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RESUMO GERAL

Durante o periodo de armazenamento, os graos enfrentam o risco de deterioragao
devido ao ataque de insetos-praga, resultando em desperdicio alimentar e prejuizos
econdmicos. Embora o controle dessas pragas seja frequentemente realizado por
meio de inseticidas sintéticos, € importante destacar que o uso continuo desses
produtos pode causar toxicidade para organismos n&o-alvos, gerar residuos
ambientais e promover o desenvolvimento de populacdes de insetos resistentes. Uma
alternativa para a protegao de produtos armazenados € o uso de inseticidas botanicos,
dentre esses os 6leos essenciais. Nesse contexto, o objetivo geral do estudo foi
investigar a bioatividade do 6leo essencial de Piper aduncum L. (OEPA) no controle
de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tenebrionidae), Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera: Silvanidae) e Cryptolestes
ferrugineus (Coleoptera: Cucujidae). No primeiro capitulo, avaliou-se a toxicidade do
OEPA e seu potencial sinérgico em combinagao com o inseticida sintético deltametrina
(K-Obiol® 25 EC). Foram realizados testes preliminares para determinar as faixas de
concentragdes e posteriormente foram obtidas as CLsoe CLg5.0s resultados revelaram
que C. ferrugineus apresenta maior suscetibilidade ao OEPA em comparagao a outras
espécies. Por outro lado, T. castaneum demonstrou ser tolerante tanto ao OEPA
quanto ao inseticida sintético. As misturas binarias potencializaram o efeito téxico da
deltametrina para todas as espécies avaliadas, evidenciando um efeito sinérgico do
OEPA. No segundo capitulo, foi avaliada a estabilidade toxicolégica do OEPA
armazenado por 12 meses, sob diferentes condi¢cdes de luminosidade e temperatura.
Os resultados indicaram que o OEPA permanece toxico quando armazenado a
temperaturas abaixo ou iguais a 20 °C e na auséncia de luz. No terceiro capitulo, foram
investigados os efeitos subletais do OEPA sobre as taxas de desenvolvimento
populacional. Concentragdes subletais do OEPA (1/3 e 2/3 da CLso) reduziram a taxa
de emergéncia diaria de S. zeamais, C. ferrugineus e T. castaneum. Por outro lado, a
exposicao subletal ao inseticida botanico acelerou e aumentou o pico populacional de
O. surinamensis, indicando um possivel efeito estimulatério do OEPA. Diante dos
resultados observados, conclui-se que o OEPA se mostra uma ferramenta promissora

para o manejo integrado de coledpteros de grédos armazenados.

Palavras-chave: Inseticidas botanicos. Perdas pés-colheita. Sinergismo. Toxicidade.



GENERAL ABSTRACT

During the storage period, grains face the risk of deterioration due to attack by insect
pests, resulting in food waste and economic losses. Although the control of these pests
is often carried out using synthetic insecticides, it is important to highlight that the
continuous use of these products can cause toxicity to non-target organisms, generate
environmental residues and promote the development of resistant insect populations.
An alternative for protecting stored products is the use of botanical insecticides,
including essential oils. In this context, the general objective of the study was to
investigate the bioactivity of the essential oil of Piper aduncum L. (OEPA) in the control
of Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tenebrionidae), Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera: Silvanidae) and Cryptolestes
ferrugineus (Coleoptera: Cucujidae). The research was carried out in three stages,
presented in different chapters. In the first chapter, the toxicity of OEPA and its
synergistic potential in combination with the synthetic insecticide deltamethrin (K-
Obiol® 25 EC) were evaluated. Preliminary tests were carried out to determine the
insecticide concentration ranges and LCso and LCgs were subsequently obtained. The
results revealed that C. ferrugineus is susceptible to OEPA compared to other species.
On the other hand, T. castaneum proved to be tolerant to both OEPA and synthetic
insecticide. Binary mixtures potentiated the toxic effect of deltamethrin for all species
evaluated, demonstrating a synergistic effect of OEPA. In the second chapter, the
toxicological stability of OEPA stored for 12 months, under different lighting and
temperature conditions, was evaluated. The results indicated that OEPA remains toxic
when stored at temperatures below or equal to 20 °C and in the absence of light. In the
third chapter, the sublethal effects of OEPA on population development rates were
investigated. Sublethal concentrations of OEPA (1/3 and 2/3 of LCso) reduced the daily
emergence rate of S. zeamais, C. ferrugineus and T. castaneum. On the other hand,
sublethal exposure to the botanical insecticide accelerated and increased the
population peak of O. surinamensis, indicating a possible stimulatory effect of OEPA.
Given the results observed, it is concluded that OEPA is a promising tool for the

integrated management of coleoptera in stored grains.

