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RESUMO GERAL

O milho é considerado a cultura de maior relevancia, em termos de producao, sendo
amplamente cultivada em todas as partes do mundo, apresenta potencial genético e
destinada a multiplos usos. Durante a fase do armazenamento, essa commodity esta
Sujeita a deterioracao devido a presenca de insetos-praga, como o Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae), gerando desperdicio alimentar e
perdas econbmicas. O seu controle pode ser alcancado através de inseticidas
sintéticos, porém, o uso persistente de inseticidas sintéticos pode causar toxicidade
direta ao usuarios, efeito residual ao meio ambiente, além do aumento dos niveis de
resisténcia e ressurgimento de pragas. O uso de inseticidas botanicos, como os 6leos
essénciais sdo alternativas potenciais para a protecdo de produtos armazenados. O
objetivo deste trabalho foi investigar o potencial inseticida do 6leo essencial de Piper
aduncum L. (OEPA), no controle de populacdes brasileiras de S. zeamais. Esta
pesquisa foi realizada em duas etapas, dispostas em dois capitulos propostos na tese.
O primeiro capitulo, avaliou-se a toxicidade do inseticida OEPA, do deltametrina e o
sinergismo da mistura combinada (OEPA+deltametrina) em populagdes brasileiras de
S. zeamais. As populacbes brasileiras de Sitophilus zeamais, apresentam
uniformidade de resposta ao OEPA, exceto, a populacdo de Jacarezinho (PR),
havendo indicios de resisténcia cruzada entre o OEPA e deltametrina. A mistura
binaria (OEPA+deltametrina) suprimem mecanismos de resisténcia em cinco
populacdes brasileiras de S. zeamais, evidenciando efeito sinérgico do OEPA ao
deltametrina, havendo uniformidade de resposta toxicol6gica. No segundo capitulo,
investigou-se efeitos subletais do OEPA sobre as taxas de desenvolvimento
populacional e taxa instantanea de crescimento (ri). As concentragdes subletais do
OEPA, promove reducdo na taxa instantanea de crescimento e desenvolvimento
populacional das trés populagGes investigadas, e concentracdes de até 300 pL Kg*
(15%) do OEPA sédo capazes de reduzir em até 93% do numero total de insetos

emergidos.

Palavras-chave: Sudoeste da Amazobnia. Dilapiol. Gorgulho-do-milho. Toxicidade.

Efeito subletal.



GENERAL ABSTRACT

Corn is considered the most relevant crop in terms of production, being widely
cultivated in all parts of the world, presenting genetic potential and intended for multiple
uses. During the storage phase, this commodity is subject to deterioration due to the
presence of insect pests such as Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae), causing food waste and economic losses. Its control is performed
through synthetic insecticides, however, the persistent use of synthetic insecticides
can cause direct toxicity to users, residual effect on the environment, in addition to
increased levels of resistance and pest resurgence. The use of botanical insecticides,
such as essential oils, are potential alternatives for protecting stored products. The
objective of this work was to investigate the insecticidal potential of the essential oil of
Piper aduncum L. (EOPA), in the control of Brazilian populations of S. zeamais. This
research was carried in two stages, arranged in two chapters proposed in the thesis.
In the first chapter, the toxicity of the EOPA insecticide, deltamethrin and the synergism
of the combined mixture (EOPA+deltamethrin) in Brazilian populations of S. zeamais
were evaluated. The Brazilian populations of S. zeamais show uniform response to
EOPA, except for the population of Jacarezinho (PR), with evidence of cross-resistance
between EOPA and deltamethrin. The binary mixture (EOPA+deltamethrin) suppresses
resistance mechanisms in five Brazilian populations of S. zeamais, demonstrating the
synergistic effect of EOPA on deltamethrin, with uniformity of toxicological response.
In the second chapter, sublethal effects of EOPA on population development rates and
instantaneous growth rate (r) were investigated. The sublethal concentrations of
EOPA, promotes reduction in the instantaneous rate of population growth and
development of the three investigated populations, and concentrations of up to 300 L
Kg? (15%) of EOPA are capable of reducing up to 93% of the total number of emerged

insects.

Keywords: Southwest Amazon. Dilapiol. Maize Weevil. Toxicity. Sublethal effect.
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1 INTRODUCAO GERAL

O milho é considerado uma das culturas graniferas mais importantes, sendo
amplamente cultivado em todo o mundo devido ao seu alto rendimento, potencial
genético e adaptabilidade a diferentes condi¢ces ambientais. Além de ser uma fonte
de nutrientes, o milho também é utilizado na fabricacéo de subprodutos para industria,
farmacia, bebidas e combustiveis. No entanto, durante o armazenamento, diversas
espécies de insetos-praga podem atacar esse produto, causando perdas econémicas.

O Gorgulho-do-milho Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae) € uma praga que ataca os graos de milho armazenados. Essa praga é
considerada primaria devido ao seu alto potencial reprodutivo e capacidade de destruir
0S graos intactos. Sua presenca também pode permitir a entrada de microrganismos,
como fungos e suas micotoxinas, comprometendo a qualidade do produto e tornando-
0 improprio para comercializacdo. Isso leva os agricultores a vender seus produtos
logo apés a colheita para evitar perdas.

Medidas de manejo dependem fortemente do uso de pesticidas sintéticos para
o controle de pragas em grdos armazenados. No entanto, o uso indiscriminado desses
pesticidas tem impactos negativos na saude humana, causando efeitos adversos em
mamiferos e em organismos ndo-alvo. Além disso, a resisténcia dos insetos aos
pesticidas tem se tornado um problema recorrente. Com a preocupacdo dos
consumidores em relacdo a saude alimentar, torna-se necessario o uso de alternativas
naturais para o controle de pragas em gréos armazenados, garantindo a viabilidade
econdmica sem comprometer a salde e o meio ambiente.

O uso de produtos alternativos, com baixo impacto ambiental e menor residuo
nos graos, é crucial para o manejo de insetos-praga em lavouras. Dentre as opcdes
disponiveis, os inseticidas botanicos se destacam, uma vez que sédo derivados de
diferentes partes de plantas com propriedades de defesa contra insetos, patégenos e
microrganismos. Essas substancias sdo frequentemente encontradas na forma de
pos, extratos vegetais ou Oleos essenciais (OEs), sendo os Udltimos os mais
empregados no controle de pragas agricolas e em grdos armazenados.

Os oOleos essenciais (OEs) sdo substancias complexas compostas por
compostos quimicos aromaticos encontrados em diferentes espécies vegetais. Eles
sdo produzidos como metabdlitos secundarios e liberados pelas plantas como parte

de sua defesa contra agressores. Estudos revisados por Isman (2006) e Koul et al.



15

(2008) revelam que os OEs possuem componentes que séo eficazes contra os efeitos
toxicos causados pelos insetos-praga através de diferentes vias de intoxicagdo, como
contato, fumigacéo e contato topico. Além de atuarem como repelentes e inibidores
da alimentacdo dos insetos, os OEs afetam diretamente o desenvolvimento
populacional dessas pragas. Outra vantagem é que os OEs tém demonstrado
potenciais sinergéticos quando combinados com inseticidas sintéticos, o que os torna
eficazes para proteger grdos armazenados contra as pragas.

A pesquisa institucional na regido amazonica tem se dedicado a exploracao
das espécies da flora nativa visando a descoberta de substéncias ativas com potencial
farmacéutico e aplicagdo na industria quimica. Entre essas espécies, destaca-se a
Piper aduncum L., conhecida popularmente como pimenta-de-macaco, que possui
propriedades bioinseticidas em seu 6leo essencial. Estudos realizados pela Embrapa
Acre tém evidenciado os efeitos toxicos desse 6leo contra pragas agricolas e de
armazenamento. Além disso, pesquisas conduzidas por Fazolin et al. (2016)
demonstraram a atividade sinérgica do 6leo essencial de P. aduncum em combinacao
com a deltametrina.

Investigar o potencial inseticida de espécies endémicas da regido amazonica,
como é o caso da P. aduncum, € de suma importancia para o manejo integrado de
pragas em graos armazenados, a fim de evitar o surgimento de resisténcia em insetos
e surtos de pragas secundarias. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
inseticida do 6leo essencial de P. aduncum (OEPA) no controle de populactes

brasileiras de S. zeamais, uma praga de graos de milho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os desafios da seguranca alimentar e nutricional envolvem perdas pds-colheita
devido a presenca de insetos-praga durante o armazenamento, transporte e
comercializacdo. (BEZABIH et al., 2022). O uso constante de inseticidas sintéticos tem
impactos adversos na saude humana e no meio ambiente, levando os pesquisadores
a buscar alternativas de pesticidas derivados de produtos vegetais. Essas alternativas
visam ser eficazes, biodegradaveis e adequadas para programas integrados de
manejo de pragas (CHAUDAHARI et al., 2021; GARIBA et al., 2022).

2.1 CONTROLE DE PRAGAS DE PRODUTOS ARMAZENADOS

As culturas de graos sdo fontes dominantes de nutricdo para a maioria da
populacdo mundial, particularmente em na¢gbes em desenvolvimento. No entanto, as
condicbes adversas ambientais juntamente aos métodos de controle inadequados
podem ser ineficientes as perdas significativas do produto em locais de
armazenamento, devido a presenca de roedores, fungos, acaros e principalmente a
presenca de insetos-praga (TADDESE et al., 2020).

Diferentes grupos de insetos infestam commodities alimentares e produtos
processados, causando perdas na qualidade dos produtos armazenados. Entre eles,
estdo: Sitophilus zeamais Mots.; S. oryzae (L.) (Coleoptera: Curculionidae); Rhyzopertha
dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae); Acanthoscelides obtectus (Say), Callosobruchus
maculatus (F.) (Coleoptera: Crysomiladae-Bruchinae); Tribolium castaneum (Herbst)
(Coleoptera: Tenebrionidae); Lasioderma serricorne (L.) (Coleoptera: Anobiidae),
Liposcelis bostrychophila (Badonnel) (Psocoptera: Liposcelididae) e Oryzaephilus
surinamensis (L.) (Coleoptera: Silvanidae) (CHAUDAHARI et al., 2021; SINGH et al.,
2021). Dentre essas pragas, S. zeamais, S. oryzae e R. dominica sdo as mais
preocupantes do ponto de vista econdmico, justificando a necessidade de controle
guimico na maioria dos casos (LORINI et al., 2018).

O armazenamento inadequado pode levar a uma enorme perda na quantidade de
graos alimentares. Assim, 0s agricultores muitas vezes antecipam suas vendas de
produtos apos a colheita com retornos monetarios minimos (SINGH et al., 2021). Os
métodos de controle convencionais baseiam-se no uso de inseticidas sintéticos, pois sdo
ferramentas de manejo mais eficazes e viaveis para a reducéo das popula¢des de pragas

a niveis aceitaveis (FREITAS et al., 2016). Dentre os inseticidas sintéticos amplamente
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utilizados, destacam-se os produtos a base de organofosforados e piretréides, assim como
fumigantes como o brometo de metila e a fosfina. Além disso, também sdo empregadas
técnicas como o uso de atmosferas controladas. No entanto, ha também a opc¢éo de utilizar
compostos naturais, como as poeiras inertes (terra de diatomaceas - DE) e os botanicos
(extratos vegetais e Oleos essenciais). Esses ultimos séo considerados alternativas aos
inseticidas sintéticos e podem ser estratégias eficazes para o controle de pragas em graos
armazenados. (FREITAS et al., 2016; LORINI et al., 2018; HAJAM et al., 2022; STEJSKAL
etal., 2021).

Os fumigantes sintéticos sdo amplamente utilizados como medida efetiva em
todos os estagios de desenvolvimento dos insetos dentro das instalacdes de
armazenamento (SINGH et al., 2021). Esses fumigantes possuem a capacidade de
penetrar nos graos, apresentam boa difusdo em ambientes fechados e podem ser
aplicados nas sementes para o plantio. Tais caracteristicas permitem a preservacao
da integridade dos alimentos e facilitam o comércio internacional de commodities
livres de pragas e residuos (NAYAK et al., 2020).

O brometo de metila e a fosfina (PHs), sdo fumigantes amplamente utilizados
globalmente para desinfestar pragas em produtos armazenados. No entanto, a
aplicacgédo intensiva desses produtos resultou em efeitos adversos sobre organismos
nao-alvo e no meio ambiente, como o0 esgotamento do 0zonio devido ao brometo de
metila, além do desenvolvimento de resisténcia entre as pragas, como é o caso da
fosfina. Diante disso, surgiu a necessidade de buscar alternativas mais seguras,
especialmente por meio da utilizacdo de produtos de origem vegetal (PIMENTEL et
al., 2007; NAYAK et al., 2020; SINGH et al., 2021; CHAUDAHARI et al., 2021).

Hé& um crescente interesse na pesquisa de inseticidas botanicos, especialmente
0s Oleos essenciais (OEs), como alternativas aos fumigantes tradicionalmente
utilizados. Estudos tém sido realizados para investigar diferentes estratégias de
controle de pragas de produtos armazenados, abrangendo métodos de aplicacao
(como contato, fumigagéo e aplicacéo topica), atividade inseticida (toxicidade, atragéo,
repeléncia e/ou inibicdo alimentar) e o uso de concentragdes ou doses subletais.
Essas pesquisas tém como foco a analise dos parametros biologicos dos insetos,
como taxa de crescimento, tempo de vida e reproducdo (BOYLER et al., 2012;
CAMPOLO et al.,, 2018). Além disso, sdo relatados estudos que visam avaliar
formulagbes de OEs como sinergistas ao inseticidas sintéticos demostrando
resultados promissores (CAMPOLO et al., 2018).
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A utilizacdo de boténicos isoladamente ou em combinag&do com inseticidas
sintéticos pode ser recomendada, desde que apresente caracteristicas como baixo
custo, biodegradabilidade e seguranca ambiental e para a saude humana, visando
o controle de pragas como S. zeamais em grdos armazenados. Por outro lado, para
obter sucesso no manejo de pragas em grdos armazenados, € necessario adotar
uma abordagem que envolva a combinacdo de diferentes praticas e estratégias
tradicionais acessiveis (HAJAM et al., 2022).

