobre a biologia de T.
absoluta nas concentragdes de 0,15% de 2-TD, 0,30% de 2-TD, 0,03% de 2-UD,
0,06% de 2-UD, 0,15% de 2-TD + 0,03% de 2-UD e 0,30% de 2-TD + 0,06% de
2-UD, verificaram que 2-TD, isoladamente ou em mistura com o 2-UD, resultou
em 100% de mortalidade de larvas. Ja o 2-UD, na concentragdo de a 0,03%,
estimulou a taxa de desenvolvimento do inseto, porém na concentracéo de 0,06%
causou ata mortalidade larval, na ordem de 91,4%.

Os estudos desenvolvidos por GIUSTOLIN e VENDRAMIM (1996),
com o uso de dietas contendo os aleloquimicos 2-TD e 2-UD, foram pioneiros no
Brasil e sdo de grande importancia para o conhecimento dos efeitos desses
compostos sobre a biologia da traga-do-tomateiro. Entretanto, tais resultados séo
0S unicos disponiveis sobre os efeitos desses aeloquimicos na traga-do-
tomateiro, e a metodologia utilizada para sua avaliacdo pode ndo refletir a
realidade, umavez que tais aleloquimicos estdo contidos no interior dos tricomas,
0s quais estéo presentes na superficie foliar do tomateiro L. hirsutumf. glabratum
(Pl 134417), enquanto as larvas da traga-do-tomateiro sdo encontradas quase
sempre no interior das folhas, salvo hos momentos em que saem para trocar de
instar e quando estéo tentando entrar nas folhas. Portanto, o principa modo de
acao desses aleloquimicos seria atraves do contato e ndo pela suaingestdo. O uso
de dieta paraavaliar os efeitos de 2-TD e 2-UD constitui Situagcdo estressante para
as larvas e que pode levar a resultados diferentes da redidade. E possivel que
trabalhos que venham utilizar outras metodologias de avaliagdo dos
aleloquimicos tridecan-2-ona e undecan-2-ona sobre a traga-do-tomateiro possam
vir aumentar o conhecimento das causas quimicas da resisténcia do tomateiro L.
hirsutum f. glabratum (Pl 134417).

O presente trabalho visou estabelecer uma nova metodologia de
avaliagdo da toxicidade dos aeloquimicos tridecan-2-ona e undecan-2-ona sobre

a traga-do-tomateiro, na qual as larvas ndo ficam continuamente em contato com



os aeloquimicos. Procurou estabelecer também curvas de concentragdo -
mortalidade por esses aleloquimicos -, as quais permitirdo prever o impacto
dessas substéncias sobre populacbes da tragca-do-tomateiro. Assim, baseado
nesses resultados, 0s pesquisadores que trabalham com a espécie de tomate-
selvagem L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417) poderdo selecionar cultivares
melhorados que sgjam resistentes a traga-do-tomateiro e gque tenham menor

suscetibilidade a quebra dessa resisténcia.
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2. MATERIAL E METODOS

Inicialmente, foram feitos alguns estudos para determinar qual o modo de
aplicacdo dos aleloquimicos, o instar ideal para se retirarem as larvas de dentro
das minas e qual o tempo ideal em que as larvas da tragca permaneciam sem
alimentacéo nas placas de Petri, bem como qual seria 0 melhor volume para
dissolver os aleloquimicos tridecan-2-ona e undecan-2-ona e obter perfeita
distribuicdo sobre o papel-filtro dentro da placa de Petri.

O modo de aplicacdo dos aleloquimicos dissolvidos em hexano foi
testado, por ser um solvente que solubilizava bem os aleloquimicos. Portanto,
aplicou-se hexano puro topicamente no inseto, na folha e no papel-filtro, com o
objetivo de determinar qual o melhor modo de aplicagcdo. Em seguida, estudos
foram desenvolvidos para determinar qual dos quatro instares larvais apresentaria
maior resisténcia e praticidade ao retirar as larvas de dentro das minas, sob uma
lupa, bem como para verificar qual o volume de hexano mais adequado para a
perfeita distribuicéo dos alel oguimicos sobre o papel-filtro.