Keywords: Botanical insecticides. Post-harvest losses. Synergism. Toxicity.
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1 INTRODUGCAO GERAL

A preservacao eficaz de graos armazenados contribui para a garantia da
seguranga alimentar mundial, e o controle de insetos pragas € um componente
essencial desse processo. Os insetos sao capazes de causar danos consideraveis
aos estoques de graos, resultando em perdas quantitativas e qualitativas irreversiveis.
Sua proliferacdo rapida compromete a qualidade nutricional e favorece a
contaminagao por microrganismos produtores de toxinas (TADDESE et al., 2020).

Dentre as pragas de graos armazenados, se destaca o Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae), que apresenta habito primario, se
alimentando de graos sadios, com alto potencial reprodutivo e capacidade de infestar
desde o campo até a fase de armazenamento. As pragas secundarias, sdo aquelas,
que atacam graos quebrados, trincados ou aqueles danificados pelas pragas
primarias. Entre essas espécies, destacam-se Tribolium castaneum (Herbst)
(Coleoptera: Tenebrionidae), Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera: Silvanidae)
e Cryptolestes ferrugineus (Stephens) (Coleoptera: Cucujidae) (LORINI, 2018).

Para mitigar esses riscos, diversas estratégias sao empregadas, incluindo
métodos fisicos, como aeracgao e resfriamento, que reduzem a temperatura e umidade
dos gréaos, inibindo o desenvolvimento de pragas (SANTOS, 2018). Além disso, a
aplicacao de inseticidas sintéticos preventivos (piretroides e organofosforados) e a
fumigacdo com fosfina, sdo métodos amplamente utilizados em unidades de
armazenamento (AGROFIT, 2024; LORINI et al., 2015). No entanto, o uso continuo
de inseticidas quimicos apresenta desvantagens, como persisténcia ambiental,
toxicidade para organismos n&o alvos, riscos a saude humana e desenvolvimento de
resisténcia (SOUSA; FARONI, 2018; SPLETOZER et al., 2021).

Nesse contexto, a utilizagdo de inseticidas botanicos surge como uma
alternativa promissora em comparagao aos pesticidas convencionais (ISMAN;
GRIENEISEN, 2014), destacando-se pelo baixo impacto ambiental e pela redugao dos
residuos nos graos. Estes inseticidas sdo derivados de diferentes partes das plantas
e compostos por metabolitos secundarios com propriedades defensivas contra
agentes bioticos (ISMAN, 2020a). Assim, a rica flora brasileira oferece um vasto
potencial para a producdo de metabdlitos secundarios com propriedades biocidas,
capazes de substituir ou minimizar o uso de inseticidas sintéticos, especialmente na

regido Amazonica.
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Os 6leos essenciais e seus componentes volateis apresentam comprovagéao de
bioatividade em relagao a diferentes ordens de insetos, agindo por meio de contato,
fumigacdo ou ingestdao (RAJENDRAN; SRIANJINI, 2008). Além de atuarem como
repelentes e inibidores de alimentacéo, os 6leos essenciais exercem uma influéncia
direta na reproducdo e no desenvolvimento populacional dessas pragas (ISMAN,
2020b). Por fim, sua utilizagdo em combinagcdo com inseticidas sintéticos & viavel
devido a acao sinérgica, que potencializa os efeitos toxicos sobre os insetos-praga
(BRITO et al., 2021).

A Piper aduncum L., pertencente a familia Piperaceae e conhecida
popularmente como pimenta de macaco, possui uma distribuicdo abrangente em
paises tropicais e subtropicais. O oleo essencial extraido das folhas dessa planta
aromatica € rico em fenilpropanoides e monoterpenos (DUROFIL et al., 2021), sendo
reconhecido pelas suas propriedades antimicrobianas (VALADARES et al., 2018;
SCALVENZI et al., 2016), acaricidas (ARAUJO et al., 2012), inseticidas (ESTRELA et
al., 2006; MARTINEZ et al., 2013) e sinergistas (FAZOLIN et al., 2016). Apesar de
diversos estudos indicarem a toxicidade do 6leo essencial de Piper aduncum (OEPA)
sobre insetos-praga (OLIVEIRA et al., 2023; NASCIMENTO et al., 2023), poucos
abordam de maneira abrangente suas potencialidades no manejo integrado de
pragas.