Os métodos de manejo, sejam eles convencionais ou alternativos,
desempenham um papel fundamental no controle de insetos-praga em sistemas de
armazenamento. Essas abordagens podem ser adotadas por produtores de pequena
e média escala, incorporando tanto estratégias tradicionais como modernas. E
importante avaliar a viabilidade econdmica de cada método, considerando seus
custos e perfil de compatibilidade ambiental (STEJSKAL et al., 2021).

2.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GORGULHO Sitophilus zeamais

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae), € uma praga cosmopolita grave de cereais armazenados devido ao
seu ataque aos graos inteiros. Sendo uma praga primaria do milho, ela afeta
diretamente o produto comercializado, apresenta habitos de polifagia e pode atacar
outros cereais e produtos processados. Além disso, ocorre infestacdo cruzada tanto
no campo quanto no armazenamento. O S. zeamais é capaz de penetrar nos graos
e infesta-los, levando a destruicdo e esvaziamento dos mesmos, resultando na perda
de seus valores nutricionais e tornando-os inviaveis para germinacdo. Além disso,
sua presenca contribui para a entrada de outras pragas secundarias, acaros e
fungos, resultando em uma queda no valor de mercado tanto local quanto
internacional (NWOSU, 2018; DEVI et al., 2017; BARROS et al., 2022).

Os adultos de S. zeamais medem cerca de 3 mm comprimento, coloracao
castanho-escura com machas avermelhadas em seus élitros, visiveis logo apos a
emergéncia. Possui cabeca projetada a frente e com rostro recurvado, onde estéo
inseridos as pecas bucais. Pronoto fortemente pontuado e élitros estriados. Larvas
de coloracdo amarelo-claro com pontas escuras na cabeca e as pupas
esbranquicadas (DEVI et al., 2017; KUMARI et al., 2022).
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Devi et al. (2017), citaram os seguintes dados biolégicos sobre o periodo
meédio de desenvolvimento de S. zeamais criados em grdos milho nas condicbes
laboratoriais. Os periodos de desenvolvimento de ovos, 0s quatro instares larvais,
pupas e adultos foram 6,9; 5,8; 7,0; 8,4; 7,5; 12,5 e 3,5 dias, respectivamente. A
duracao total do ciclo de vida de 51,6 dias; longevidade média dos machos de 67,4
dias (variando de 61,8 a 73 dias) e das fémeas de 105,9 dias (variando de 97,1 a
114,7 dias); periodo médio de pré-acasalamento aproximadamente 3 dias;
longevidade feminina 105,9 dias e longevidade masculina de 67,4 dias.

Os ovos séao colocados em pequenas cavidades perfuradas pela fémea
adulta. Ap6s a oviposicao, essas cavidades sao fechadas com uma substancia
mucilaginosa secretada pela mesma. Posteriormente, essa substancia endurece,
formando uma pequena area elevada na superficie do gréo, indicando infestacéao.
Os ovos recém-colocados sao translicidos e se tornam opacos com o tempo (DEVI
et al., 2017). O periodo de incubacédo dos ovos €, em média, de 6 a 9 dias a 25 °C.
As larvas penetram nos graos, onde se alimentam e completam seu estagio larval
(quatro instares) dentro do grdo. Em seguida, elas pupam até a emergéncia e saida
do adulto (KUMARI et al., 2022). Existe um comportamento de canibalismo entre os
individuos, o que faz com que raramente mais de um adulto emerja de um Gnico grao
(FARONI; SOUSA, 2006).

O desenvolvimento completo do inseto é possivel em temperaturas entre 15
a 35 °C, com um periodo 6timo de 35 dias. Condi¢des ideais incluem uma umidade
relativa de 70% e temperatura de 27 °C. O S. zeamais é um excelente voador e pode
causar infestagcdo tanto antes da colheita quanto nos locais de armazenamento.
Devido aos seus habitos polifagos, ele pode atacar outros cereais, como trigo, arroz
e sorgo, além de se desenvolver em cereais processados (PINTO et al., 2002). Os
adultos sao longevos (varios meses a um ano). A duracao real do ciclo pode variar
de 31 a 37 dias, dependendo das condic¢des ideias, os adultos podem viver de 4 a 5
meses (RESS, 1996).

O uso de produtos sintéticos registrados sdo altamente eficazes para controlar
as populacdes de gorgulho do milho, apesar da eficacia das substancias presentes
do produto, sua aplicacdo continua, e dependéncia excessiva de unico produto, tem
ocasionados efeitos nocivos aos outros organismos-nao alvo, por exemplo, inimigos
naturais (NAYAK et al., 2020; ACHIMON et al., 2022). Nesse contexto, o interesse

consideravel em desenvolver alternativas mais seguras com a utilizagcdo de
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botanicos tém recebido grande atencdo por apresentar pouca ameaca a saude
humana e ao ambiente pela sua baixa toxicidade e persisténcia residual (ISMAN,
2006; YANG et al., 2020).

2.3 INSETICIDAS BOTANICOS

A disponibilidade limitada, a legislacdo vigente rigida e o custo proibitivo dos
pesticidas sintéticos levam o0s agricultores de subsisténcia em paises em
desenvolvimento a considerar os inseticidas botanicos como uma alternativa valida e
aceita para a protecao de gréos armazenados (ISMAN, 2008; DOUGOUND et al., 2019).
No entanto, as recomendacdes para 0 uso de inseticidas botanicos muitas vezes sao
questionadas devido a instabilidade do produto, disponibilidade em massa e aos
diferentes modos de acdo pouco conhecidos. A avaliagdo da toxicidade para espécies
nao-alvo e a eficacia inconsistente desses inseticidas ainda precisam ser estudadas para
garantir seu uso sustentavel (DOUGOUD et al., 2019; PRAKASH et al., 2022).

Antes de 1930, os botanicos eram amplamente utilizados para o controle de
insetos-praga e microrganismos em graos armazenados. Inseticidas botanicos como
Azadiractina, Rotenonas, Piretinas | e I, Nicotina, entre outros, foram comprovados para
0 manejo integrado de pragas (VELASQUEZ et al., 2017). No entanto, a descoberta de
inseticidas sintéticos altamente eficazes, como os organofosforados, clorados e
carbamatos, juntamente com a crescente demanda por alimentos, resultou na
intensificacdo da tecnologia agricola para alcancar altas produtividades. Ao longo dos
anos, o uso indiscriminado dessas tecnologias tem gerado sérios problemas (SOUTO et
al., 2021).

A conscientizacao dos graves problemas causados pela persisténcia residual
dos produtos no meio ambiente, afetando a biodiversidade, a resisténcia e o
ressurgimento de insetos-praga, bem como a protecdo de organismos ndo-alvo e da
vida selvagem, levou a busca por pesticidas mais ecolégicos que se degradam com o
tempo. Além disso, varios paises promoveram legislagcbes que aprovam o0 uso de
derivados vegetais que atendam aos padrdées minimos exigidos para uma producao
sustentavel. Essas agbes também fortalecem politicas publicas que visam reduzir o
uso de produtos fitossanitarios (ISMAN; GRIENEISEN, 2014; SOUTO et al., 2021).

A utilizacao de inseticidas botanicos no controle de pragas agricolas remonta a

dois mil anos atras, em regides como China, Grécia e india, antes de se tornarem
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amplamente aceito (ISMAN, 2006; DOUGOUD et al., 2019; IQBAL et al., 2021). As
plantas desenvolveram uma variedade de compostos metabdlicos secundérios que
desempenham um papel fundamental na sua sobrevivéncia em ambientes
estressantes, atuando como defesa quimica contra fatores ambientais, como
herbivoros, patdégenos e variagbes sazonais (ISMAN, 2006; PAVELLA; BENELLI,
2016; PRAKASHI et al., 2022). Dentre esses compostos, destacam-se 0s constituintes
fendlicos, terpenoides, esteroides, alcaloides e fenilpropanoides, que demonstram
notavel atividade biolégica contra insetos-praga, recebendo consideravel atencéo da
comunidade cientifica como alternativa abrangente aos pesticidas sintéticos
convencionais (IQBAL et al., 2021).

O controle de insetos-praga por inseticidas botanicos para protecdo e/ou
armazenamento sao utilizados por agricultores tradicionais de subsisténcia,
principalmente em paises em desenvolvimento, especialmente, em paises africanos,
que utilizam 100% de produtos a base de inseticidas botanicos (DOUGOUD et al.,
2019; IQBAL et al., 2021). Ha relatos de que ha mais de 2.500 espécies de plantas
com aproximadamente 235 familias botanicas possuem atividades biolégicas do
controle de pragas (ISMAN, 2006 DOUGOUD et al., 2019).

Neste cenério, novas fontes de botanicos atingiram o status comercial nos
altimos vinte anos com a volta dos pesticidas botanicos que incluem: piretrinas,
rotenonas, azadadiractina e os 6leos essenciais (SOUTO et al.,, 2021). Dentre as
fontes boténicas sejam extratos brutos ou produtos quimicos naturais, os 06leos
essenciais (OEs), de plantas aromaticas evidenciam resultados promissores como
agentes de mdultiplos mecanismos de acdo, alta eficacia contra artropodes, baixa
toxicidade em vertebrados ndo-alvo e potencial para formulacdo com sinergistas e de
nanopesticidas (PAVELA; BENELLI, 2016).

2.3.1 Oleos essenciais

Os oOleos essenciais (OEs) séo sintetizados pelas plantas e desempenham
papel fundamental nos processos de defesa vegetal, incluindo também atratividade
para polinizadores e insetos benéficos. Além disso, sdo responsaveis pelo aroma e
sabor especifico com interesse nas industrias farmacéuticas e cosméticos
(CAMPOLO et al., 2018). A composicéao volatil dos OEs séo sintetizados por estruturas

secretoras como tricomas, ductos de resina encontrado em diferentes partes vegetais.
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Esses compostos podem ser extraidos através da destilagdo a vapor, hidrodestilagdo
e a prensagem a frio (6leos essenciais citricos). A classificagdo dos OEs séo
formandos por dois grandes grupos complexos: | - Terpendides (monoterpenos,
diterpenos e sesquioterpenos) e Il - Fenilpropandides de baixo peso molecular,
oriundos das vias metabodlicas secundéarias da biossintese presente no citosol e
cloroplastos (REGNAULT-ROGER et al., 2012; PAVELA; BENELLI, 2016).

Os compostos constituintes dos OEs sao misturas organicas complexas, que
demonstram propriedades inseticida em insetos-praga de grdos armazenados, como:
a toxicidade, repeléncia, antialimentares, supressédo da fertilidade e oviposicado de
insetos adultos (CAMPOLO et al., 2018). Além das pragas de grdos armazenados, 0S
OEs tém se mostrado eficazes na protecdo vegetal contra insetos-praga mastigadores
e succionadores, inibindo a oviposicao de dipteros em frutiferas (REGNAULT-ROGER
et al., 2012).

Estudos reforcam que o uso de OEs evidenciam atividades neurotoxicas
semelhantes aos sintéticos em seus alvos moleculares nos organismos do insetos
envolvendo os canais de sddio e calcio fechados por tensao; na inibicdo das enzimas
acetilcolinesterase (AChe); nos receptores das sinapses GABA e nos
neuromoduladores de octopamina (FARAONE et al., 2015; PAVELA; BENELLI, 2016;
CAMPOLO et al., 2018; SOUTO et al., 2021).

De acordo com Pavela e Benelli (2016), sugerem que os OEs podem ser
usados em alternancia com inseticidas sintéticos para gerenciar problemas de
resisténcia. Assim como, a combinacdo de ambos, podem sugerir acdo sinérgica
devido a diversidade quimica e seus diferentes espectros de acdo sobre os
organismos-alvo (ISMAN, 2006). Desse modo, entender o espectro de acdo dos OEs
sobre os organismo-alvos podera ser crucial para a aplicacdo desses subprodutos no
desenvolvimento de novas formulacdes de pesticidas botanicos (FARAONE et al.,
2015; PAVELA; BENELLI, 2016; CAMPOLO et al., 2018; SOUTO et al., 2021).

2.3.1 Oleos essenciais como sinergistas

Apesar da vantagens da utilizagdo do OEs ja descritas, como rapida degracgéo,
toxicidade baixa a moderada em organismos ndo-alvo e maior seletividade, esses
botanicos ainda possui suas limitagdes, no que diz respeito a sua ampla utilizacdo no

campo. Com a baixa persisténcia, escassez de recursos naturais, padronizacdo, além
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do quadro legislativo rigoroso (ISMAN, 2000; ISMAN; GREINEISEN, 2014).
Entretanto, tais desafios, podem ser contornados a partir de intensificacdo de
pesquisas cientificas, como por exemplo, a combinacdo de Oleos essenciais com
sintéticos sdo reportadas em pragas de grdos armazenados (NENAAH, 2011;
FAZOLIN et al., 2016; KANDA et al. 2017; BRITO et al., 2021).

As combinacbes de OEs podem gerar atividades de sinergismo ou
antagonismo (BRITO et al., 2021). Dado a isso, 0 sinergismo tem por finalidade
potencializar a toxicidade de um agente, a partir de concentracées de um ou mais
agentes que podem exercer efeito maior comparado toxicidade de um agente isolado
(DAS, 2014). Por outro lado, o antagonismo, é a soma esperada dos efeitos isolados,
em que um componente reduz ou inibe a atividade do outro (DAS, 2014; REDDY;
CHOWDARY, 2021).