Apobs a definicdo desses parametros, procedeu-se aos testes bioldgicos
para determinar 0 tempo mMinimo em que as larvas permaneceriam sem
alimentacdo nas placas Petri sobre o papel-filtro. Portanto, apds a adicdo de

hexano no papel-filtro sobre cinco placas de Petri e a sua completa evaporacéo,
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10 larvas foram transferidas para essas placas, as quais foram incubadas em
estufas do tipo BDO. Em seguida, o periodo de tempo em que as larvas
conseguiam permanecer sem alimentagéo e ndo morriam sobre placas de Petri
incubadas nas estufas do tipo BDO foi definido por avaliacdes periddicas, em que
se verificava a sobrevivéncia das 10 larvas 2, 4, 6, 8 e 10 horas, mediante 0 uso

da seguinte formula:

Sob =[ & N°delarvasvivas) / & N° de larvas totais no tratamento)] . 100

Estabelecidas as condigdes dos bioensaios, estes foram iniciados no
Laboratério de Mangjo Integrado de Pragas da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em Vigosa, MG, utilizando-se larvas de 2° instar de Tuta absoluta. Essas
larvas foram retiradas de dentro das minas nas folhas do cultivar “Santa Clara’,
com a gjuda de uma lupa, provenientes da criagdo massal da traga-do-tomateiro.
Com a gjuda de um paquimetro, selecionavam-se as larvas que mediam entre 1,8
e 2,2 mm de comprimento, para serem utilizadas nos bioensaios.

Os tratamentos foram formados por tridecan-2-ona (2-TD) e undecan-2-
ona (2-UD), padrdes quimicos da marca Aldrich, com a utilizagdo de vérias
concentragdes crescentes de 2-TD e 2-UD, bem como em misturas, em que se
variava a concentragéo de 2-TD, mantendo-se fixa a concentragdo de 2-UD em
0,1; 0,5; 1,0; e 3,0 mg/mL (Quadro 1). Esse procedimento tinha como objetivo a
determinacdo de varios pontos da curva de concentracdo-mortalidade, a fim de
gue se pudesse estimar, com no minimo quatro pontos, os outros pontos da curva
pela andlise de probite. Em seguida, esses aleloquimicos foram dissolvidos em
hexano e distribuidos no papel-filtro. Os tratamentos foram compostos por cinco
repeticoes, e cada repeticdo continha 10 larvas. Também, foi feito um tratamento
contendo somente hexano, a fim de se avaliar a mortalidade das larvas na

presenca do solvente apenas, 0 qual constituiu o grupo-testemunha (branco).

47



Quadro 1 - Concentragbes de undecan-2-ona (2-UD) (mg/mL), isoladamente,
utilizadas nos testes de toxicidade com Tuta absoluta

Curvas mg de Undecan-2-ona/ mL de Solugéo

2-UD 2,610 3,540 3,912 4,042 8,986

O experimento tinha inicio com a pesagem dos aleloguimicos (2-TD e 2-
UD), na quantidade de cinco vezes a desgjada, os quais eram dissolvidos em
5,0 mL de hexano e cada 1,0 mL dessa solucéo era espalhado na placas de Petri
com 9 cm de didametro, aqual continha uma folha de papel-filtro redonda. Apés a
evaporagao do hexano, 10 larvas foram colocadas sobre o papel-filtro e as placas
de Petri foram tampadas com filme transparente de PV C.

A seguir, as placas foram incubadas em estufa do tipo BOD, a 25 + 0,5C,
por quatro horas sem alimentacdo, e, em seguida, as larvas foram transferidas
para tubetes (10 cm de comprimento e 2,5 cm de didmetro), onde havia umafolha
de tomate com o peciolo imerso num pouco de algoddo embebido com agua, no
fundo do tubete. Entdo, esses tubetes foram tampados com o mesmo filme e
novamente incubados por mais 18 horas, nas mesmas condi¢bes. Esta segunda
etapa do experimento tinha o objetivo de verificar o possivel efeito retardado dos

aleloquimicos 2-TD e 2-UD sobre as larvas de 2° instar de T. absoluta.