Nesse sentido, esta pesquisa tem como obijetivos (i) determinar a toxicidade do
6leo essencial de P. aduncum, por via de contato em superficie contaminada, sobre
S. zeamais, T. castaneum, O. surinamensis e C. ferrugineus; (ii) estudar o potencial
sinérgico do OEPA em misturas binarias com inseticida deltametrina; (iii) determinar
a estabilidade toxicolégica do OEPA armazenado por 12 meses, em diferentes
condigbdes de luminosidade e temperatura e (iv) avaliar os efeitos subletais do OEPA
sobre 0 desempenho populacional das quatro espécies de insetos-praga de gréaos

armazenados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Durante o armazenamento, os graos e seus subprodutos estdo sujeitos a
deterioragdo provocada pela interagdo de fatores bidticos e abidticos, como as
condi¢bes do ambiente, 0 manejo inadequado e a infestagao por pragas (BEZABIH et
al., 2022; TADDESE et al., 2020). Nesse sentido, em resposta a crescente demanda
global por alimentos, torna-se essencial a busca por novas tecnologias que
assegurem a preservacéo da massa de graos ao longo do armazenamento, evitando

perdas e garantindo a seguranga alimentar (LORINI et al., 2015).

2.1 INSETOS-PRAGA DE GRAOS ARMAZENADOS

Diferentes grupos de insetos-praga infestam produtos armazenados, dentre
eles, destacam-se as espécies Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae), Tribolium castaneum (Herbst), 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae),
Oryzaephilus surinamensis Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Silvanidae) e Cryptolestes
ferrugineus (Stephens), 1831 (Coleoptera: Cucujidae), presentes na maioria das
unidades armazenadoras do pais (LORINI, 2018). Essas espécies sdo cosmopolitas
e apresentam caracteristicas comuns, como o tamanho reduzido e a adaptagcao a
ambientes secos e escuros (FARONI; SOUSA, 2006).

2.1.1 Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae)

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae), € uma praga primaria interna do milho, que ataca diretamente o
produto comercializado e apresenta habitos de polifagia, infestando outros graos,
cereais e produtos processados. Além disso, se caracteriza pela infestagcao cruzada,
com ataque desde a fase de campo até o armazenamento (FARONI; SOUSA, 2006;
LORINI et al. 2015).

O S. zeamais é capaz de penetrar os graos e as sementes, para completar seu
ciclo de desenvolvimento, levando a destruicdo e o esvaziamento do endosperma,
resultando em perda de massa e do poder germinativo. Além disso, sua presenga

possibilita a contaminagdo por outras pragas secundarias, acaros e fungos,
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provocando perda de qualidade e queda no valor de mercado (ABEBE et al 2009;
DEVI et al., 2017; NWOSU, 2018; TREMATERRA et al., 2007).

Os adultos de S. zeamais medem cerca de 3 mm comprimento, € possuem
coloragao castanho-escuro com quatro machas mais claras em seus élitros estriados,
visiveis logo apods a emergéncia. Apresenta cabecga projetada a frente e com rostro
recurvado, onde estao inseridas as pecgas bucais. As larvas sao de coloragdo amarelo-
claro com pontas escuras na cabeca e as pupas esbranquigcadas (DEVI et al., 2017).

Segundo Faroni e Sousa (2006) cada fémea é capaz de ovipositar 150 ovos
em pequenas cavidades nos graos. Apos a oviposigao, essas cavidades séo fechadas
com uma substancia mucilaginosa secretada pela fémea. Posteriormente, essa
substancia endurece, formando uma pequena area elevada na superficie do grao,
indicando infestagdo. Os ovos recém-colocados s&o translucidos e se tornam opacos
com o tempo (DEVI et al., 2017). O periodo de incubacéo dos ovos é, em média, de 7
a 10 dias, em condig¢des laboratoriais (30 °C e 60-75%). As larvas eclodem no interior
dos graos, onde se alimentam e completam seu estagio larval, passando por quatro
instares. Em seguida, elas pupam até a emergéncia e saida do adulto (KUMARI et al.,
2022).

De acordo com Faroni e Sousa (2006), existe um comportamento de
canibalismo dos individuos fracos ou pequenos, o que faz com que raramente emerja
mais de um adulto em graos pequenos, como trigo ou arroz. Em graos maiores como
o milho, onde a probabilidade de duas larvas se encontrarem € menor, dois ou trés
insetos podem emergir de um mesmo grao. O desenvolvimento completo do inseto é
possivel em temperaturas entre 15 a 35 °C, com um periodo de 35 dias (FARONI;
SOUSA, 2006). Essa duracao do ciclo pode variar de 31 a 37 dias, dependendo das
condigbes ambientais e os adultos podem viver de 4 a 5 meses, podendo até chegar

a 1 ano, se alimentando dos produtos atacados (REES, 1996).

2.1.2 Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae)

Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae), popularmente
conhecido como besouro das farinhas, € uma praga cosmopolita de habito alimentar
secundario de reconhecida importancia econémica. Tem sido encontrado com maior
frequéncia nos tropicos, em regides de temperatura moderada (FARONI; SOUSA,
2006; PACHECO; PAULA, 1995). Esta espécie provoca prejuizos a produtos moidos,
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como farinhas, ra¢des e aos graos armazenados danificados ou atacados por pragas
primarias (LORINI et al., 2015).