Tanto sinergismo quanto ao efeito antagbnico sdo indicados por muitos termos
como, coeficiente de co-toxicidade, razdo de sinergismo, percentual de mortalidade
(REDDY; CHOWDARY, 2021). Por essa razdo, as substancias sinérgicas sao
consideradas ferramentas simples para o manejo integrado de pragas em superar
resisténcias metabdlicas, ou até mesmo, retardar a algum tipo de manifestacdo de
resisténcia hereditaria de genes, além de aumentar a vida Util de prateleira dos
inseticidas sintéticos (BERNAND; PHILOGENE; 1993; RIBEIRO et al., 2003;
FARAONE et al., 2015) e reduzindo a persisténcia residual de produtos altamente
téxicos nos produtos armazenados (WALIA et al., 2004).

O butoxido de piperonila (PBO), sinergista comercial de inseticidas, € um
produto quimico que aprimora a propriedades ativas das piretrinas, rotenonas e
carbamatos. O PBO tem sido usado comercialmente desde 1940, principalmente em
combinac¢éo com inseticidas piretroides. A sua especificidade na inibicdo da atividade
de desintoxicagdo de enzimas do sistema citocromo P-450 contribuiu para seu
sucesso como sinergista (SNOECK et al., 2017).

O PBO demostrou suspeita toxicidade aguda e crénica em espécies nao-alvo,
resultando menor interesse em utilizacdo desse sinergista comercial (WALIA et al.,
2004). Mas, tem sugerido que as plantas possuem acdes naturais de sinergismo entre
suas moléculas orgénicas, a fim de superar estresses contra fitdfagos. Alguns
trabalhos evidenciaram que os OEs combinados com outros botanicos podem exercer
atividades sinérgicas contra pragas de culturas e pragas de armazenados (FARAONE
et al., 2015; DASSANAYAKE et al., 2021).



24

Lima e colabodores (2011), verificaram sinergismo do OE de alecrim-pimenta
com o monoterpeno timol combinado em espécies de Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae). Investigacbes com OEs combinado com inseticida comercial,
revelaram suscetibilidade de Myzus persicae s.l. (Hemiptera: Aphididae) (pulg&o),
OEs de lavanda e tomilho combinado com Imidacloprido indicou razéo de sinergismo
de 19,8 no estudo (FARAONE et al. 2015). Segundo Fazolin et al. (2017), o éleo
essencial de Piper aduncum demonstrou potencial como sinergista para os inseticidas
Fenitrotiona, Profenofés e Clorpirifés, podendo ser uma alternativa ao butoxido de
piperonila. Além disso, Ziaee et al. (2014) observaram um efeito sinérgico do 6leo
essencial da graminea Carum copticum em combinacdo com terra de diatomaceas,
resultando em atividade locomotora reduzida e toxicidade por contato contra as
espécies de insetos Sitophilus granarius e T. confusum.

De acordo com Faraone et al. (2015), nem sempre ocorre sinergia, como observado
na acéo antagonica entre certos 6leos essenciais (OES) e inseticidas sintéticos. Da mesma
forma, Eesiah et al. (2022) relataram um efeito antagbnico na combinacdo dos Oleos
essenciais de canela, cravo e tomilho, resultando em efeitos repelentes menores em
comparagao com o uso isolado desses Oleos em S. zeamais. Pesquisas indicam que a
volatilizacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais ou a mistura de diferentes
compostos podem levar a esse fenbmeno antagonico (ARAUJO et al., 2012; PAVELA,
2014). Além disso, a estrutura molecular e a posicdo dos grupos funcionais podem
influenciar nos fenbmenos de sinergia ou antagonismo (PAVELA, 2014).

Conforme Ebadollahi e Sendi (2015), inUmeras familias de plantas sé&o
frequentemente estudadas para obtencdo dos seus 6leos essenciais que incluem,
Lauraceae, Myrtaceae, Lamiaceae, Rutaceae, Apiaceae, Asteraceae, Poaceae,
Cupressaceae, Piperaceae e Zingiberaceae. Considerando esses fatos, os 06leos
essenciais (OEs) tém a capacidade de atuar de forma independente, além de interagir
de maneira aditiva e sinérgica com outros agentes pesticidas, visando garantir a
seguranca na protecdo das culturas agricolas e reduzir os custos de producéo.
(DASSANAYAKE et al., 2021).

2.4 ASPECTOS GERAIS DA ESPECIE Piper aduncum L.

A pimenta de macacao (Piper aduncum L.) é uma planta arbustiva aromatica
endémica da Amazonia, pertencente a familia Piperaceae que possui um grande potencial
na producdo de oleo essencial (MAIA et al., 1988; BERGO et al., 2005). Conforme os
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achados na literatura, o seu 6leo essencial é utilizado para combater de forma direta
e indireta a diversas doencas humanas causadas por agentes infecciosos parasitarios
e bacterianos. Além disso, destaca-se que a utilizacdo do 6leo essencial na agricultura
por apresentar atividades inseticidas, larvicidas, antibacterianos e antifungicos (MISNI
etal., 2011; POTZERNHEIN et al., 2012; SAUTER et al., 2012; DUROFIL et al., 2021).

O Oleo essencial de P. aduncum (OEPA), é constituido por fenilpropandides
como o dilapiol, seu composto majoritario, seguido pela miristicina e apiol, jA os
monoterpernos estdo incluidos: 1,8-cineol, B-ocimene, y-terpineno (DUROFIL et al., 2021).
A composicdo do OEPA é variavel, e esses graus polimorfismo tem sido atribuido tanto
nas diferencas genéticas inseridas nas coordenadas geogréficas quanto as condi¢cbes
ambientais (SALEHI et al., 2019).

Como caracteristica marcante das Piperaceas, as espécies de P. aduncum contém
quantidade de lignanas ligadas a um grupo quimico metileno diéxido fenil que formam o
dilapiol, o fenilpropanoide mais abundante nessa espécie (ESTRELA et al., 2006). O
dilapiol, é comumente encontrado em maior abundancia nos Oleos essenciais na
Amazonia o que representa mais de 70% da composicao total (DUROFIL et al., 2021).

O dilapiol apresenta um efeito inibidor de esterases semelhante ao sinergista
comercial PBO, porém nao acontece imediatamente, exige um tempo de 3 a 4 horas ap0s
a aplicacao, o que indica que o OEPA pode ajudar na inibicdo de enzimas desintoxicantes
e, aumentar o potencial do inseticida comercial (SHANKARGANESH et al., 2009).

A bioatividade do OEPA, j4 sdo relatadas sobre os insetos-praga de gréos
armazenados: Toxicidade (ESTRELA et al., 2006; FAZOLIN et al., 2007; MARTINEZ
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017), repeléncia (OLIVEIRA et al., 2017), reducao das
taxas de crescimento (NASCIMENTO, 2020) e agente sinérgico em misturas com 0s
sintéticos (FAZOLIN et al., 2016). Devido ao seu potencial pesticida, o OEPA surge
como indicativo de possibilidade de aproveitamento econémico dessa espécie. Além
disso, outras investigagcbes futuras serdo importantes para o uso de OEPA em

programas sustentaveis de controle de pragas da Amazoénia.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi determinar a toxicidade do deltametrina e do 6leo essencial
do Piper aduncum (OEPA) para as populacdes brasileiras do inseto Sitophilus zeamais,
e estudar o efeito da mistura binaria OEPA+deltametrina em cinco populacdes brasileiras
de S. zeamais. Foram analisados dados de concentracédo-mortalidade do deltametrina e
do OEPA em treze populacdes brasileiras de S. zeamais. Utilizando a populagcao padréo
de susceptibilidade, foram geradas concentracfes letais (CLso e CLgs) da mistura
binaria OEPA x deltametrina em cinco populacdes de S. zeamais, a fim de detectar o
efeito sinérgico em relacdo ao deltametrina. ApOs a geracdo das curvas de
concentracdo-mortalidade, as toxicidades residuais ap6s 24 horas de exposicao
variaram de 0,003 a 0,08 L cm para o deltametrina, 0,04 a 2,038 L cm para o
OEPA, e 0,0016 a 0,014 pL cm para a mistura binaria (OEPA+deltametrina). As
populacdes brasileiras de S. zeamais mostraram toxicidade desuniformidade de
resposta ao deltametrina. A populacdo de Jacarezinho, PR, apresentou resisténcia,
com razdes de toxicidade (RTs) na CL50 indicando uma toxicidade 3,06 e 4,13 vezes
maior em relacdo as populacdes suscetiveis para o OEPA e deltametrina,
respectivamente. A populacdo de Barbacena, MG, foi a populacdo padrdo de
susceptibilidade nos bioensaios de toxicidade do OEPA. A mistura binaria suprime
mecanismo de resisténcia nas populacdes de S. zeamais devido a ac¢ado sinérgica do
bioinseticida ao deltametrina. Esses resultados sao promissores para o uso do OEPA

na via de contato como estratégia no manejo de pragas de grdos armazenados.

Palavras-chave: Gorgulho-do-milho. Dilapiol. Controle alternativo. Mistura binaria.
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the toxicity of deltamethrin and the
essential oil of Piper aduncum (OEPA) on Brazilian populations of the insect Sitophilus
zeamais, and to study the effect of the binary mixture OEPA+deltamethrin on five
Brazilian populations of S. zeamais. Concentration-mortality data for deltamethrin and
OEPA were analyzed in thirteen Brazilian populations of S. zeamais. Using the
standard susceptible population, lethal concentrations (LCso and LCgs) of the binary
mixture OEPA x deltamethrin were generated for five populations of S. zeamais to
detect the synergistic effect with deltamethrin. After generating the concentration-
mortality curves, residual toxicities after 24 hours of exposure ranged from 0.003 to
0.08 pL cm? for deltamethrin, 0.04 to 2.038 puL cm for OEPA, and 0.0016 to 0.014 L
cm2 for the binary mixture (OEPA+deltamethrin). Brazilian populations of S. zeamais
showed uneven toxicity responses to deltamethrin. The Jacarezinho (PR) population
exhibited resistance, with toxicity ratios (TRs) at LCso indicating 3.06 and 4.13 times
higher toxicity compared to susceptible populations for OEPA and deltamethrin,
respectively. The population from Barbacena, MG, served as the standard susceptible
population in the OEPA toxicity bioassays. The binary mixture suppressed resistance
mechanisms in the populations of S. zeamais tested due to the synergistic action of
the bioinsecticide with deltamethrin. These results are promising for the use of OEPA
as a contact-based strategy in the management of stored grain pests.

Keywords: Maize-weevil. Dilapiol. Alternative control. Binary mixture.
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3.1 INTRODUCAO

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae), € uma praga primaria do milho que causa sérios danos pos-colheita
tanto no campo quanto no armazenamento em todo o mundo. Adultos e larvas dessa
praga se alimentam de grdos saudaveis, resultando em perdas significativas na
producédo de grdos armazenados (LOPEZ-CASTILHO et al., 2018; NWOSU, 2018).

Os métodos convencionais de controle dessa praga baseiam-se no uso de
pesticidas sintéticos, sendo o controle quimico o mais eficaz devido a sua resposta
imediata e capacidade de reduzir as populacdes de pragas abaixo do nivel econdmico
de dano (FREITAS et al., 2016). No entanto, esses produtos geralmente ndo sao seletivos
e seu uso indiscriminado tem causado danos a saude humana e ao meio ambiente, além
de contribuir para o surgimento de populacdes de insetos resistentes. Nesse contexto,
compostos derivados de plantas, como os 6leos essenciais, tém sido propostos como
alternativas sustentaveis (PATINO-BAYONA et al., 2021; ACHIMON et al., 2022).

Os 6leos essenciais (OEs) sdo complexas misturas de compostos organicos
volateis, biodegradaveis, extraidos de diferentes partes de plantas aromaticas, e
consistem principalmente de terpenos, fenilpropanoides e seus derivados, que
compdem o perfil fitoquimico desses subprodutos (SINGH et al., 2021). Sabe-se que
0s 6leos essenciais apresentam diversas atividades bioldgicas, incluindo toxicidade
aguda e crobnica, repeléncia, inibicdo da oviposicdo, crescimento, alimentacdo e
desenvolvimento contra espécies de insetos-praga (YANG et al., 2020). A atividade
inseticida de diferentes Oleos essenciais contra diversas pragas agricolas ja foi
amplamente documentada (EBADOLLAHI; SENDI, 2015; BENELLI; PAVELLA, 2018;
CAMPOLO et al., 2018).

A espécie Piper aduncum (L.), uma Piperacea, tem sido extensivamente
investigada devido aos seus 6leos essenciais comprovadamente inseticidas contra
diferentes ordens de insetos. A toxicidade do 6leo essencial de P. aduncum (OEPA)
ja foi relatada em ordens como Diptera (MISNI et al., 2011), Hymenoptera (SOUTO et
al., 2012), Coledptera (ESTRELA et al., 2006); Lepidoptera (FAZOLIN et al., 2016) e
Hemiptera (TURCHEN et al., 2016). O OEPA tem demonstrado atividade sinérgica
em misturas com outros inseticidas sintéticos (FAZOLIN et al., 2016).

A utilizagdo de Oleos essenciais (OEs) em combinacdo com inseticidas

convencionais é uma estratégia interessante, pois pode reduzir a quantidade de
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inseticidas sintéticos necessarios (FARAONE et al., 2015). Além disso, 0 uso de
compostos botanicos com potencial sinérgico é uma ferramenta importante para
superar a resisténcia a inseticidas, potencializando a acao dos inseticidas sintéticos e
reduzindo a ocorréncia de residuos no corpo dos insetos (NORRIS et al., 2018).

Os OEs estdo emergindo como alternativa promissora ao butdxido de piperonila
(PBO), um sinergista comercial que potencializa a acdo dos piretroides sintéticos. Essas
combinacdes tém demonstrado eficacia aditiva e sinérgica, e sua utilidade ja tem sido
investigada em estudos anteriores (LIMA et al., 2011; FARAONE et al., 2015; SILVA et
al., 2017; BRITO et al., 2021). Fazolin et al. (2016) relataram trabalhos que utilizaram a
combinacdo do OEPA com inseticidas piretréides no controle de Spodoptera frugiperda
E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae).