Quadro 2 - Concentragdes de tridecan-2-ona (2-TD) (mg/mL), isoladamente e em
misturas com undecan-2-ona (2-UD), utilizadas nos testes de
toxicidade com Tuta absoluta

Curvas mg de Tridecan-2-ona/ mL de Solugdo

2-TD 0,334 1,026 1,232 1,428
2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD 0,606 1,104 1,236 1,430
2-TD + 0,5 mg/mL de 2-UD 0,348 0,402 0,814 1,016 1,446
2-TD + 1,0 mg/mL de 2-UD 0,194 0,414 0,616 1,004
2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD 0,196 0,396 0,614 1,004
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As avaliagbes foram redlizadas em dois tempos, imediatamente apés a
exposicdo e 18 horas depois da exposicdo aos aleloquimicos, contando-se o
nimero de larvas vivas e mortas. Calculou-se a sobrevivéncia imediatamente
apos a exposicdo e apos 18 horas, Sob (Imd) e Sob (A18), bem como a
mortalidade corrigida imediatamente apds a exposi¢ao e depois de 18 horas, MC
(Imd) e MC (A18), em relagdo a testemunha, conforme a férmula de ABBOTT
(1925).

A andlise dos dados seguiu a metodologia descrita por FINNEY (1971),
a qual submete no minimo quatro concentraces a anaise de prébite. Quando
p > 0,05, a curva estimada € aceita. Essa andlise permite estimar as curvas de
concentragéo-mortalidade (uma solendide) e transformé-las em curvas lineares
regredidas em probite, bem como estimar as concentragOes letais (CL’S) e os
respectivos interval os de confianga. A partir das concentragoes letais, calculou-se
o indice de toxicidade relativa (ITR), o qual foi obtido pela razdo da CL de
tridecan-2-ona (2-TD) pela CL de tridecan-2-ona (2-TD) + (0,1; 0,5; 1,0; e 3,0)

mg de undecan-2-ona (2-UD).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Para definir qual seria 0 melhor modo de aplicagdo dos aleloquimicos
dissolvidos em hexano foram realizados testes de aplicacdo de hexano puro.
Assim, testou-se a aplicacdo topica sobre a folha e o papel-filtro. Observou-se
gue todas as larvas tratadas com hexano morriam, fato que levou ao descarte da
aplicacdo topica dos aleloquimicos dissolvidos nesse solvente. Verificou-se que
as folhas de tomateiro, consideradas a dieta ideal para larvas de Tuta absoluta
(GIUSTOLIN, 1991), em contato com 0 hexano se deterioravam em poucas
horas, ndo possibilitando que os aeloquimicos dissolvidos em hexano fossem
aplicados.

Tendo em vista essas limitagbes, tridecan-2-ona e undecan-2-ona
dissolvidos em hexano foram aplicados em papéis-filtro contidos dentro de placas
de Petri (9 cm de diametro). Para verificacdo do volume de hexano ideal que
possibilitasse distribuicdo uniforme do hexano no papel-filtro e a rapida
evaporacdo, foram testados os volumes de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mL, sendo o
volume de 1 mL de hexano 0 que possibilitou boa distribuicdo e rapida
evaporacao, cerca de cinco minutos.

Testou-se também qual dos instares da traca-do-tomateiro seria o ideal

para os testes de toxicidade com tridecan-2-ona e undecan-2-ona. Como a traga-
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do-tomateiro durante os seus quatro instares permanecia na maioria do tempo
dentro da mina por ela formada, as larvas teriam que ser retiradas de dentro das
minas. Verificou-se que as larvas de 1° instar foram muito sensiveis a falta de
alimentagéo e morriam fregiientemente quando se tentava retira-las de dentro das
minas. As larvas de 3° e 4° instares possuiam muita agilidade, o que dificultava
sua manipulagéo, e por apresentarem comprimentos proximos, 6,0 - 7,0 e 7,0 -
8,0 mm, respectivamente (COELHO e FRANCA, 1987), tornavam-se dificeis de
serem identificadas. JA as larvas de 2° instar se mostravam mais resistentes a
manipulagdo (a retirada de dentro dos foliolos) e eram mais facilmente
reconhecidas, pois a variagdo do seu comprimento (0,6 - 6,0 mm) e o tempo em
gue permaneciam nesse instar eram maiores (COELHO e FRANCA, 1987).
Portanto, devido ao fato de as larvas de 2° instar possuirem caracteristicas
favoraveis aos testes biol 6gicos, esse instar foi 0 escolhido para determinacéo, em
testes biologicos, do tempo maximo em que essas larvas conseguiam ficar sem
alimentag&o.