Os adultos de T. castaneum sao achatados, com coloragdo castanho
avermelhada, medindo entre 2,3 a 4,4 mm de comprimento, possuem duas
depressdes transversais na cabeca e pronoto retangular (GALLO et al., 2002). Podem
viver até quatro anos, apresentando alta capacidade reprodutiva e alta tolerancia a
fatores abidticos (CAMPOS; ZORZENON, 2006; GALLO et al., 2002; LORINI, 2008;
PACHECO; PAULA, 1995). Os graos e cereais infestados por essa praga apresentam
odores e cores desagradaveis devido a secre¢ao de benzoquinonas pelas glandulas
abdominais e pela grande quantidade de exuvias que o inseto libera em sua
metamorfose (PHANKAEN et al., 2017).

As fémeas ovipositam em média 400 a 500 ovos nas fendas das paredes dos
armazéns, na sacaria e sobre os graos. Os ovos sao pequenos e claros, e as larvas
apresentam coloragdo branco-amarelada, podendo medir cerca de 7 mm de
comprimento (GALLO et al., 2002). O ciclo de vida desta espécie pode ser completado
em aproximadamente 21 dias em condi¢cbes de temperatura de 35° C e umidade
relativa de 70% (REES, 1996).

2.1.3 Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera: Silvanidae)

A espécie Oryzaephilus surinamensis possui habito secundario e importancia
econbmica reconhecida, atacando principalmente cereais e seus subprodutos
armazenados (FARONI; SOUSA, 2006). E uma espécie cosmopolita que ocorre em
praticamente todas as regides do mundo (KOUSAR et al., 2021), principalmente as
de clima quente, infestando diversas culturas como milho, trigo, soja, entre outras.
Além disso, essa praga infesta estruturas e equipamentos de unidades de
armazenamento, como moegas, maquinas de limpezas, fundos de silos e
transportadores mecanicos (LORINI et al., 2015).

Os adultos apresentam o corpo achatado, alongado e de coloragado vermelho-
escura, com comprimento variando entre 1,7 a 3,3 mm. Apresentam trés carenas
longitudinais no pronoto e seis proje¢cdes em forma de dentes laterais (BOOTH et al.,
1990; LORINI, 2002). Pode ser diferenciado de Oryzaephillus mercator (Fauv.)
(Coleoptera: Silvanidae) pelo tamanho dos olhos, sendo que em O. surinamensis

estes sdo menores, além disso a regidao posterior € equivalente a 2/3 de seu
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comprimento e a cabega apresenta formato quase triangular (FARONI; SOUSA, 2006;
PACHECO; PAULA, 1995).

As fémeas ovipositam de 45 a 285 ovos, e as larvas sao alongadas, branco-
amarelas, com pelos revestindo o corpo, medindo até 6 mm. O ciclo de vida tem
duracao de 22 dias, sob temperaturas ideais entre 30 a 35 °C e 70 a 90% de umidade
relativa do ar (REES, 1996). No entanto, essa espécie é capaz de resistir a condigoes
climaticas adversas, como inverno, sem protegcdo ou refugio, possibilitando sua

ocorréncia tanto em regides temperadas e tropicais (HOWE, 1956; REES, 1996).

2.1.4 Cryptolestes ferrugineus (Stephens) (Coleoptera: Cucujidae)

A espécie Cryptolestes ferrugineus (Stephens) (Coleoptera: Cucujidae) destaca-
se como uma das pragas secundarias de maior importancia no armazenamento de
graos no mundo, uma vez que consegue se adaptar a diferentes condi¢des climaticas
(BHARATHI et al., 2023).

Os adultos em geral, apresentam corpo achatado e s&o pequenos, com
comprimento variando entre 1,5 e 2,5 mm. As antenas sao longas e filiformes, formadas
por onze segmentos, e geralmente medem a metade ou mais do comprimento do corpo.
Possuem coloragao marrom-avermelhada-palida e grande facilidade de deslocamento.
Cada fémea oviposita cerca de 200 ovos, soltos entre os graos ou material farinaceo
(LORINI, 2008). As larvas passam por quatro instares e se alimentam de graos
quebrados, residuos de graos e farinhas (LORINI, 2012).

O ataque dessa praga ocasiona aumento da temperatura da massa de graos e
consequentemente, sua deterioragdo. A condi¢ao ideal para o seu desenvolvimento € a
temperatura de 33°C e umidade relativa de 70%, quando o seu ciclo se completa em
23 dias (FARONI; SOUSA, 2006; LORINI, 2008). A longevidade dos adultos varia de 12
a 32 semanas, dependendo da densidade, alimentagéao e proporg¢ao sexual (WHITE;
BELL, 1995).