Embora haja estudos sobre a toxicidade do OEPA em pragas de gréos
armazenados, ndo encontramos informacgdes na literatura consultada sobre o uso do
OEPA combinado com deltametrina em populagdes brasileiras de S. zeamais.
Portanto, este € o primeiro estudo investigativo sobre o potencial sinérgico do OEPA
com deltametrina em populacbes do gorgulho-do-milho em ambientes de
armazenamento.

Considerando a importancia econémica de S. zeamais como praga do milho e
de outros cereais armazenados, € oportuno desenvolver pesquisas com inseticidas
botanicos compativeis com o manejo integrado de pragas, visando mitigar os efeitos
indesejaveis e o uso indiscriminado de inseticidas sintéticos (COITINHO et al., 2011).
Portanto, o objetivo desta pesquisa foi determinar a toxicidade da deltametrina e do
OEPA em populagdes brasileiras de S. zeamais, e avaliar o efeito da combinacao

binaria OEPA+deltametrina em cinco populacdes brasileiras de S. zeamais.
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3.2 MATERIAL E METODOS

A extracdo o OEPA foi conduzido no Laboratério de Produtos Naturais da
Fundacéo de Tecnologia do Estado do Acre - FUNTAC e os bioensaios de toxicidade
e sinergismo foram realizados no laboratorio de Manejo Integrado de Pragas da

Universidade Federal do Acre - campus Rio Branco.

3.2.1 Populacgdes de Sitophilus zeamais

Treze populacdes brasileiras de S. zeamais coletadas nos municipios de
Barbacena, MG; Crixas, GO; Jacarezinho, PR; Juiz de Fora, MG; Londrina, PR;
Machado, MG; Placido de Castro, AC; Picos, PI; Recife, PE; Rio Branco, AC;
Tunapolis, SC; Uirapuru, GO e Vigcosa, MG foram utilizadas a partir de colénias-
estoque do laboratorio. Essas populacdes eram mantidas em frascos de vidro (1,5 L),
fechados com tampas plasticas perfuradas e revestidas internamente com organza
para permitir suas trocas gasosas, sob temperatura constante (27+2 °C), umidade
relativa (70£5%) e escotofase (24 h). Utilizou-se como substrato alimentar, graos de
milho com teor de agua de 13% em base Uumida (bu), previamente fumigados com
fosfina (PH3) e mantidos a -18 °C para evitar reinfestacdo conforme a metodologia
adaptada por Sousa et al. (2009).

3.2.2 Inseticida sintético

Para os bioensaios do inseticida sintético. Utilizou-se, o composto comercial do
ingrediente ativo deltametrina, nome comercial K-Obiol® 25 EC, grupo quimico dos

piretréides classe toxicoldgica categoria 4 - pouco toxico.

3.2.3 Obtencéo e extracdo do 6leo essencial

Plantas adultas silvestre de P. aduncum foram obtidas no Campus da UFAC, no
municipio de Rio Branco, Acre, nas coordenadas geograficas: 9° 57’ 29” (S) e 67° 48’ 36”
(W). A coleta do material vegetal foi realizada no periodo da manh& durante o més de
agosto de 2021. Inicialmente, realizou-se apenas uma coleta as amostras botanicas
foram coletadas a partir de 0,4 m do solo, posteriormente secas em estufa a 45 °C até
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atingir 30% de umidade. ApoOs a secagem o material botanico foi armazenado em sacos
plasticos para serem submetidos a extracao do 6leo essencial. A exsicata de P. aduncum
foi depositada no Herbéario UFACPZ da Universidade Federal do Acre, sob o niUmero de
registro: UFACPZ 20.646. A espécie foi identificada pela Dra. Elsie Franklin Guimaraes,
do Herbério do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (Herbéario RB).

Para a extracao do 6leo essencial (OE), utilizou-se a técnica por hidrodestilacdo
ou arraste de vapor de agua, onde utilizou-se uma manta térmica aquecedora para
alocacao do baldo volumétrico juntamente com aparelho tipo Clevenger, conectado
ao sistema de refrigeracdo para entdo, realizar sistema de extracdo. Para cada
extracao, utilizou-se 150 g da biomassa seca inseridas em um baldo volumétrico de 5
L com auxilio de funil e aferido com agua destilada. Logo em seguida, foi ligada a
manta térmica e regulada a temperatura de ebulicdo aproximadamente 120 °C, a
extracdo do OE foi de 240 minutos. A apds o processo de ebulicdo e condesacéo do
OE no extracdo, o mesmo foi coletado com Erlenmeyer para o processo de
decantacéo e separacédo do 6leo essencial e o hidrolato (SOUSA et al., 2014).

O OE foi separado do hidrolato por um funil de separacéo obtida por
decantacédo acoplado ao suporte universal, e a secagem com o uso de sulfato de sodio
anidro. As amostras contidas com OE foram armazenadas em frascos do tipo ambar
e mantido sob refrigeragdo em camara do tipo B.O.D. a 4 °C (Figura 1).

Figura 1 — Método de extracao e separacao do 6leo essencial de Piper aducum.
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3.2.4 Bioensaios de toxicidade deltametrina e OEPA

Realizou-se testes preliminares para estimar concentragdes mininas e
maximas dentro de intervalo de 5% a 95% de mortalidade dos insetos. Com base
nestas informacdes, foram estabelecidas cinco diferentes concentracbes para
exposicoes dos mesmos em bioensaios definitivos de toxicidade do OEPA e do
deltametrina para as treze populacdes de S. zeamais.

Para os bioensaios definitivos de toxicidade do deltametrina foram utilizadas a
seguintes concentracdes: 0,0027; 0,0046; 0,0093; 0,0173 e 0,0519 pL cm2, exceto
para a populacdo de Crixas pois, as suas concentracdes foram ajustadas (0,0027;
0,0046; 0,0056; 0,0093; 0,0173 pL cm?). Para a toxicidade do OEPA foram
estabelecidas usando concentragdes crescentes do OEPA, conforme determinado em
testes preliminares (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentracdes utilizadas de OEPA nos bioensaios de toxicidade das

populacdes de Sitophilus zeamais

Populacdes Concentracdes (UL cm™)

Barbacena 0,0393 0,0786 0,6052 0,9416 1,1648
Crixas 0,0393 0,0786 0,6052 0,9416 1,1648
Jacarezinho 0,1179 0,2358 11,1648  1,4557 2,0389
Juiz de Fora 0,0393 0,1179 0,7074 0,9416 1,1648
Londrina 0,0786 0,1179 0,9416 0,9416 1,1648
Machado 0,0786 0,1556 0,9416 1,1648 1,4557
Placido de Castro 0,0786 0,1556 0,6052 00,9416 1,1648
Picos 0,0786 0,1179 0,6052 0,9416 1,4557
Recife 0,0393 0,0786 0,6052 0,9416 1,1648
Rio Branco 0,0393 0,0786 0,6052 0,7074 0,9416
Tunépolis 0,0786 0,1179 0,6052 0,9416 1,1648
Uirapuru 0,0786 0,1556 0,6052 0,9416 1,1648
Vigosa 0,0786 0,1556 0,6052 0,9416 1,1648

Os bioensaios definitivos de toxicidade foram por via de aplicacdo em superficie
de contato, sendo realizados em placas de petri (9,0 cm x 1,5 cm) revestidas de papel-

filtro com 50 insetos ndo-sexados com idade 1 a 25 dias. Aplicou-se nos papéis-filtro
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com um pipetador automatico, 1 mL do volume da cauda conforme as concentra¢des
do inseticida comercial e do OEPA, diluidos em acetona (solvente) e 1 mL de acetona
(solvente que néo afetou a sobrevida das populagdes de S. zeamais) para o tratamento
testemunha. Depois da evaporacao total do solvente (cerca de 5 min), foram infestados
50 insetos adultos por placa em quatro repeticbes e avaliada a mortalidade apos 24
horas. Por meio de bioensaios de concentragcdo-mortalidade, obteve-se as
concentracfes que causam mortalidade de 50 e 95% dos insetos (CLso e CLos), foi
calculado os intervalos fiduciais e suas razdes de toxicidade entre o inseticida comercial
piretréide e o OEPA, conforme a metodologia de Robertson e Preisler (1992).
Considerou-se a mortalidade dos insetos quando nao apresentava mais nenhum

movimento ao ser tocado com pincel, ou quando ndo conseguiam mais se locomover.

Figura 2 — Bioensaios de toxicidade via de contato do deltametrina e OEPA e

sinergismo em populacdes brasileiras de Sitophilus zeamais.
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3.2.5 Bioensaios de sinergismo

Para avaliar o efeito da mistura do OEPA+deltametrina, foram realizados testes
preliminares com a concentracéo subletal do OEPA (um quarto da ClLzo: 0,0208 pL cm
da Populacdo Padrdo de Susceptibilidade) combinada com as concentracbes do
inseticida comercial sintético para estimar concentragcdes miminas e maximas dentro de
intervalo de 5% a 95% de mortalidade dos insetos em cinco populacdes de S. zeamais.
A populagéo padréao de suscetibilidade, Barbacena, MG, foi determinada pelo bioensaio
de toxicidade do OEPA. Os bioensaios definitivos de mistura binaria foram realizados nas

mesmas condi¢des dos bioensaios de toxicidade (subsecéo 3.2.4) utilizou-se a mesma
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concentragéo subletal de OEPA combinado com as concentragbes do deltametrina
conforme a metoldologia adaptada por ALMEIDA et al. (2017). As concentragdes dos
bioensaios da misturas binaria (OEPA+deltametrina) foram: 0,002; 0,005; 0,006; 0,009 e
0,014 pL cm, respectivamente. Nos bioensaios de sinergismo utilizou-se apenas cinco
populacdes escolhidas com base nas popula¢des que apresentaram maiores e menores
CLso nos bioensaios de deltametrina, respectivamente (Tabela 2). Foram as populacdes
de Jacarezinho, PR; Placido de Castro, AC; Recife, PE; Uirapuru, GO e Vicosa, MG.

3.2.6 Anélises estatisticas

Os dados de concentracdo-mortalidade dos bioensaios de toxicidade e do
sinergismo foram submetidos a analise de Probit (PROC PROBIT, SAS Institute 2011),
para gerar curvas de concentragdo-mortalidade. Os intervalos de confianca para as
razdes de toxicidade (RT) foram calculadas conforme Robertson e Preisler (1992).

Realizou-se ainda analise de correlacéo (p<0,05) entre a razdo de toxicidade (RTso
e RTos) do OEPA com o deltametrina, além da correlacdo da mistura binéria (OEPA +
inseticida comercial), para inferir se ha ou ndo uma relagdo de sinergismo, utilizando o
procedimento PROC CORR do programa SAS (PROC CORR, SAS Institute 2011).
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3.3 RESULTADOS

As curvas de concentracdo-mortalidade das populacdes de S. zeamais expostas
ao deltametrina, OEPA e sinergismo sao apresentados nas tabelas 2, 3 e 4. Essas curvas
de concentracdo-mortalidade foram usadas para avaliar a toxicidade da exposicdo ao
deltametrina, identificar a populacdo padréo de suscetibilidade, bem como a toxicidade
do OEPA para as populacdes brasileiras de S. zeamais além de investigar um potencial
efeito sinérgico da mistura do OEPA + deltametrina. O modelo probit foi adequado para
analisar os dados de mortalidade, pois foram observados baixos valores de x? (qui-
guadrado) e altos valores de P (probabilidade) para cada curva de concentracao-
mortalidade para valores de toxicidade (x? <5,98; P>0,05) deltametrina (x> <6,40 P>0,05),
OEPA e (¥* <5,95; P>0,05) da combinacdo OEPA+deltametrina.

3.3.1 Toxicidade do deltametrina e do OEPA

Para as CLso e CLgs das populagbes de S. zeamais expostas ao deltametrina
variaram de 0,003 a 0,066 pyL cm2. Da mesma forma, as razdes de toxicidade RTso e
RTes variaram de 1,00 a 4,13 vezes, respectivamente (Tabela 2). Esses resultados
confirmam uma variacao de resposta entre as populacfes de espécies de S. zeamais
com o principio ativo comercial.

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que as populacdes de Vigosa
(MG) e Jacarezinho (PR), apresentaram menor e maior CLso (0,003 e 0,013 pL cm),
com razdes de toxicidade de 1 a 4,13 vezes na CLso respectivamente. Da mesma
forma, as populacdes de Crixas (GO) e Placido de Castro (AC), apresentaram menor
e maior CLgs (0,019 a 0,066 pL cm) e suas razdes de toxicidade de 1 e 3,44 vezes
na Cluos.

Por outro lado, as inclinagfes das curvas de concentracdes-mortalidade variaram
entre as populagdes, sendo menor (1,67+0,18) de Vigcosa (MG) e a maior (3,92+0,30) de
Crixas (GO). Maiores inclina¢des das curvas de concentracdo-mortalidade indicam que
menores concentracbes do deltametrina é capaz de provocar grande mortalidade,

resultando em heterogeneidade de resposta na mortalidade dessas populacdes.
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3.3.2 Toxicidade do OEPA

Através dos bioensaios de concentracdo-resposta, obteve-se resultados de
toxicidade com exposicdo ao OEPA, no qual foram utilizados para estimar as CLso e
CLos das treze populacfes de S. zeamais estudadas. Para as CLso e CLogs, 0s resultados
de mortalidade das populacbes ao OEPA variaram de 0,2676 a 10,53 pL cm?,
respectivamente. A populagcédo de Barbacena (MG), apresentou a menor (CLso: 0,2676
UL cm?), em decorréncia disto, esta populacdo foi considerada a padrdo de
susceptibilidade. Ja populacdo de Uirapuru (GO), apresentou menor CLos (CLos: 2,831
uL cm). Por outro lado, a populacdo de Jacarezinho (PR), apresentou maiores CLso:
0,819 e CLos: 10,53 pL cm? (Tabela 3).