Como o as larvas de 2° instar apresentavam grande variagdo no seu
comprimento (0,6 a 6,0 mm), o que poderia acarretar respostas diferentes nos
bioensaios, foi estabelecido um comprimento medio de 1,8 a 2,2 mm para as
larvas que participariam do experimento. Por fim, determinou-se a sobrevivéncia
dessas larvas sem alimentagcdo no papel-filtro, no qual havia sido colocado o
hexano (Quadro 3).

Quadro 3 - Sobrevivéncia de larvas de segundo instar de Tuta absoluta em fungéo
do tempo de inanic¢éo

Tempo de Inani¢éo (horas) Sobrevivéncia (%)
2 100
4 100
6 100
8 90
10 85
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Verificou-se que até seis horas as larvas de 2° instar, com 1,8 a 2,2 mm
de comprimento, ndo morriam, indicando que poderiam ser submetidas a
exposi¢cdo de aleloquimicos sem se alimentarem durante esse periodo. Como as
larvas foram retiradas de dentro das minas e ficavam sobre uma placa de Petri
aguardando até uma hora para serem transferidas para as placas de Petri do
experimento, preferiu-se utilizar o tempo de quatro horas de exposicdo aos
aleloquimicos 2-TD e 2-UD.

Assim, no presente trabalho determinou-se outra metodologia para
avaliar os efeitos dos aleloquimicos 2-TD e 2-UD, naqual as larvas entravam em
contato com essas substancias dentro de uma placa de Petri e, depois, eram
transferidas para tubetes contendo um foliolo de tomate. Esta metodologia é bem
mais proxima da realidade, pois as larvas ficavam expostas aos al el oquimicos por
quatro horas, periodo em que a mortalidade da testemunha era nula. Em seguida,
as larvas eram avaliadas quanto a sua mortalidade, sendo as vivas transferidas
para outro recipiente, onde podiam se alimentar de folhas de tomate, a melhor
dieta para a traga-do-tomateiro, permitindo avaliar algum efeito retardado desses
aleloguimicos. Portanto, esta metodologia é mais proxima da realidade do que a
proposta por GIUSTOLIN e VENDRAMIM (1996).

No Quadro 4, relacionam-se as concentragOes letais de tridecan-2-ona e
undecan-2-ona, isoladamente ou em misturas, para obtencdo 50 e 90% da
mortalidade das larvas de 2° instar de T. absoluta, quando avaliadas
imediatamente apds as exposicdes e 18 horas depois. Pode-se verificar, nesse
quadro, que a concentracdo letal de 2-UD, para 50% de mortalidade, foi superior
oito vezesade 2-TD, e a concentracéo letal de 2-UD, para 90% de mortalidade, o
foi cinco vezes a de 2-TD. Portanto, conclui-se que 2-TD foi bem mais potente
que 2-UD, tanto na avaliagao feita imediatamente apos a extragdo como apos 18
horas.

Pode-se observar, no Quadro 4, que os valores das concentragdes letais
de 2-TD e 2-UD utilizadas isoladamente ou em misturas, avaliadas logo apos a

exposic¢ao ou 18 horas apos, foram bem semel hantes.
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Quadro 4 - Concentraces letais de tridecan-2-ona (2-TD) e undecan-2-ona (2-UD), isoladamente e em misturas, juntamente com 0s

respectivos interval os de confianga para obtencéo de 50 (CL 50) € 90% (CL o) de mortalidade de larvas de Tuta absoluta

CLSO (I CQS%)*

CI—QO (I C95%)*

Tratamentos Logo apds Exposicao 18&8;?;205 Apbs Exposicao 18&8;?;205
2-UD (mg/mL) 4,9242 4,5561 7,6909 6,7750
(4,6641 - 5,2564) (4,3387 - 4,8458) (6,9460 - 8,8296) (6,1350 - 7,8132)
2-TD (mg/mL) 0,5954 0,4822 1,3949 1,2770
(0,5243 - 0,6627) (0,4093-0,5496) (21,2370 - 1,6225) (1,1156-1,5170)
2-TD (mg/mL) + 0,1 mg/mL de 2-UD 1,0472 0,9133 1,6319 1,5891
(0,9914 - 1,0999) (0,8496 - 0,9713) (21,5146 - 1,8083) (21,4565 - 1,7900)
2-TD (mg/mL) + 0,5 mg/mL de 2-UD 0,6336 0,6863 1,1532 1,0701
(0,5927 - 0,6762) (0,6440 - 0,7294) (21,0546 - 1,2865) (0,9893 - 1,1808)
2-TD (mg/mL) + 1,0 mg/mL de 2-UD 0,5955 - 1,3884 -
(0,5424 - 0,6580) (1,1695 - 1,7672)
2-TD (mg/mL) + 3,0 mg/mL de 2-UD 1,1826 0,9582 4,1781 3,4812