2.2 CONTROLE DE INSETOS-PRAGA DE GRAOS ARMAZENADOS
O controle quimico é o método mais utilizado no manejo destas pragas, sendo

realizado a partir da aplicagao de inseticidas liquidos protetores, como os piretroides

e organofosforados, bem como pela fumigacdo com fosfina. Além desses produtos,
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sdo utilizados poés inertes a base de terra de diatomacea, atmosfera modificada e
métodos fisicos (LORINI et al., 2015). No entanto, o uso indiscriminado de agrotoxicos
tem causado danos a saude humana e ao meio ambiente (BARROS et al., 2022), além
de contribuir para o surgimento de populagdes de insetos resistentes (BOYER et al.,
2012).

Os inseticidas liquidos sédo aplicados preventivamente na correia
transportadora, das unidades de armazenamento, no momento de armazenar ou
ensacar os grédos e as sementes. Para isso s&o instalados pulverizadores e
tombadores para distribuicido homogénea dos inseticidas em toda massa de graos.
Como método curativo, a aplicagdo é realizada quando os graos ja apresentarem
infestacdo do inseto-praga. Sendo assim, é realizada a fumigagdo (expurgo) dos
graos, mantendo-os em local bem vedado, para evitar o escape do produto para que
o tratamento seja mais eficaz e sem falhas (LORINI et al., 2015).

Devido ao baixo custo de aplicacdo e rapida difusdo, a fosfina (PH3) é
empregada constantemente em armazéns ou silos de armazenamento. E um gas
altamente toxico, liberado na presenca de umidade do ar, sendo eficaz no controle de
todas as fases de ovo, larva, pupa e adultos das pragas de graos e sementes
armazenadas (LORINI, 2012; LORINI et al., 2013). Apesar da sua eficiéncia, a intensa
pressao de selegao, fez surgir ao longo do tempo, o surgimento de resisténcia a fosfina
em populagdes de insetos-praga (OPIT et al., 2012).

Para o controle de pragas de grédos armazenados, ha uma escassez de
principios ativos comerciais recomendados para essa finalidade (AGROFIT, 2024).
Em consequéncia, observa-se uma pratica frequente de utilizagdo do mesmo produto
quimico no tratamento de grdos e sementes em silos e armazéns, resultando na
reducao da toxicidade para os insetos-alvo ao longo do tempo (DUTRA; FERREIRA,
2019), devido a alta pressao de selecao (LORINI et al., 2015).

2.3 INSETICIDAS BOTANICOS

A busca por alternativas ao controle quimico, como o uso de inseticidas
botanicos, tem sido impulsionada nas ultimas décadas, principalmente em decorréncia
das exigéncias de consumidores (SPLETOZER et al. 2021). Essas investiga¢des tém
por objetivo identificar novos compostos eficazes para o controle de insetos-praga, e

que sejam menos agressivos ao meio ambiente, que ndo tenham acdo sobre
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organismos nao alvos e ainda, que nao deixem residuos nos alimentos (CHAUDHARI
et al., 2021; GARIBA et al., 2021; KRINSKI et al., 2014).

As plantas e os insetos coexistem ha mais de 350 milhdes de anos, resultando
no desenvolvimento de interacdes bibticas que afetam diversos aspectos desses
organismos, sendo mutuamente benéficas, como a polinizacdo, ou prejudiciais para
pelo menos um dos grupos, como a herbivoria (SAO JOAO; RAGA, 2016; WAR et al.,
2012). Sendo assim, em decorréncia da caracteristica séssil das plantas e a
impossibilidade de escapar de pressfes bibticas, é notavel que ao longo do tempo,
ocorreu a selecdo de mecanismos de defesa contra o ataque de insetos herbivoros
(SANTOS, 2015).

A ampla diversidade produzida de produtos quimicos pelas plantas pode ser
classificada como metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios
estdo diretamente envolvidos no crescimento e desenvolvimento das plantas, e
englobam os acUcares, aminoacidos, acidos graxos, lipideos, nucleotideos, proteinas,
membranas, DNA e RNA (GARCIA; CARRIL, 2009). Diferentes dos primarios, os
metabdlitos secundarios ndo estdo diretamente ligados aos processos de
fotossintese, respiracdo e crescimento vegetal (SANTOS, 2004).

No entanto, os metabdlitos secundarios desempenham um papel crucial como
mecanismos de defesa e podem ser constitutivos e intrinsecos de cada genotipo, ou
induzidos em resposta ao ataque de insetos herbivoros e microrganismos patogénicos
(TAIZ et al.,, 2017; WAR et al.,, 2012). A eficdcia dos inseticidas botanicos é
influenciada pela proporcdo dos constituintes quimicos que apresentam e pelo efeito
sinérgico entre os componentes (ABBASSY et al.,, 2009; HUMMELBRUNNER,;
ISMAN, 2001; MESBAH et al., 2006).