N&o foram observadas correlagdes significativas entre as razdes de toxicidade
(RTso e RTgs) do deltametrina x OEPA (RTso: n = 13; r=0,59; P =0,31; RTgs: n = 13;
r=0,23; P =0, 43). Assim como, nao houve grandes variacdes de inclinacdo da curva
das populacdes (1,43-1,87), reforcando homogeneidade toxicolégica entre as
populacdes investigadas, indicam que populacbes apresentaram uniformidade de
resposta descarando qualquer indicio de resisténcia. Por outro lado, verifica-se que
as curvas de concentracdo-mortalidade entre as populagcdes com a exposicdo do
OEPA foram distintas dos resultados apresentados no bioensaios com a deltametrina,
exceto para a Jacarezinho que apresentou maior CLso tanto para o OEPA quanto para
o deltametrina. De um modo geral, observa-se que suas RTsoe RTgs das populacoes
brasileiras de S. zeamais variaram de 1,0 a 3,72 vezes, respectivamente. Esses
resultados confirmam que héa variacéo de resposta destas populacdes a toxicidade do
OEPA, fazendo-se necessario ajustar concentracdes letais diferentes para cada

populacdo conforme mencionados na Tabela 1.

3.3.3 Toxicidade do OEPA+deltametrina

Resultados encontrados com a mistura binaria (OEPA+deltametrina) da
toxicidade de cinco popula¢ées estudadas variaram de 0,003 a 0,272 pL cm das CLso
e CL o5 respectivamente. A razdo de toxicidade dos adultos em S. zeamais apresentou
pouca variagdo 1,0 a 1,68 vezes na CLso e 1,0 a 1,89 vezes na CLgs. As populagdes
exibiram uniformidade de resposta entre as populagoes.

Com a combinacéao do OEPA+deltametrina, verificou-se que as populacdes de
Vicosa (MG) e Jacarezinho (PR), apresentaram maior susceptibilidade e resisténcia
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na CLso. Enquanto que para as ClLes, as populacdes que apresentaram
susceptibilidade e resisténcia foram Recife (PE) e Placido de Castro (AC)
respectivamente. N&o houve grandes variagbes na inclinacdo da curva das
populacdes investigadas (1,58 - 2,71), reforcando homogeneidade toxicologica.

Embora razdes de toxicidade mostraram valores menores que (<2). No entanto,
essas razoes apresentaram correlacao altamente positiva em relagéo as suas razdes de
toxicidade da mistura binaria x deltametrina RTso (n = 13; r =0,97; P = 0,01) e significativa
para RTes (n = 13; r = 0,90; P = 0,03). Essa correlagéo positiva indica que a aplicacéo do
OEPA potencializou o deltametrina conforme toxicidade residual tabela 4. As
concentracbes combinadas da mistura binaria apresentou maior toxicidade residual
comparado com os resultados de efeitos isolados OEPA e do deltametrina, havendo
reducdo da quantidade do inseticida sintético.
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Tabela 2 - Toxicidade residual relativa do deltametrina em adultos de populag¢des brasileiras de Sitophilus zeamais. O intervalo de
concentragdo do deltametrina foi 0,003 - 0,08 UL cm? (24 h exposicdo).

Populages nelinagao:: Clso (IF95%) pLcm?2  RT (IC 95%) CLso Clos (IF95%) pLcm?  RT (IC 95%) Closs X2 P
E.P.M.1

Vicosa, MG L.6750.18 0,003 (0,001-0,003) - 0,031 (0,02-0,05) 1,59 (0,99,56) 5,08 0,17
Recife, PE 2,03£0,18 0,005 (0,005-0,006) 1,52 (1,142,04) 0,031 (0,02-0,05) 1,61 (0,982,66) 4,55 0,20
Picos, Pl 2,29+0,19 0,006 (0,005-0,006) 1,74 (1,402,16) 0,029 (0,02-0,04) 1,49 (1,022,18) 5,36 0,15
Barbacena, MG 2,29+0,19 0,006 (0,005-0,006) 1,79 (1,472,19) 0,030 (0,02-0,04) 1,55 (1,042,83) 5,38 0,14
Machado, MG 2,65+0,22 0,006 (0,005-0,006) 1,82 (1,512,20) 0,024 (0,03-0,05) 1,25 (0,92-1,50) 5,98 0,11
Rio Branco, AC 2,09+0,18 0,006 (0,003-0,006) 1,87 (1,542,27) 0,037 (0,03-0,05) 1,88 (1,202,93) 4,85 0,18
Juiz de Fora, MG? 2,38+0,20 0,006 (0,005-0,006) 1,97 (1,622,41) 0,031 (0,02-0,04) 1,58 (1,062,35) 4,65 0,20
Tunapolis, SC 2,18+0,18 0,007 (0,006-0,007) 2,09 (1,732,54) 0,038 (0,03-0,05) 1,96 (1,26-3,03) 5,03 0,16
Crixas, GO 3,92+0,30 0,007 (0,007-0,008) 2,32 (1,972,73) 0,019 (0,01-0,02) - 5,74 0,12
Londrina, PR 2,44+0,19 0,008 (0,008-0,009) 2,57 (2,212,99) 0,038 (0,03-0,05) 1,99 (1,31-3,01) 4,89 0,18
Uirapuru, GO 2,25+0,18 0,010 (0,010-0,011) 3,10 (2,57-3,73) 0,053 (0,04-0,08) 2,74 (1,81-4,13) 4,96 0,17
Placido de Castro, AC 2,23+0,17 0,012 (0,012-0,014) 3,83 (3,16-4,65) 0,067 (0,05-0,10) 3,44 (2,44-5,29) 5,00 0,17
Jacarezinho, PR? 2,4620,18 0,013 (0,013-0,014) 4,13 (3,41-5,00) 0,061 (0,05-0,09) 3,17 (2,09-4,83) 4,95 0,18

L Erro Padrao da Média; 2 Populacao resistente; CL: Concentracdo letal; RT:Razdo de toxicidade para CLso e Clos; IF 95%: Intervalo fiducial a 95% de

probabilidade; x2: qui-quadrado; P: Probabilidade.
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Tabela 3 - Toxicidade residual relativa de OEPA em adultos de populac¢des brasileiras de Sitophilus zeamais. O intervalo de

concentracdo do OEPA foi de 0,04 - 2,04 uL cm? (24 h exposicao).

Populacdes inelinacao = Clso (IF 95%) pLcm?  RT (IC 95%) Clso Clos (IF95%) PLcm?  RT (IC 95%) CLos X2 P
E.P.M.1
Barbacena, MG® 1434011 0,268 (0,22-0,33) - 3,811 (1,03-6,27) 1,35 (0,742 45) 5,95 0,11
Rio Branco, AC 1,47+0,12 0,269 (0,22-0,33) 1,00 (0,75-1,34) 3733 (2,516,33) 1,32 (0,802,18) 6,03 0,11
Recife, PE 1,470,12 0,316 (0,26-0,43) 1,18 (0,89-1,57) 4,176 (2,86-6,87) 1,48 (0,792,75) 5,70 0,13
Crixas, GO 1,46+0,12 0,350 (0,29-0,43) 1,31 (0,98-1,74) 4,684 (3,15-7,85) 1,66 (0,86-3,20) 6,12 0,11
Vicosa, MG 1,52+0,14 0,354 (0,29-0,43) 1,32 (1,00-1,74) 4,300 (2,89-7,51) 1,52 (0,792,92) 6,10 0,11
Juiz de Fora, MG 1,67+0,14 0,373 (0,31-0,44) 1,39 (1,12-1,73) 3,599 (2,57-5,63) 1,27 (0,83-1,94) 6,01 0,11
Uirapuru, GO 1,87+0,22 0,374 (0,25-0,54) 1,40 (1,08-1,80) 2,831 (1,54-9,54) - 6,40 0,10
Placido de Castro, AC  1,65+0,12 0,376 (0,31-0,45) 1,41 (1,05-1,89) 3,745 (2,73-5,65) 1,32 (0,732,39) 6,17 0,10
Londrina, PR 1,57+0,13 0,377 (0,31-0,45) 1,41 (1,09-1,82) 4,203 (2,88-7,04) 1,49 (0,80%2,78) 5,77 0,12
Tunapolis, SC 1,69+0,13 0,405 (0,34-0,48) 1,52 (2,00-1,95) 3,794 (2,69-6,02) 1,34 (0,782,31) 5,70 0,13
Picos, PI 1,82+0,15 0,418 (0,36-0,49) 1,56 (1,24-1,97) 3,350 (2,11-5,13) 1,18 (0,632,21) 5,26 0,15
Machado, MG 1,42+0,13 0,498 (0,41-0,61) 1,86 (1,442,40) 7,077 (4,62-12,77) 2,50 (1,27-4,94) 5,79 0,12
Jacarezinho, PR 1,48+0,14 0,819 (0,61-0,68) 3,06 (2,32-4,03) 10,525 (6,77-19,58) 3,72 (1,79-7,73) 4,86 0,18

1 Erro Padrdo da Média; 2 Populacio resistente; ® Populacéo padréo suscetibilidade; CL: Concentracéo letal; RT: Raz&o de toxicidade para CLso e CLgs; IF 95%: Intervalo

fiducial a 95% de confianca; x?: qui-quadrado; P: Probabilidade
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Tabela 4 - Toxicidade residual relativa do efeito combinado do OEPA+deltametrina em adultos de populacdes brasileiras de S. zeamais.

O intervalo de concentracdo da mistura binaria foi de 0,0016 - 0,014 puL cm? (24 h exposicao).

CLso (IF 95%) pL cm?

RT (IC 95%) CLso

Clos (IF 95%) L cm? RT (IC 95%) Clos

X2

P

PopulacGes Inclinagdo + E.P.M.?
Viosa, MG 1,7240,19
Uirapuru, GO 1,7140,19
Recife, PE 2,11+0,20
Placido de Castro, AC 1,58+0,19
Jacarezinho, PR? 1,90+0,20

0,004 (0,003-0,005)
0,004 (0,003-0,005)
0,005 (0,005-0,005)
0,005 (0,005-0,006)

0,006 (0,005-0,006)

1,16 (0,90-1,49)
1,40 (1,13-1,75)
1,45 (1,16-1,80)

1,68 (1,342,11)

0,032 (0,02-0,05)
0,037 (0,02-0,07)
0,030 (0,02-0,04)
0,056 (0,04-0,12)

0,043 (0,03-0,07)

1,07 (0,62-1,86)

1,26 (0,672,35)

1,89 (0,91-3,94)

1,45 (0,702,99)

5,40
5,95
5,06
4,70

5,24

0,14
0,11
0,17
0,19

0,16

1 Erro Padr&o da Média; 2 Populagao resistente; CL: Concentragio letal; RT: Razado de toxicidade para CLso e ClLss; IF 95% = Intervalo fiducial a 95% de confianga; x? qui-quadrado;

P=Probabilidade.
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3.4 DISCUSSAO

A resisténcia a inseticidas em populacdes de S. zeamais € um fator limitante
para o controle dessa espécie (GUEDES et al.,, 1995; OLIVEIRA et al.,, 2005;
FRAGOSO et al.,, 2007; GUEDES et al., 2017). Populacbes resistentes a DDT e
piretréides, como é caso das populacdes de Jacarezinho (PR) e Juiz de Fora (MG),
em cinco estados brasileiros durante a década de 1990 (GUEDES et al. 1995).

As curvas de concentracdo-mortalidade em resposta ao deltametrina variaram
entre as populagdes estudadas. Curvas mais inclinadas indicam respostas
homogéneas ao produto comercial, o que significa que pequenas variacdes nas
concentracfes resultam em maior mortalidade, devido aos mecanismos de acédo dos
piretroides (FRAGOSO et al., 2002). Embora os piretréides atuem principalmente na
interrupc@o do local-alvo dos canais de sodio, causando desequilibrio e disfungéo
osmorreguladora, 0 uso indiscriminado desses inseticidas contribuiu para a selecéo
de gorgulhos resistentes. Os principais mecanismos de resisténcia a piretréides sao
mutacBes no gene kdr, aumento da desintoxicacdo enzimatica e alteracdes
comportamentais (RIBEIRO et al., 2003; FRAGOSO et al., 2007).

A populacédo de Juiz de Fora (MG) analisada neste estudo ndo demonstrou
resisténcia ao deltametrina, com valores de CLso inferiores a 0,007 uL cm? e RT abixao
1,97 vezes. Esses resultados séo diferentes dos relatados na literatura por Fragoso et
al. (2005), que mencionaram a presenca de resisténcia nessa populacdo. Estudos
demograficos conduzidos por Fragoso et al. (2005) e Guedes et al. (2006) indicaram
uma desvantagem de aptiddo na populacdo de Juiz de Fora, enquanto a populacéo
de Jacarezinho (PR) mostrou-se mais resistente devido a sua capacidade de alocar
maiores reservas de energia para o desenvolvimento populacional e resisténcia a
inseticidas sintéticos.

A populacdo de Placido de Castro (AC) foi observada como a segunda
populacdo mais resistente, com valores de RTso inferiores a 3,83 e RTos inferiores a
3,44 vezes, respectivamente. Esse resultado foi surpreendente, considerando que o
estado do Acre tem pouca producao de gréos, sendo a maior parte produzida por
agricultores de subsisténcia que geralmente armazenam o0s graos em paiois durante
a safra, com poucos ou nenhum tratamento preventivo. E importante ressaltar que
ainda ndo é possivel afirmar com certeza se a populacdo de Placido de Castro

apresenta resisténcia confirmada, uma vez que a coleta foi realizada em campo de
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agricultores familiares em 2019. No entanto, o Acre importa gréos de algumas regites
da regido Centro-Oeste, onde os graos sdo tratados com produtos fitossanitarios
antes de serem armazenados e posteriormente comercializados no mercado nacional
e internacional. A exposicdo de grdos a quantidades inadequadas de inseticidas
durante a fumigacdo com fosfina na comercializacdo pode contribuir para a
disseminacgéao da resisténcia (BENHALIMA et al., 2004). Portanto, essa pode ser uma
possivel explicacdo para as potenciais causas de resisténcia observadas nessa
populacao.