(0,9656 - 1,6400)

(0,8072 - 1,2345)

(2,6522 - 9,3444)

(2,3236 - 6,8939)

- Tratamentos em que ndo foi possivel estimar as concentragdes letais de 2-TD e 2-UD ap > 0,05.
* | Cgses = INterval o de confianga a 95% de probabilidade.
P = probabilidade de significancia para aceitar o teste de probite.
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A partir dos dados das concentragbes letais de 2-TD e 2-UD,
isoladamente e em misturas, utilizadas nos testes biol6gicos avaliados
imediatamente a exposicdo e 18 horas apds, calcularam-se os indices de
toxicidade relativa (ITR) para 50 e 90 % de mortalidade (Figura 1). Esse indice
permite avaliar a poténcia do tratamento e verificar qual interacdo pode estar
ocorrendo entre 2-TD e 2-UD, quanto a sua toxicidade. Portanto, para
determinada mortalidade, quando ITR de 2-TD = ITR de 2-TD + 2-UD néo esta
ocorrendo nenhuma interacéo; quando ITR de 2-TD > ITR de 2-TD + 2-UD > 1
esta ocorrendo sinergismo; e quando ITR de 2-TD < ITR de 2-TD + 2-UD < 1
esta ocorrendo antagonismo.

Verificase, na Figura 1, que para 50 % de mortalidade, quando avaliada
imediatamente ap0os a exposi¢éo, nos tratamentos 2-TD + 0,5 mg/mL de 2-UD e
2-TD + 1,0 mg/mL de 2-UD n&o ocorria nenhumainteragdo de 2-UD sobre 2-TD,
pois 0 ITR desses tratamentos ndo diferia significativamente do ITR de 2-TD.
Esses tratamentos foram os mais potentes, juntamente com o 2-TD. Assim, nos
tratamentos 2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD ocorria
antagonismo de 2-UD sobre 2-TD, pois o ITR diferia significativamente do ITR
de 2-TD, sendo menor que 1. Esses tratamentos foram os menos potentes entre os
testados. Ainda, para 50% de mortalidade, quando avaliada 18 horas apos a
exposicao, verificou-se que nos tratamentos 2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD, 2-TD +
0,5 mg/mL de 2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD ocorria antagonismo do 2-UD
sobre 0 2-TD, devido ao fato de I TR desses tratamentos diferir significativamente
do ITR de 2-TD, sendo menor que 1. O tratamento 2-TD foi 0 mais potente,
enquanto os 2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD foram os
menos potentes.

Para 90% de mortalidade (Figura 1) quando foram avaliados os
tratamentos imediatamente ap0os a exposi¢ao, verificou-se que nos tratamentos. 2-
TD + 0,5mg/mL e 2-TD + 1,0 mg/mL de 2-UD n&o ocorria interagdo do 2-UD
sobre 0 2-TD, pois o ITR desses tratamentos ndo diferia significativamente do

ITR de 2-TD. Esses tratamentos foram os mais potentes, juntamente com o 2-TD.
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Figura 1 - indices de toxicidade relativa das misturas de tridecan-2-ona (2-TD) e
undecan-2-ona (2-UD) em relacéo a 2-TD 18 horas ap0s a exposicéo,
em larvas de Tuta absoluta (os histogramas, da mesma série, seguidos
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, ap > 0,05).
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Nos tratamentos 2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD
houve interagdo antagonista do 2-UD sobre o 2-TD, devido ao fato de o ITR
destes tratamentos diferir significativamente do ITR de 2-TD, sendo menor que 1.
Esses tratamentos foram os menos potentes.