A toxicidade provocada pelos inseticidas botanicos, pode ser provocada pela
penetracdo das moléculas no corpo do inseto via sistema respiratorio (efeito
fumigante), através da cuticula ou exoesqueleto (efeito de contato) ou ainda pelo
aparelho digestivo (efeito de ingestdo) (CORREA; SALGADO, 2011; PRATES;
SANTOS, 2000). O uso de plantas inseticidas vem sendo empregado como método
alternativo para o controle de pragas de graos armazenados, podendo ser aplicadas
na forma de extratos, 6leos e pos vegetais (KIM et al., 2003; OLIVEIRA, 1999).

Ha muitos anos os 0Oleos essenciais tém sido propostos como alternativas
sustentaveis no controle de pragas (ACHIMON et al., 2022; PATINO-BAYONA et al.,

2021). Os Oleos essenciais sdo complexas misturas de compostos organicos e
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volateis, 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). Os 6leos essenciais apresentam
diversas atividades bioldgicas, incluindo toxicidade aguda e crbnica, repeléncia,
inibicdo da oviposicao, crescimento, alimentacdo e desenvolvimento populacional de

espécies de insetos-praga (YANG et al., 2020).

2.4 GENERO PIPER

O género Piper € composto por cerca de 2000 espécies, sendo considerado o
mais abundante da familia Piperaceae (THE PLANT LIST, 2023). Possui como centros
de diversidade as regiées neotropicais, principalmente na Asia e nas Américas, com
notorio decréscimo do numero de espécies de acordo com o aumento da altitude e
diminuigdo da precipitagédo (DYER; PALMER, 2004; JARAMILLO et al., 2008; SILVA
etal., 2014).

A principal caracteristica que distingue o género Piper dos demais é o habito
arboreo arbustivo, enquanto o género Peperomia engloba espécies herbaceas
ornamentais (SOUZA; LORENZI, 2012) e o género Manekia compreende as
trepadeiras voluveis (SCHUBERT et al., 2012). Sdo plantas pioneiras, comuns em
clareiras de matas de galeria e bordas de mata, como espécie predominante (SILVA
JUNIOR et al., 2001).

Além do uso alimentar, como a pimenta do reino (Piper nigrum L.), varias
especies do género Piper sao utilizadas na medicina popular e na producao de 6leos
essenciais com atividades inseticida e repelente (BRASIL, 2016; NUNES et al., 2007).
Na literatura, diversas atividades biologicas, tais como antifungica (OLIVEIRA et al.,
2020), antitumoral (BROHEM et al., 2009), antioxidante (OLIVEIRA et al., 2019),
antiplasmodial (PORTET et al., 2007) e tripanocidal (BATISTA et al., 2008) também ja
foram reportadas.

As propriedades biolégicas estdo relacionadas ao versatili metabolismo
secundario dessas plantas, que se da pelas vias biossintéticas do chiquimato e do
acetato (FAZOLIN et al., 2006) que produzem amidas ou compostos aromaticos,
principalmente fenilpropanoides do tipo lignanas ou neolignanas (BODIWALA, et al.,
2007; PESSINI, et al., 2005), terpenos (SOUZA, et al., 2014), flavonoides (BALDOQUI
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et al.,, 2009; QUEIROZ, et al., 2014) e outras classes de metabolitos secundarios

bioativos.

2.4.1 Aspectos gerais de Piper aduncum L.

A Piper aduncum L., conhecida como pimenta de macaco, jaborandi ou aperta-
rudo, € uma espécie nativa do Brasil, porém n&o endémica, com distribuicdo pela
América Central, Antilhas e América do Sul (FAZOLIN et al.,, 2006). Pode ser
encontrada em todas as regibes e dominios fitogeograficos do territorio brasileiro
(GUIMARAES et al., 2020). No estado do Acre, esta distribuida em todos os
municipios, porém com maior abundéancia no Vale do Jurua, nos municipios de
Cruzeiro do Sul e Rodrigues Alves (NEGREIROS; MIQUELONI, 2013).

Vem despertando o interesse econémico por ser fonte de matéria prima com
propriedades bioativas, passivel de ser cultivada e industrializada, tanto em pequena
quanto em larga escala. A demanda por sua utilizagdo € impulsionada pela sua
caracteristica espontanea, sendo considerada invasora em areas antropizadas, como
as margens de estradas e terrenos recém desmatados (FAZOLIN et al., 2006).

Sao arbustos ou arvoretas que podem atingir até 8 metros de altura,
moderadamente pubescentes a glabrescentes, com tricomas menores que 0,5 mm de
comprimento. Os peciolos das folhas podem apresentar de 0,3 a 0,8 cm de
comprimento. As laminas foliares podem ser elipticas, ovado-elipticas ou lanceoladas,
com base assimétrica, arredondada-cordada, apice agudo ou acuminado, escabrosas
e asperas ao tato nas faces abaxiais e adaxiais. As nervuras secundarias medem de
6 a 8 cm, dispostas até ou pouco acima da porcdo mediana. As espigas curvas medem
de 7 a 14 cm de comprimento e 0,2 a 0,3 cm de didametro, com pedunculos
pubescentes (FAZOLIN et al., 2006).