No manejo integrado de pragas de grdos armazenados, € comum enfrentar
problemas devido a utilizagcdo de um unico produto quimico e a falta de opcdes
registradas de formulacdes, o que leva a uma maior dependéncia desses produtos e
ao aumento da frequéncia de gendtipos resistentes. Para lidar com essa situacao, é
necessario adotar uma estratégia pratica de manejo que inclua maiores intervalos
entre as aplicacdes de piretrdides e a alternancia com produtos comerciais, como
agueles a base de organofosforados, a fim de reduzir a presséo de selecdo (SANTOS
et al., 2009). Além disso, é importante considerar o comportamento da populacao e
outras caracteristicas de sua histéria de vida para alcancar niveis satisfatorios de
controle (CORREA et al., 2015).

Diversos estudos tém destacado os 6leos essenciais (OES) de plantas como
uma estratégia alternativa para o controle de pragas de grdos armazenados,
especialmente devido aos efeitos toxicos que eles apresentam em individuos de S.
zeamais (ESTRELA et al., 2006; ARAUJO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018). Esses
OEs séo substancias complexas que contém um ou mais compostos organicos, como
monoterpenos e sesquiterpenos, o que confere vantagens no controle de pragas.
Além disso, eles tém o potencial de apresentar efeitos sinérgicos entre esses
compostos (ODEYEMI et al., 2008).

As populacdes brasileiras de S. zeamais avaliadas neste estudo apresentaram
susceptibidade de resposta em relacdo a exposicdo do 6leo essencial de Piper
aduncum L. (OEPA) por via de contato. Embora seja observada susceptibilidade ao
OEPA, tal variacdo nas RTso foi pequena (<2,0) para afirmar qualquer indicio de
resisténcia. No entanto, a populacao de Jacarezinho (PR), mostrou-se mais resistente,
enquanto que a populacdo de Barbacena (MG), a mais suscetivel. Esse

comportamento é observado da populacdo de Jacarezinho (PR), pode estar

relacionada com sua comprovada resisténcia a piretroides (OLIVEIRA et al., 2005).
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Com base nos resultados obtidos, ndo foi observada uma correlagao
significativa entre as razdes de toxicidade das populacdes de insetos para o 6leo
essencial de Piper aduncum (OEPA) e a deltametrina, indicando a auséncia de
resisténcia cruzada entre esses compostos. ISso sugere gque 0s mecanismos de
defesa presentes nos insetos das populacbes resistentes a piretréides, como
Jacarezinho e Juiz de Fora, ndo sdo eficazes quando expostos ao OEPA. Embora a
resisténcia a piretréides e organofosforados seja amplamente relatada em insetos-
praga de graos armazenados no Brasil, ndo parece haver uma associacdo entre essa
resisténcia e a resisténcia ao OEPA (GUEDES et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2005;
PEREIRA et al., 2009; BRAGA et al., 2011). N&o foi constatado qualquer indicio de
resiténcia de populacbes brasileiras de S. zeamais em Oleos essenciais de P.
aduncum e P. hispidinernum (ARAUJO et al., 2016).

O dleo essencial de P. aduncum e seus constituintes sédo potencialmente ativos
como inseticidas, que sdo responsaveis pela maioria dos efeitos repelentes e
inseticidas (SOUTO et al., 2012; DUROFIL et al., 2021). Pesquisas sobre a utilizacédo
do OEPA mostram resultados promissores para controle de insetos-pragas, néo
apenas de graos armazenados, mas também de outras ordens de insetos: Hemiptera
(TURCHEN et al., 2016), Hymenoptera (SOUTO et al., 2012), Diptera (OLIVEIRA et
al., 2013), Lepidoptera (FAZOLIN et al., 2017; SANINI et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Especificamente, ao avaliar altas concentracdes do OEPA por intoxicacao por
contato em insetos adultos, observou-se extrema agitacdo, seguida de perda de
locomoc¢ao motora e mortalidade em um periodo de 24 horas. Essas observacfes sdo
corroboradas por Pavela e Bennelli (2016), que descrevem que os OEs atuam em
atividades neurotoxicas através de mecanismos semelhantes aos modos de acéo de
inseticidas sintéticos. Além disso, Fazolin et al. (2017) indicam que o OEPA
potencializa a acdo de inseticidas sintéticos a base de piretréides e organofosforados,
sugerindo que este produto pode ser um substituto alternativo para inseticidas
inibidores de acetilcolinesterase.

A combinacdo do OEPA+deltametrina apresentou alta toxicidade nas cinco
populacdes estudadas, apesar da pequena variagdo nas razdes de toxicidade
calculadas de acordo com Robertson e Presler (1992). Esses resultados indicam um
efeito sinérgico, uma vez que houve uniformidade de resposta em todas as
populacbes, descartando qualquer indicio de resisténcia. Esse fenémeno foi
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observado anteriormente na populacéo de Jacarezinho (GUEDES et al., 1995; HADDI
et al., 2018).

A combinacdo do OEPA com o produto mostrou resultados promissores,
apresentando valores menores CLso € CLgs (Tabela 4). Além disso, foi observada uma
correlagdo positiva entre as razfes de toxicidade (RTso e RTos) da mistura binaria e da
deltametrina isolada. Isso indica que as doses de deltametrina podem ser reduzidas na
presenca do OEPA, suprimindo possiveis mecanismos de resisténcia e aumentando o
contato residual do inseticida no corpo do inseto devido a presenca do OEPA.

As piperaceas apresentam um metabolismo secundéario versatil, que inclui a
presenca de diversos constituintes fitoquimicos, tais como ligananas, ligninas e flavonoides.
Esses compostos sao frequentemente encontrados em espécies de Piper e tém o potencial
de potencializar a acdo de pesticidas sintéticos contra insetos, como mencionado por
Fazolin et al. (2017). A combinacéo de diferentes produtos pode levar a um aumento na
toxicidade para os insetos, uma vez que um composto pode potencializar o efeito de outro,
interferindo no sistema de desintoxicacéo do inseto. Por exemplo, as lignanas presentes
nas piperaceas, que possuem a ligacdo metilenodioxidofenil, sdo capazes de inibir as
enzimas monooxigenases do citocromo P450 (FAZOLIN et al., 2016).

Estudos tém explorado combinacdes de produtos naturais e sintéticos para o
controle de insetos. Silva et al. (2017) observaram uma reducao significativa de 80% na
lagarta S. frugiperda ao combinar o 6leo essencial de Occimum basilicum com a
deltametrina. Da mesma forma, Fazolin et al. (2016) constataram efeitos sinérgicos ao
combinar o OEPA com piretroides contra a lagarta S. frugiperda. No entanto, Faraone et
al. (2015) relataram gue certas combinacdes de 6leos essenciais podem apresentar acao
antagénica com inseticidas. Além disso, estudos mostraram que misturas binarias de
deltametrina e 6leos essenciais aumentaram a mortalidade de percevejos resistentes a
deltametrina (Cimex lectularius) (GAIRE et al., 2021).

A utilizacdo de métodos alternativos, com a incorporacdo de OEs, é de grande
importancia, especialmente para pequenos e médios produtores familiares, visando o
controle de insetos em gréos armazenados e a promoc¢ao da salude dos consumidores
livres de residuos toxicos aos pesticidas sintéticos. Neste estudo, verificou-se que o
OEPA potencializou a acdo do inseticida sintético, apresentando promissor controle
sobre a praga S. zeamais por meio do contato. No entanto, sdo necessarios mais
estudos que explorem outras vias de intoxicagéo, como a fumigagao ou o contato topico,
a fim de corroborar o uso de combinagBes de compostos naturais e sintéticos para o

manejo de pragas.
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3.5 CONCLUSOES

As populacdes brasileiras de S. zeamais avaliadas apresentam

desuniformidade em resposta na toxicidade ao deltametrina.

Dentre as 13 (treze) populacdes brasileiras de S. zeamais, Jacarezinho (PR) e
Placido de Castro (AC) exibem resisténcia, enquanto Vicosa (MG) é susceptivel com

CLso, ao deltametrina.

O OEPA exibe toxicidade nas populacdes brasileiras de S. zeamais, indicando
uniformidade de resposta, exceto a populacdo de Jacarezinho (PR) que mostra-se

resistente tanto ao OEPA quanto ao deltametrina.

A mistura binaria OEPA x deltametrina suprime mecanismos de resisténcia das

cinco populacdes brasileiras de S. zeamais, indicando uniformidade de resposta.
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DESEMPENHO POPULACIONAL DE Sitophilus zeamais (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) SOB CONCENTRACOES SUBLETAIS DO OLEO
ESSENCIAL DE Piper aducum L.
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RESUMO

Os O6leos essenciais tém sido sugeridos como uma alternativa promissora aos
inseticidas sintéticos. Informacfes acerca dos efeitos subletais dos inseticidas
botanicos e sintéticos muitas vezes sdo negligenciados, pois, geralmente, os estudos
sao direcionados na toxicidade aguda em concentracfes/doses letais dos produtos
testados. Compreender os efeitos subletais € de fundamental importancia, a fim de
evitar falhas que comprometam o manejo de pragas de produtos armazenados. O
presente estudo teve como objetivo, avaliar os efeitos subletais do 6leo essencial de
Piper aduncum (OEPA) sobre taxas instantaneas de crescimento (r) e
desenvolvimento populacional de trés populagbes brasileiras de Sitophilus zeamais.
Utilizou-se trés populacdes populacfes brasileiras de S. zeamais, Barbacena (MG),
Jacarezinho (PR) e Placido de Castro (AC), que foram expostas as concentracdes
subletais (0, 100, 200, 300, 400 e 500 pL Kg') de OEPA em massa de grdos para 0s
experimentos de ri e taxa de desenvolvimento populacional. As taxas de
desenvolvimento populacional foram determinadas através de curvas de emergéncia
diaria e numero total de insetos emergidos e contabilizada em dias alternados no total
de 70 dias. A ri foram contabilizados aos 60 dias de armazenamento. A exposi¢coes
subletais do OEPA reduziu a ri e o desenvolvimento populacional dos insetos. A
populacdo de Jacarezinho (PR), apresentou maior numero de insetos emergidos, e
curvas de emergéncia diaria similares da populacdo padrdo de susceptibilidade,
Barbacena (MG). A populacdo de Placido de Castro (AC), apresentou reduzida ri e
taxa de desenvolvimento populacional tardia comparada as outras populacdes
estudadas. Independente das populacdo estudadas, as concentracdes subletais em
até 300 pL Kg?, (15%) de OEPA, reduziram em até 93,3% no numero de insetos

emergidos comparado ao controle.

Palavras-chave: Gorgulho-do-milho. Inseticidas botanicos. Demografia. Gréos-

armazenados.
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ABSTRACT

Essential oils have been proposed as a promising alternative to synthetic insecticides.
Information about the sublethal effects of botanical and synthetic insecticides are often
neglected, as studies are generally focused on acute toxicity at lethal
concentrations/dose of the products tested. Understanding sublethal effects is of
fundamental importance in order to avoid failures that compromise the management
of stored product pests. The aim of this study was to evaluate the sublethal effects of
Piper aduncum essential oil (EOPA) on instantaneous growth rates (r;) and population
development of three Brazilian populations of Sitophilus zeamais. Three Brazilian
populations of S. zeamais were used, Barbacena (MG), Jacarezinho (PR) and Placido
de Castro (AC), which were exposed to sublethal concentrations (0, 100, 200, 300,
400 and 500 pL Kg?) of EOPA in grain mass for the experiments of ri and rate of
population development. Population development rates were determined through daily
emergence curves and the total number of emerged insects and counted on alternate
days for a total of 70 days. The ri were counted after 60 days of storage. Sublethal
exposures to EOPA reduced insect riand population development. The population from
Jacarezinho (PR), presented a higher number of emerged insects, and similar daily
emergence curves from the standard susceptibility population, Barbacena (MG). The
population from Placido de Castro (AC) showed reduced ri and late population
development rate compared to the other populations studied. Regardless of the
population studied, sublethal concentrations of up to 300 puL Kg?* (15%) of EOPA

reduced the number of emerged insects by up to 93.3% compared to the control.

Keywords: Maize weevil. Botanical insecticides. Demography. Stored grains.
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4.1 INTRODUCAO

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae)
esta entre as principais pragas comumente encontradas em todas as unidades
armazenadoras do Brasil (GUEDES et al, 2011). Os inseticidas sintéticos, como
piretroides, organofosforados e fumigantes de fosfina, sdo amplamente utilizados no
controle de pragas (SOUSA et al., 2008; PIMENTEL et al., 2012). No entanto, o uso
repetido desses produtos tem causado efeitos prejudiciais em organismos nao-alvo e no
meio ambiente, além da ocorréncia de altos niveis de resisténcia. Diante disso, a busca por
tecnologias alternativas, como o uso de agentes boténicos, torna-se uma opgao promissora
para o controle de pragas em armazenamento (RIBEIRO et al., 2003; FAGROSO et al.,
2005; GUEDES et al., 2006).

Os produtos a base de plantas, incluindo extratos vegetais, compostos
fitoquimicos e 6leos essenciais, sdo considerados alternativas viaveis para o controle de
pragas em produtos armazenados (HADDI et al., 2020; JUMBO et al., 2022). Por serem
biodegradaveis e menor risco aos aplicadores comparados aos sintéticos (RAJERDRAN,;
SRIRANJINI, 2008). Esses compostos sdo oriundos de metabdlitos secundérios das
plantas com multiplos modos de agdo como, inseticidas, repelentes, inibidores de
crescimento, antialimentar, ocasionando reducé&o no desenvolvimento populacional dos
organismos-alvos (KANDA et al., 2017; CAMPOLO et al., 2018).