Quando avaliados os tratamentos 18 horas apos a exposi¢ao, verificou-se
gue no tratamento 2-TD + 0,5 mg/mL de 2-UD néo ocorria nenhuma interagdo do
2-UD sobre 0 2-TD; esses tratamentos foram os mais potentes. Ja nos tratamentos
2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL ocorria interacdo antagonista
do 2-UD sobre 2-TD. Tais tratamentos foram os menos potentes. Pode-se
verificar certa coincidéncia dos resultados das avaliagbes realizadas
imediatamente ap0s a exposicao e as avaliagoes realizadas apds 18 horas da
exposi¢cdo, indicando que 2-UD interage na toxicidade de 2-TD de maneira
antagonica ou neutra, dependendo da concentragéo desses aleloquimicos. Esses
resultados discordam, em parte, dos de FARRAR e KENNEDY (1987). Estes
autores observaram relag@o sinergistica entre 2-TD e 2-UD. Tal fato pode ser
devido as diferencas entre os métodos empregados. Na metodologia desses
antores, a exposicdo aos aeloquimicos foi feita por ingestdo, através da
incorporagdo desses aleloquimicos as dietas artificials.

Verificou-se que o coeficiente angular da equagéo da curva em proébite de
2-UD foi duas vezes maior, aproximadamente, que o coeficiente angular da
equacdo da curva em probite de 2-TD, tanto nas avaliagOes feitas imediatamente
apos a exposi¢cao como nas realizadas 18 horas depois da exposicéo (Quadro 5).
Esses resultados indicam que 2-TD é bem mais potente que 2-UD.

Verificou-se ainda que os coeficientes angulares das equagdes da curva
em prébite de 2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD, 2-TD + 0,5 mg/mL de 2-UD, 2-TD +
1,0 mg/mL de 2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD, avaliados imediatamente
apos a exposicao, decresciam nessa ordem (Quadro 5). Os coeficientes das
equacbes da curva em probite de 2-TD + 0,5 mg/mL de 2-UD, 2-TD +
0,1 mg/mL de 2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD, avaliados 18 horas apos a

exposicdo, decresciam também nessa ordem (Quadros 5). Esses resultados
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Quadro 5 - Equacfes de regressdo, qui-quadrado e probabilidades das curvas de concentragcdo-mortalidade dos aleloquimicos
tridecan-2-ona (2-TD) e undecan-2-ona (2-UD) utilizados, isoladamente e em misturas, nos testes bioldgicos com larvas
de 2° instar de T. absoluta, avaliados imediatamente apds a exposi¢io

Ap06s Exposi¢cdo 18 Horas ap06s Exposi¢do

Curvas Equagdes* c? Probabilidade Equacdes* c? Probabilidade
2-UD (mg/mL) y = 0,423 + 6,610x 6,599 0,08434 y = 5,959+3,027x 2,024 0,36491
2-TD (mg/mL) y = 5,780 + 3,462x 0,488 0,78683 y = 0,108+7,428x 6,733 0,07951
2-TD (mg/mL) + 0,1 mg/mL de 2-UD y = 4,867 + 6,644x 0,759 0,68954 y = 5,210+5,321x 3,051 0,21571
2-TD (mg/mL) + 0,5 mg/mL de 2-UD y =5,975 +4,921x 6,037 0,10810 y = 6,085+6,625x 5911 0,05065
2-TD (mg/mL) + 1,0 mg/mL de 2-UD y = 5,784 + 3,482x 1,693 0,56787 - - -

2-TD (mg/mL) + 3,0 mg/mL de 2-UD y = 4,830 + 2,335x 4,349 0,11124 y = 5,042+2,285x 5,048 0,07810

*y = mortalidade em probite e x = logaritmo da concentracdo do aleloquimico (mg/mL).
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indicam que, de modo geral, a medida que aumenta a concentragcdo de 2-UD
usada conjuntamente com concentragOes variavels de 2-TD, as equagdes da curva
de concentragdo-mortalidade em probite de 2-TD + 2-UD tendem a diminuir o
seu coeficiente angular, ou sgja, ficam menos inclinadas, conforme consta na
Figura 2.