Ha uma ampla divergéncia entre pesquisadores em relacdo a taxonomia das
espécies Piper aduncum e Piper hisperdinevum, existindo a hipétese de que se trata
da mesma espécie. De acordo com Nunes et al. (2007), a similaridade cariotipica,
apesar de ndo ser conclusiva, pode contribuir com esse prognostico, sendo
possivelmente P. aduncum uma variedade de P. hisperdinevum, de distribuicdo
geografica restrita. No entanto, em estudos com marcadores moleculares do tipo RPD
em colecdo de germoplasma da Embrapa Acre, os autores defendem que sao
espécies distintas (WADT et al., 2004).
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No campo, estes arbustos sdo geralmente confundidos, e segundo Fazolin et
al. (2006) a principal diferenca morfolégica concentra-se nas folhas, uma vez que a P.
aduncum apresenta folhas elipticas ou lanceoladas com bases redondas ou cardulata,
e asperas e pubescentes nas faces abaxial e adaxial, enquanto em Piper
hisperdinevum nao sao observadas essas caracteristicas.

A P. hisperdinevum, conhecida como pimenta longa, € amplamente encontrada
no bioma Amazdnico, particularmente nos estados do Acre e Rondénia, sendo
explorada para produgéo de 6leo essencial rico em safrol, composto majoritario, cujo
subprodutos sao utilizados na industria de fragrancias e cosméticos (heliotropina), e
como sinergista em mistura com inseticidas piretroides (butéxido de piperonila)
(ANDRADE; GUIMARAES; MAIA, 2009; MAIA et al., 1998).

Diferentemente de P. hisperdinevum, o 6leo essencial P. aduncum (OEPA)
possui como composto majoritario, o fenilpropanoide dilapiol (31,5% a 97,3%) (MAIA
et al., 1998; POTZERNHEIM et al.,, 2012). Também sado encontradas outras
substancias em menor quantidade, como sarisan, apiol, safrol, com bioatividade
comprovada e apresentando em suas estruturas quimicas o grupo metilenodioxifenil
(FAZOLIN et al., 2006). Além disso, € formado por compostos pertencentes aos

grupos quimicos dos monoterpenos e sesquiterpenos (DUROFIL et al., 2021).

2.4.2 Bioatividade do d6leo essencial de Piper aduncum no controle de pragas

O dleo essencial de P. aduncum rico em dilapiol possui agao inseticida sobre
diversos insetos-praga, como os coledpteros Sitophilus zeamais (ESTRELA et al.,
2006), Cerotoma tingomarianus Bechyne (FAZOLIN et al., 2005), Tenebrio molitor L.
(FAZOLIN et al., 2007) e dipteros transmissores de doencas humanas, como dengue
e malaria (ALMEIDA et al., 2009). No entanto, os demais constituintes do OEPA
também podem estar envolvidos nas suas atividades biolégicas ou atuar como
sinergistas em misturas com inseticidas sintéticos (FAZOLIN et al., 2015).

Acrescenta-se ainda que o OEPA contém compostos volateis que atuam de
forma sinérgica entre si, como os monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides,
que possuem multiplos modos de acao sobre os insetos (PACHECO et al., 2016). De
acordo com Afshar et al. (2017), o dilapiol, pode agir inibindo as vias enzimaticas de

detoxificagdo, enquanto os terpenos, causam a neurotoxicidade em artropodes.
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A composicdo do OEPA é variavel, e esses perfis fitoquimicos tém sido
atribuidos tanto as diferengas genéticas quanto as condigbes ambientais (SALEHI et
al., 2019). Em diversos estudos, o dilapiol é apontado como composto majoritario
(DUROFIL et al., 2021). No entanto, outros trabalhos que avaliaram a composigao
quimica de Oleos essenciais extraidos de folhas de P. aduncum identificaram o
fenilpropandide apiol, como composto majoritario, com teores variando entre 28,62%
a 90% (MENDONCA, 2019, NASCIMENTO, 2020; SANTANA et al., 2015).