Os 6leos essenciais (OEs) sdo complexos de terpenos aroméaticos obtidas das
plantas, geralmente extraidas por via hidrodestilacdo ou arraste a vapor de agua,
amplamente utilizadas na industrias farmacéuticas, além de demostrarem diversas
propriedades fungicidas, bactericidas e inseticidas (ISMAN, 2006; REGNAULT-
ROGER et al., 2012; CAMPOLO et al., 2018). Esse subproduto é considerado como
uma ferramenta importante de estrategia alternativa para o manejo sustentavel,
possuindo atividade reguladora de crescimento de insetos-pragas de gréaos
armazenados (SUTHISUT et al., 2011; ISMAN; GRIENEISEN, 2014; CORREA et al.,
2015; FARAONE et al., 2015; SOUZA et al., 2018).

Espécies de piperaceas da Amazénia sédo fontes naturais de substancias com
bioatividade aplicados na medicina popular, inseticidas e antimicrobianas. A pimenta-de-
macaco, Piper aduncum (L.), arbusto distribuido na Ameérica do Sul e predominante na

regido Amazodnica, excelente produtora e OE rico em dilapiol, fenilpropanéide abundante
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dessa espécie (ESTRELA et al.,, 2006; DUROFIL et al., 2021). Estudos com o 6leo
essencial de P. aduncum (OEPA), evidenciam os efeitos inseticidas sobre insetos-pragas
de grdos armazenados como S. zeamais (ESTRELA et al., 2006; MARTINEZ et al.,
2013); Tribolium castaneum (JAMARILLO-COLORADO et al., 2015); Callosobruchus
maculatus (OLIVEIRA et al., 2017), Tenebrio molitor (FAZOLIN et al., 2007).

Apesar de trabalhos realizados com a investigacéo do potencial inseticida dessa
espécie por meio de vias de aplicacdo (contato, ingestéo e fumigacéo) em insetos-pragas,
estudos que exploram os efeitos subletais dos inseticidas botanicos e/ou sintéticos
raramente sao focos explorados, pois, a maioria das investigacdes sao destinadas apenas
na efeitos letais de toxicidade (GUEDES et al., 2011; CORREA et al., 2015; CUTLER,;
GUEDES, 2017). Algumas lacunas que consideram a potencialidade de base populacional
do insetos-pragas em observancias do tempo e espago sobre efeito de concentractes
subletais devem ser investigadas (GUEDES et al., 2017). Dessa forma, estudar o
comportamento populacional expostos subletalmente a inseticidas botanicos € de
fundamental importancia, a fim de evitar falhas futuras no surgimento de resisténcia em
populacdes e surtos de pragas secundarias que comprometam o0 manejo de pragas de
produtos armazenados (CUTLER; GUEDES, 2017).

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos subletais do OEPA nas taxas
instantdneas de crescimento (r) e no desenvolvimento populacional de trés

populacdes de S. zeamais no Brasil.
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4.2 MATERIAL E METODOS

A extracdo o OEPA foi conduzido no Laboratério de Produtos Naturais da
Fundacdo de Tecnologia do Estado do Acre - FUNTAC e os bioensaios de taxa
instantanea de crescimento e desenvolvimento populacional foram realizados no
laboratério de Manejo Integrado de Pragas da Universidade Federal do Acre - campus

Rio Branco.

4.2.1 Populacdes de Sitophilus zeamais

Trés populacBes brasileiras de S. zeamais coletadas nos municipios de
Barbacena, MG; Jacarezinho, PR e Placido de Castro, AC. A selecdo dessas
populacées foram utilizadas de acordo com os ensaios toxicolégicos do OEPA, no
qual a populacdo Barbacena (MG), foi a padréo de suscetibilidade, e populacdes de
Jacarezinho (PR) e Placido de Castro (AC), foram as que apresentaram maiores CLso,
de acordo com os ensaios toxicolégicos com OEPA

Os insetos foram criados em frascos de vidro de (1,5 L), fechados com tampas
plasticas perfuradas e revestidas internamente com o tecido de organza para permitir
suas trocas gasosas, sob temperatura constante (27+2 °C), umidade relativa (70£5%)
e escotofase (24 h). Utilizou-se como substrato alimentar, graos de milho com teor de
agua de 13% em base umida (bu), previamente fumigados com fosfina (PH3) e
mantidos a -18 °C para evitar reinfestacdo conforme a metodologia adaptada por
Sousa et al. (2009).

4.2.2 Obtencéao e extracdo do 6leo essencial

Plantas adultas silvestre de P. aduncum foram obtidas no Campus da UFAC,
no municipio de Rio Branco, Acre, nas coordenadas geograficas: 9° 57’ 29” (S) e
67° 48 36” (W). A coleta do material vegetal foi realizada no periodo da manha
durante o més de agosto de 2021. Inicialmente, realizou-se apenas uma coleta as
amostras botanicas foram coletadas a partir de 0,4 m do solo, posteriormente secas
em estufa a 45 °C até atingir 30% de umidade. Apds a secagem o material botanico
foi armazenado em sacos plasticos para serem submetidos a extracdo do 6leo
essencial. A exsicata de P. aduncum foi depositada no Herbario UFACPZ da
Universidade Federal do Acre, sob o numero de registro: UFACPZ 20.646. A
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espécie foi identificada pela Dra. Elsie Franklin Guimaraes, do Herbario do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro (Herbario RB).

Para a extracdo do Oleo essencial (OE), utilizou-se a técnica por hidrodestilagdo
ou arraste de vapor de agua, onde utilizou-se uma manta térmica aquecedora para
alocacdo do baldo volumétrico juntamente com aparelho tipo Clevenger, conectado ao
sistema de refrigeracdo para entdo, realizar sistema de extracdo. Para cada extracéao,
utilizou-se 150 g da biomassa seca inseridas em um baldo volumétrico de 5 L com auxilio
de funil e aferido com &gua destilada. Logo em seguida, foi ligada a manta térmica e
regulada a temperatura de ebulicdo aproximadamente 120 °C, a extracdo do OE foi de
240 minutos. A ap0s o processo de ebulicao e condesacao do OE no extracao, 0 mesmo
foi coletado com Erlenmeyer para o processo de decantacdo e separacdo do 6leo
essencial e o hidrolato (SOUSA et al., 2014).

O OE foi separado do hidrolato por um funil de separacdo obtida por
decantacédo acoplado ao suporte universal, e a secagem com o uso de sulfato de sédio
anidro. As amostras contidas com OE foram armazenadas em frascos do tipo ambar
e mantido sob refrigeragdo em camara do tipo B.O.D. a 4 °C.

4.2.3 Taxa de desenvolvimento populacional

Foram utilizados insetos adultos ndo-sexados de trés populacbes de S. zeamais
(Barbacena-MG, Jacarezinho-PR e Placido de Castro-AC) com idade variando de 01 a
15 dias. Os hioensaios foram realizados em frascos plasticos com capacidade de 1,0 L
contendo 200 g de milho, com teor de umidade de 13% (bu), expostos as concentracdes
subletais de OEPA (5,10,15, 20 e 25%) que corresponde aos volumes da calda (100,
200, 300, 400 e 500 pL Kg?). O controle foi constituido por acetona. O OEPA e a
acetona foram pulverizados na massa de graos através de um aerégrafo de dupla
acao, com sistema de mistura interna. A pressao de trabalho utilizada na pulverizacao
foi de 15 Psi e o volume de calda aplicado foi de 400 pL para cada 200 g de milho,
que corresponde a 2 L t! (recomendacdo de volume de calda para inseticidas
comerciais) conforme Ferraz (2018).

Os graos foram infestados com 50 insetos adultos ndo-sexados das trés
populacdes. Posteriormente, os frascos foram armazenados em camaras climaticas
tipo B.O.D. sob condi¢cdes constantes de temperatura (27+2 °C), umidade relativa
(70+£5%) e escotofase de 24 h. Aos 13 dias, os insetos foram removidos dos frascos,
conforme o método descrito por Trematerra et al. (1996). Quatro repeticdes foram
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utilizadas para cada populacéo. A progénie adulta obtida no substrato de alimentacéo
foi contabilizada e removida em dias alternados a partir da primeiro dia de emergéncia.

Foram analisados os dados de emergéncia diaria tomando-se apenas os dados
de avaliacdo da emergéncia de insetos em dias alternados, devido a influéncia dos
tempos de amostragem (TREMATERRA et al, 1996; SOUSA et al., 2009).
Adicionalmente, o total de insetos emergidos foi contabilizado das trés populacdes

expostas as concentracdes ao OEPA e o controle (Figura 3).

Figura 3 - (A) Bioensaios com a utilizacdo do aérografo de acéo dupla para aplicacéo
do oléo essencial no grédo. (B) Aplicacdo da cauda sobre os grédos (C)
Bioensaios da taxa de desenvolvimento populacional e taxa instantanea
de crescimento (r) de trés populacdes brasileiras de Sitophilus zeamais.
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4.2.4 Efeitos subletais do OEPA sobre taxa instantanea de crescimento populacional (1)

Os bioensaios para taxa instantdnea de crescimento populacional (r) foram
realizados nas mesmas condicdes dos bioensaios do desenvolvimento populacional
(subsecao 4.2.3). Porém, nestes bioensaios, os insetos das trés populacdes estudadas
nao foram removidos. Foram utilizadas quatro repeticdes para cada tratamento. A
progénie adulta foi contabilizada apos 60 dias de armazenamento (Figura 3).

A taxa instantanea de crescimento (rj) foi calculada por meio da equacao
proposta por Walthall e Stark (1997) (Equagédo 1), utilizado-se o total de insetos
obtidos ao final do armazenamento (60 dias) e o nimero inicial de insetos de cada

populacao.

(Equacéo 1)

Em que Nf = Namero final de insetos; No = Namero inicial de insetos; e AT =

Variacdo de tempo (nimero de dias em que o ensaio foi executado).

4.2.5 Andlise estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 3 x 6, trés
populacdes, cinco concentracdes de OEPA e o controle. Os dados de ri e total de
insetos emergidos foram submetidos a andlise de variancia (PROC GLM; SAS
Institute 2011), para estudar os efeitos das concentragdes subletais ao OEPA em
diferentes populacdes. Dada a interacéo dos fatores, os dados de ri e total de insetos
emergidos foram submetidos a analise de regressdo em func¢édo da concentracédo do
OEPA. Realizou-se comparacao de médias entre as populacdes (TUKEY, 1949).

Para os dados de emergéncia diaria foram submetidos a andlises de
regressdes nao-lineares, utilizando o procedimento de ajustes de curvas do software
SigmaPlot, versao 13.1 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EUA).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efeitos subletais do 6leo essencial de Piper aduncum OEPA sobre taxa instantanea

de crescimento populacional (ri)

Com relacdo a taxa instantanea de crescimento populacional de S. zeamais em
milho tratados com O6leo essencial do OEPA, houve efeito significativo para as
populacdes (Fz54 = 54,28; P< 0,0001), concentracdes (Fs54 = 456,83; P< 0,0001) e
sua interacdo (Fios4 = 21,68; P< 0,0001). Estes resultados evidenciam que as
populacdes expostas as concentracbes OEPA reduziu a taxa instantanea de
crescimento, sendo, portanto, o evento estudado por meio de analise de regressao.

O modelo exponencial de decaimento de dois parametros (y=aexp(-bx) foi o
que melhor se ajustou para dados de ri em fungéo das concentragdes do OEPA, para
as trés populacbes estudadas (Figura 4). Embora as populacbes apresentaram
reducdo da ri confome o aumento das concentracbes de OEPA, observa-se que a r;
das populacdes diferiram entre si até a concentracédo de 200 uL kg™ (10%) do OEPA,
e a populacédo de Jacarezinho (PR), que apresentou r; superior as outras populacées.

A partir das maiores concentragcdes houve reducao da ri de forma homogénea.

Figura 4 - Taxa instantanea de crescimento populacional (r)) de trés populacdes de
Sitophilus zeamais em funcéo das concentracdes de OEPA.
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4.3.2 Taxas de desenvolvimento populacional

As curvas de regressdo da emergéncia diaria mostram valores distintos para
as taxas de desenvolvimento populacional das trés populacdes estudadas expostos
OEPA. A exposicdo da massa de grdos de milho em todas concentracdes do 6leo
essencial retardou o pico de emergéncia de adultos S. zeamais (Figura 5). O modelo
gaussiano de pico com trés parametros f=a®®(-0,5((x-b)/c)?) foi o que melhor se
ajustou a emergéncia diaria das populagbes de S. zeamais. E os valores dos
parametros estimados variaram em funcdo das concentracfes dos 6leos essenciais
utilizados (Tabela 5).

Nos primeiros dias, a emergéncia diaria das populacbes estudadas no
tratamento controle foram semelhantes (Figura 5). As curvas de emergéncia diéria
méaxima das populacdes de Barbacena (MG), e Jacarezinho (PR), apresentaram
semelhanca. Essas populagcdes necessitaram de 16 a 18 dias para atingirem 0 pico
méaximo de emergéncia no tratamento controle, respectivamente (Figuras 5.A, 5.B;
Tabela 5). J& a populacdo de Placido de Castro (AC), apresentou pico maximo em
maior tempo, 21 dias apoés a inicio da emergéncia (Figura 5.C; Tabela 5).

Foi observado diferencas nas curvas de emergéncia diaria de populacdes de
S. zeamais expostos nas diferentes concentragcbes do OEPA (Figura 5). As
concentracdes de 100 e 200 pL Kg?, retardou a emergéncia inicial entre 7 a 9 dias
para as populacdes estudadas. Concentragdes de 300, 400 e 500 pL Kg'do OEPA,
retardaram a emergéncia diéria e praticamente aboliram o surgimento dos gorguhos
(< 5 insetos/dia) independente das populacdes estudadas. De modo geral, as curvas
de emergéncia diaria maxima das populacdes de Barbacena e Jacarezinho expostas
as concentracdes 0leo essencial foram alcancadas no 23° ao 27° dia, com excecéao
da concentracdo de 500 pL Kg? (25% de OEPA), populacdo de Placido de Castro
apresentou emergéncia maxima diaria tardia do 30° até o 33° dia de avaliacédo.