As curvas de concentragdo-mortalidade de 2-TD + 0,1 mg/mL de 2-UD e
2-TD + 0,5 mg/mL de 2-UD, que possuem baixas concentragdes de 2-UD,
apresentaram maior coeficiente angular e, por conseguinte, maior inclinagéo
(Figuras 1 e 2). Tais resultados indicam grande variagdo na toxicidade desses
aleloquimicos quando ocorriam pequenas oscilagcbes em sua concentragdo, ou
sgja, resposta homogénea da populacéo da praga, influenciando decisivamente na
selecdo de individuos resistentes, pois sua agdo no campo ira eliminar os
individuos muito suscetiveis, em que sobressairdo agueles menos suscetiveis, que
iréo transferir essa caracteristica as outras geragdes da praga.

Com base nesses resultados, a selecdo de plantas melhoradas para altas
concentracgOes de 2-TD e baixas concentragdes de 2-UD torma essas plantas bem
mai's suscetiveis a quebra da resisténcia e dificil o controle da traga-do-tomateiro,
pois concentragbes na planta pouco inferiores a estas implicariam reducéo
substancial da mortalidade. O aumento de concentrac&o na planta pouco superior
a estas representaria custo adicional para obtencéo dessas concentragdes com tais
nivels desses aleloquimicos, pois a populagdo € muito suscetivel e o controle ja
foi alcancado em concentragdes inferiores.

As curvas de concentragdo-mortalidade de 2-TD, 2-TD + 1,0 mg/mL de
2-UD e 2-TD + 3,0 mg/mL de 2-UD e altas concentraces de 2-UD possuem
menor coeficiente angular e, por conseguinte, menor inclinagéo da curva (Figura
2). Portanto, tais resultados indicam grande variagdo na toxicidade quando se
varia pouco a concentracdo desses aleloquimicos, ou sgja, a populacdo responde

de maneira heterogénea em funcéo da sua suscetibilidade.
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Com base nesses resultados, a selecéo de plantas melhoradas, para altas

concentracOes de 2-TD e altas concentragcdes de 2-UD ou somente para altas

concentragOes de 2-TD, faz dessas plantas bem menos suscetivels a quebra da
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Figura 2 - Curvas de concentracdo-mortalidade dos alel oguimicos tridecan-2-ona
(2-TD) e undecan-2-ona (2-UD), isoladamente e em misturas, obtidas
com larvas de Tuta absol uta.
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resisténcia, pois quando se utilizaram concentragGes pouco superiores a essas nao
ocorreu reducdo substancial da mortalidade, agindo de maneira mais branda no
ambiente e ndo prejudicando o controle da traga-do-tomateiro. Antes, porém, tais
concentragbes favoreceram a planta resistente, pois, para ndo controlar a
populacéo da praga, a planta deve conter uma subdosagem muitas vezes menor
que a proposta. Da mesma forma, altas concentragdes desses conjuntos de
solugbes ndo irdo atuar de maneira a eliminar maior quantidade de pragas, poréem
poderiam eliminar outros insetos, como 0s inimigos naturais.

No tomateiro-selvagem L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417) tém sido
verificado atas concentragdes de 2-TD e baixas concentragcbes de 2-UD
(GIUSTOLIN e VENDRAMIM, 1996). Esses resultados indicam que plantas
melhoradas com altas concentragcies de 2-TD e baixas de 2-TD seriam mais
suscetiveis a quebra da resisténcia, além de serem mais danosas ao inimigos
naturais se uma dessas plantas produzisse concentragdo desses aleloquimicos um
pouco mais superior. Ja plantas com altas concentragcdes de 2-TD e de 2-UD
seriam mais adequadas para o controle da traga-do-tomateiro. Entretanto, como a
concentragéo de 2-UD € naturamente baixa, conclui-se que deve ser mais fécil
produzir e selecionar plantas melhoradas a partir do tomateiro-selvagem L.
hirsutum f. glabratum (Pl 134417) que contenha somente altas concentragdes de
2-TD e concentragdes nulas ou minimas de 2-UD.

Os resultados obtidos nas avaliagbes tanto imediatamente apds a
exposicado como depois de 18 horas da exposicdo foram semelhantes entre g,
conforme evidenciaram as mortalidades corrigidas analisadas em probite, as
equacdes e as curvas de concentragdo-mortalidade, as concentracOes letais e 0s
indices de toxicidade relativa (Quadros 4 e 5 e Figuras 1 e 2). Também, pode-se
verificar nesses quadros e nessas figuras que néo foi possivel analisar os dados
em probite para o tratamento 2-TD + 1,0 mg de 2-UD, devido ao fato de p < 0,05,
e, por conseguinte, as andlises 18 horas apds a exposicdo ficaram incompletas.
Portanto, pode-se concluir que a metodologia para avaliar a toxicidade dos

aleloguimicos tridecan-2-ona e undean-2-ona pode resumir-se na avaliagdo da
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mortalidade imediatamente ap0s a exposi¢ao das larvas da traca-do-tomateiro aos
aleloquimicos, afim de que tal avaliagdo fique mais rgpida.