Acrescenta-se ainda, mesmo nado havendo sobreposicdo das curvas de
emergéncia diaria em relacdo ao controle. Observa-se que os tratamentos expostos
ao OEPA, além de retardar a emergéncia dos insetos adultos, houve o surgimento de
emergéncia diaria tardia nos udltimos dias alternados para as trés populacdes

estudadas.
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Figura 5 — Emergéncia diaria de trés populacdes de Sitophilus zeamais ndo expostas

(controle), e expostas a concentracbes de OEPA. (A) Barbacena, MG; (B)
Jacarezinho, PR e (C) Placido de Castro, AC.
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Tabela 5 — Sumério das andlises de regressdo ndo-lineares das curvas de desenvolvimento populacional de S. zeamais.
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Tratamento Parametros estimados (+ E. P. M.) G.
Variavel (Figura5) Modelo Populagéo F R?
(UL Kgh) a b c erro
Controle 39,12+ 1,65 16,05+0,28 5,66+0,28 15 170,35 0,98
100 10,30+ 0,48 23,72+ 0,37 6,78 + 0,39 15 129,49 0,97
Barbacena 200 5,78 £ 0,49 2530+0,49 493+049 15 53,58 0,94
300 3,91+£0,37 22,95 +£0,33 2,99 +0,33 15 45,39 0,93
400 3,64 £0,10 27,81 +£0,10 3,19+£0,10 15 1053,78 0,99
500 4,20 £ 0,37 27,08 £ 0,20 1,96 £ 0,20 15 71,66 0,95
Controle 32,43 £ 0,97 20,75 +£0,25 7,22 +0,25 15 260,32 0,99
100 8,76 £ 0,64 30,08 £ 0,60 5,56 + 0,66 15 60,00 0,94
Emergéncia diaria 200 3,68 £ 0,30 31,80+£3,24 11,98+252 15 34,26 0,90
) f=a exp(-0,5((x-b)/c)?)  P. de Castro
(Figura 5) 300 1,76 £ 0,15 31,38+£4,66 15,74+3,72 15 22,22 0,87
400 1,22 £0,15 32,40£5,04 11,93+£3,78 15 17,91 0,84
500 1,38 £ 0,08 23,93+£0,33 4,85 +0,33 15 115,40 0,97
Controle 41,99 £ 2,36 18,78 + 0,38 5,89 + 0,38 15 92,34 0,96
100 12,54 + 0,59 23,99 £ 0,32 5,79 £ 0,32 15 133,46 0,97
200 5,03 +0,40 24,76 £ 0,68 7,20 £ 0,75 15 39,25 0,92
Jacarezinho
300 3,50+0,28 25,44 £ 0,42 4,48 £0,42 15 58,44 0,94
400 4,75 +£0,33 25,23 £ 0,20 2,53+0,20 15 109,53 0,97
500 1,96 £ 0,22 29,14 £ 0,52 3,97 £ 0,56 15 28,97 0,89

* Todos os parédmetros estimados foram significativos a P<0,05 pelo teste t de Student. Todos os modelos foram significativos a P<0,05 pelo teste F de
Fisher. Os parametros caracterizam diferentes atributos da curva, onde a é o valor maximo da variavel dependente, b é o valor do pico maximo do eixoe c é a
assimetria (taxa de mudanca) da resposta em funcdo do tempo. Valores dos parametros com base da ndo sobreposicdo de limites de confidencia foram
significativamente diferentes entre si.
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Observou-se o efeito para 0 numero total de insetos emergidos entre as populacdes
de S. zeamais (F2;54=4,93; P<0,01), e nas concentracdes de OEPA (Fss4 = 683,912; P<
0,0001). N&o houve interacao entre os fatores estudados (Fios4 = 1,34; P= 0,23). A
populacdo de Jacarezinho (PR), apresentou maior niUmero total de insetos emergidos
(84,25+ 3,29) quando comparado a populacdo de Placido de Castro (AC) (71,08%
2,27), e Barbacena (MG) néo apresentou diferenca (75,54+1,85) entre as populacoes

de S. zeamais (Figura 6).

Figura 6 — Total de insetos emergidos de trés populacdes de S. zeamais.
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Médias com barras na mesma altura ndo diferem entre as populagdes pelo teste de Tukey (P>0,05) e
os tracos indicam diferenca significativa entre a populacao exposta e ndo exposta ao OEPA pelo teste
F (P<0,05).

As concentracdes estudadas do OEPA para numero total durante os 70 dias de
armazenamento foi explicado por diferentes modelos matematicos de regressao
ajustados (Tabela 6). O modelo ajustado foi o exponencial de decaimento de dois
parametros y= a®® (bx) com os valores de R2 de 0,9905; RQEM de 3,9443 e P de 0,0001.
Verificou-se que o numero total de insetos emergidos reduziu com incremento das
concentracdes do OEPA. Com a concentracdo de até 300 pL Kg? (15%) de OEPA, e

reducéo de 93,3% no nimero de insetos emergidos comparado ao controle (Figura 7).



68

Figura 7 — Total de insetos emergidos de S. zeamais ndo expostas (controle), e

expostas as concentrades de OEPA.
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Médias com barras na mesma altura ndo diferem entre as populagdes pelo teste de Tukey (P>0,05) e
os asteriscos indicam diferenca significativa entre a populagédo exposta e ndo exposta ao OEPA pelo
teste F (P<0,05).

Tabela 6 — Modelos mateméticos ajustados para o numero total de insetos emergidos

das populacdes de S. zeamais aos 70 dias de armazenamento.

Tratamento Modelo Equacéao R?2 RQEM P

Linear y=-0,6395x + 179,28 0,74 9,134 0,0905

Quadratico y= 257,11 + (2,1961x) + 0,0043x2 0,94 7,069 0,0418
Contato

Cubico y=290,46+(-4,19x)+0,02x2+(2,8587e-5x3) 0,99 4,9273 0,0283

Exponencial y= 296,496 (-0,02x) 0,99 3,4943 0,0001
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4.4 DISCUSSAO

A taxa instantanea de crescimento (ri)) mostrou diferenca significativa entre as
concentracdes testadas com o0 OEPA. O aumento das concentracdes, a r decresceu,
o0 que indica que as populacfes diminuiram até a extincdo da sua prole. Esses
resultados estdo em linha com estudos anteriores que investigaram 6leos essenciais
de cravo e canela, e observaram uma reducdo exponencial na taxa instantanea de
crescimento das populacdes de S. zeamais a medida que as doses letais desses 6leos
aumentaram (CORREA et al., 2015).

Magalhées et al. (2015), investigaram o potencial inseticida de 6leos essenciais
de algumas espécies de plantas, observaram que, os 6leos essenciais de Croton
pulegiodorus Baill, C. heliotropiifolius Kunth (Euphorbiaceae), Ocimum basilicum L.
(Lamiaceae) ocasionaram 100% de reducdo de emergéncia de insetos e
consequentemente reduziu a taxa instantanea de crescimento (ri), em adultos de T.
castaneum, apresentando efeito ovicida/larvicida, indicando que os mesmo podem
reduzir o nimero de geracdes desse inseto-praga. Neste sentido, a toxicidade do
OEPA pode ter atuado sobre os ovos e larvas e nos adultos de S. zeamais, reduzindo
a populacéo desse inseto.

As concentra¢des subletais do OEPA tiveram um efeito negativo nas taxas de
desenvolvimento populacional e no nimero total de insetos emergidos em comparacéo
com o grupo controle. Isso foi observado nas populacbes de S. zeamais estudadas. A
andlise estatistica dos dados foi facilitada pela medicdo diaria da emergéncia, o que
aumentou a confiabilidade dos resultados. Esses parametros sao importantes para
descrever e simular o comportamento dos individuos e populacbes em diferentes
condicdes experimentais (Trematerra et al., 1996).

Efeitos negativos da exposicdo subletal dos OEs nos padrdes biol6gicos dos
insetos-praga de grados armazenados tém sido amplamente relatados na literatura
cientifica. Esses efeitos incluem acado inseticida, repelente e antialimentar dos OEs
(FREITAS et al., 2016; SOUZA et al., 2018; PLATA-RUEDA et al., 2020; BARBOSA et
al.,, 2021). Além da toxicidade dos OEs, eles também podem afetar outros estagios
imaturos do desenvolvimento dos insetos, resultando em redugéo no desenvolvimento
populacional (SOUZA et al., 2018).

A populagdo resistente de Jacarezinho (PR), que ja apresentava resisténcia

comprovada a piretréides, demonstrou uma performance demografica semelhante a
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populagdo suscetivel de Barbacena (MG). No entanto, a populacéo de Placido de Castro
(AC) exibiu uma redugcédo no crescimento populacional e um desenvolvimento tardio
guando exposta as concentracdes do OEPA. Esse padréo de comportamento foi relatado
por Fragoso et al. (2005) e esta relacionado ao tamanho corporal dessas populacdes. A
populacdo de Jacarezinho, por ser maior em tamanho, € capaz de acumular reservas de
energia, 0 que contribui para sua protecdo contra inseticidas e para seus padrbes
reprodutivos. Essa pode ser uma das hipoteses mais aceitas para a origem da resisténcia
nessa populacéo.

Outra possivel explicagdo é que o OEPA, assim como outros 0leos essenciais,
possui efeitos inibitdrios sobre mecanismos enzimaticos, o que resulta na mortalidade das
fases mais jovens (ovos e larvas) da prole dos insetos (FARAONE et al., 2015;
MAGALHAES et al., 2015; CAMPOLO et al., 2018). Como consequéncia, observou-se
uma reducao nas taxas de emergéncia diarias e no numero total de insetos emergidos.

As populagdes de Jacarezinho (PR) e Placido de Castro (AC) apresentaram
emergéncias de insetos mais tardias em comparacéo com a populagéo de Barbacena
(MG). Esses resultados indicam a presenca de potenciais custos adaptativos
associados a mitigacao de futuras resisténcias ao inseticida botanico, semelhante ao
observado em populacdes resistentes a piretréides (OLIVEIRA et al., 2005; GUEDES
et al., 2006) e ao fosfina (SOUSA et al., 2009).

Esses custos adaptativos resultam em um desequilibrio energético, levando a
realocacao das reservas de energia de processos fisioldégicos, como desenvolvimento e
reproducdo, para a protecdo contra inseticidas (GUEDES et al., 2006; SOUSA et al.,
2009). Embora nado tenham sido abordados em detalhes, € importante destacar que a
populacéo de Barbacena, MG (populacdo padréao de susceptibilidade), apresentou taxas
instantdneas de crescimento, emergéncias diarias e total de insetos emergidos
semelhantes a Jacarezinho e ligeiramente superiores a Placido de Castro quando
expostas a concentracdes menores do OEPA.

As concentracdes acima de 10% de OEPA (200 pL Kg?) reduziram
aproximadamente 90% do numero total de insetos emergidos. O OEPA demonstra ser
uma alternativa viavel ndo apenas para o controle de S. zeamais, mas também para
outras pragas de armazenamento, 0 que permite sua inclusdo em estratégias de
minimizacdo do desenvolvimento de resisténcia a pesticidas sintéticos. E importante
destacar que o uso de diferentes produtos fitossanitarios, para 0os quais 0s insetos ndo

apresentam resisténcia cruzada, pode contribuir para retardar o surgimento de genes de
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resisténcia. Dessa forma, a rotacdo de inseticidas pode reduzir possiveis vantagens
adaptativas e tornar os insetos mais suscetiveis (SOUZA et al., 2018).

Acrescenta-se ainda que o OEPA contém compostos que atuam de forma
sinérgica, devido aos seus constituintes volateis, como monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides, que possuem multiplos modos de acao sobre os insetos (PACHECO et
al., 2016). Dessa forma, o OEPA é sugerido como um possivel candidato promissor para
o desenvolvimento de bioformula¢des que potencializem a acéo de inseticidas sintéticos,
contribuindo significativamente para a reducdo do desenvolvimento de resisténcia
cruzada. No entanto, € importante ressaltar que o uso indiscriminado de qualquer
inseticida botanico deve ser evitado, uma vez que alguns Oleos essenciais, mesmo sendo
biodegradaveis, podem apresentar efeitos nocivos em organismos nao-alvo (SUTHISUT
etal. 2011). Portanto, mesmo com resultados promissores neste estudo, € essencial ndo
negligenciar os possiveis riscos associados ao uso incorreto do OEPA e de qualquer
outro bioinseticida.

O uso do OEPA possui atividade bioinseticida em populacdes brasileiras de S.
zeamais, mesmo em concentracdes subletais foram capazes de retardar e reduzir a r;

e as taxas de desenvolvimento populacional de individuos.
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4.5 CONCLUSOES

A exposicdo subletal ao 6leo essencial de P. aduncum diminui as taxas de

crescimento nas trés populacdes estudadas.

Concentracdes acima de 200 pL Kg* de OEPA reduzem a taxa de crescimento
de forma igual nas trés populacdes de S. zeamais.

A populacdo de Placido de Castro tem uma taxa de crescimento menor e
desenvolvimento mais lento quando exposta ao OEPA.

A concentracdo de até 300 uL Kg* de OEPA reduz em até 93,3% o nimero de

insetos emergidos em comparagéo com o controle.
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5 CONCLUSOES FINAIS

As populagdes brasileiras de Sitophilus zeamais, apresentam uniformidade de
resposta ao 6leo essencial de Piper aduncum, exceto a populacdo de Jacarezinho,

indicando uma possivel resisténcia tanto ao OEPA quanto ao deltametrina.

A mistura binaria OEPA x deltametrina esta relacionado com uniformidade de

resposta toxicolégica em cinco populagdes brasileiras de S. zeamais

Os efeitos subletais do OEPA, promovem reducdo nas taxas de instantaneas
de crescimento e desenvolvimento das trés populacdes investigadas, e concentracdes
de até 300 pL Kg* (15%) do OEPA sé&o capazes de reduzir em até 93% do nimero

total de insetos emergidos.