Portanto, conclui-se que os programas de melhoramento de tomateiro
baseados nos niveis de 2-TD e 2-UD deveriam selecionar plantas em que
houvesse altas concentragbes de 2-TD e concentragdes nulas de 2-UD, com os
objetivos de diminuir a suscetibilidade a quebra da resisténcia contra a traga-do-

tomateiro e evitar antagonismos de 2-UD sobre 2-TD.
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RESUMO E CONCLUSOES

O tomateiro-selvagem Lycopersicon hirsutum f. glabratum (Pl 134417)
tem-se mostrado resistente a traga-do-tomateiro Tuta absoluta.

O presente trabalho objetivou obter dados sobre fatores de resisténcia
guimica deste tomateiro através da identificacdo dos componentes presentes no
extrato hexanico de suas folhas, bem como avaliar sua toxicidade a T. absoluta.
Outro objetivo foi determinar curvas de concentracéo-mortalidade dos padrdes
tridecan-2-ona (2-TD) e undecan-2-ona (2-UD). Portanto, sementes deste
tomateiro foram plantadas na Horta Nova da Universidade Federal de Vigcosa, em
Vigosa, MG, e aos 120 dias de idade as folhas foram extraidas com hexano por
seis horas. O hexano foi evaporado e o residuo, fracionado por coluna
cromatografica de silica-gel, usando-se solventes de polaridades diversas.

As fracBes com composicdo quimica similar foram agrupadas em 29
subfracbes e analisadas por cromatografia em fase gasosa/espectrometria de
massas (CG/EM), identificando-se 2-TD, 2-UD, trans-cariofileno e afa
humuleno. Verificou-se que sete subfracdes, das oito que continham 2-TD e 2-
UD como principais componentes, foram significativamente mais toxicas que as
outras subfragdes, inclusive a testemunha, pelo teste de Scott-Knott ap < 0,05. Ja

a subfragdo que continha trans-cariofileno e alfahumuleno como principais
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componentes ndo foi significativamente mais toxica gque a testemunha, também
pelo teste de Scott-Knott a p < 0,05. Conclui-se, com base neste estudo e outros
da literatura, que 2-TD e 2-UD s80 os principais fatores de resisténcia presentes
no extrato hexanico do tomateiro-selvagem L. hirsutum f. glabratum (Pl 134417)
contra Tuta absol uta.

O método de andlise dos compostos quimicos, CG/EM, mostrou-se muito
interessante, por ser rgpido, eficiente e ndo necessitar de purificagdo da amostra.

A metodologia desenvolvida para determinacdo de curvas de
concentragéo-mortalidade foi adequada. Concluiu-se que 2-TD foi mais téxico a
traca-do-tomateiro que 2-UD e gue ocorreram interagdes antagonistas e neutras
de 2-UD sobre 0 2-TD. Curvas de toxicidade em prébite de 2-TD, adicionando-se
baixas concentragdes de 2-UD, poderiam proporcionar respostas homogéneas na
populagéo da tragca-do-tomateiro, e isso influenciaria decisivamente na selecéo de
individuos resistentes;, curvas de toxicidade em prébite de 2-TD e 2-TD,
adicionando-se altas concentragdes de 2-UD, poderiam proporcionar respostas
heterogéneas na populacéo, o que ndo influenciaria na selecéo de individuos.

Portanto, conclui-se que esses resultados poderdo contribuir para os
programas de melhoramento de cultivares de tomateiro comercial resistentesa T.
absoluta, orientando-os na selecdo de plantas com altas concentragdes de 2-TD e
baixas concentragdes de 2-UD.

Estudos adicionais devem ser conduzidos com o objetivo de encontrar
novos fatores de resisténcia em outros extratos, como etandlico, acetato etilico
etc., para que se tenha conhecimento das caracteristicas quimicas do tomateiro L.

hirsutumf. glabratum.
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