Em relagdo as atividades bioldgicas do OEPA, ja foram relatadas na literatura
a toxicidade sobre insetos-praga de graos armazenados (ESTRELA et al., 2006;
FAZOLIN et al., 2007; MARTINEZ et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2023; NASCIMENTO
et al., 2023), bem como o efeito repelente sobre Callosobruchus maculatus (Fabr.)
(Coleoptera: Chrysomelidae) (OLIVEIRA et al., 2017) e atrativo para S. zeamais e S.
oryzae (NASCIMENTO et al., 2023). Também foi relatada a reducédo das taxas de
desempenho populacional em populagdes de S. zeamais (OLIVEIRA, 2023) e a
reducdo da atividade de voo em adultos de S. oryzae, S. zeamais e C. ferrugineus
submetidos a concentragdes subletais do OEPA (NASCIMENTO et al., 2023),

O efeito sinérgico do OEPA em misturas com inseticidas sintéticos, como
piretréides e organofosforados, ja foi documentado em estudos recentes envolvendo
a Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (FAZOLIN et al., 2017; FAZOLIN et
al., 2016) e S. zeamais (OLIVEIRA et al., 2023). Portanto, o OEPA surge como uma
alternativa aos sinergistas comerciais, como o butéxido de piperonila (BPO), uma vez
que apresentam lignanas ligadas a um grupo metilenodioxiofenil, capazes de inibir
enzimas envolvidas em mecanismos de resisténcia, como as monoxigenases do
citrocromo P450 e as esterases (BERNARD et al., 1995; SHANKARGANESH et al.
2009).

2.4.3 Extracado e armazenamento do OEPA

O dleo essencial de Piper aduncum pode ser obtido por meio da técnica de
arraste a vapor ou hidrodestilagao, utilizando as folhas e os ramos da planta como
matéria-prima (FAZOLIN et al., 2006). A pimenta de macaco € adaptada a diversas
condi¢gbes edafoclimaticas, resultando em consideravel variabilidade no rendimento e
composi¢cao quimica do OEPA, dependendo da regidao de coleta e do método de
extracao (GAIA et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2020).
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De acordo com Almeida et al. (2009), o OEPA obtido a partir de folhas coletadas
no estado do Para apresentou um rendimento médio de 2,8%, enquanto o OEPA
extraido de folhas coletadas em Brasilia (DF) exibiu um rendimento de 1,3%
(POTZERNHEIM et al., 2012). Maia et al. (1988), ao avaliarem espécimes de
diferentes locais da regido Norte, observaram rendimentos, variando de 1,2 a 3,4%,
sendo o valor maximo observado em amostras obtidas em Manaus (AM). Destaca-se
o Vale do Jurua, no estado do Acre, especialmente no municipio de Cruzeiro do Sul,
pelos elevados rendimentos de OEPA (3,2 a 3,8%) e pelos altos teores de dilapiol (84
a 88%) (NEGREIROS; MIQUELONI, 2015), evidenciando a viabilidade de integragao
dessas populagdes em programas de melhoramento genético (GAIA et al., 2011).

As caracteristicas do dossel das plantas exercem um impacto significativo na
producdo de biomassa aérea, influenciando diretamente no rendimento do 6éleo
essencial e no conteudo dos compostos majoritarios (NEGREIROS; MIQUELONI,
2013). Aidade e o estadio fenolégico da planta no momento da coleta também afetam
a producdo da biomassa aérea e, consequentemente, a produgdo de OEPA. Para
obtencdo de maiores rendimentos, € recomendado o corte das plantas com
aproximadamente 12 meses de idade (SILVA et al., 2013), na fase reprodutiva (COSTA
et al., 2008).

O conteudo de agua na biomassa também possui um impacto significativo no
rendimento do 6leo essencial de populagdes de Piper aduncum L., sendo a biomassa
seca mais eficaz (NEGREIROS; MIQUELONI, 2013). Em espécies da familia
Piperaceae, os Oleos essenciais geralmente sado armazenados em células
parenquimaticas especializadas chamadas idioblastos (GOGOSZ et al., 2012), e a
secagem das folhas promove o pré-rompimento das membranas celulares,
contribuindo para um maior extravasamento do 6leo (ROSADO et al., 2011). Assim, é
necessario reduzir o teor de agua apos a coleta, uma etapa indispensavel para garantir
a qualidade do produto e evitar a fermentacdo da biomassa antes do processo de
destilacdo (MACHADO et al., 2013; PINTO et al., 2014).

Apds a extracdo de oleos essenciais, Tisserand e Young (2014) recomendam
um armazenamento adequado, pois todos os compostos organicos estao sujeitos a
degradacdo quimica, resultando na perda de propriedades biolégicas. A
disponibilidade de luz, oxigénio e altas temperaturas afetam negativamente a
estabilidade dos dleos essenciais durante o0 armazenamento, estimulando reagdes de

conversao, como isomerizagcdo, oxidagao, desidrogenagao, polimerizagdo e
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rearranjos térmicos (TUREK; STINTZING, 2013). Essas mudangas podem levar a
alteracbes de cor, sabor, aroma e aumento da viscosidade dos 6leos essenciais
(NGUYEN et al., 2009). Aléem disso, o armazenamento inadequado pode reduzir o
efeito toxico dos 6leos essenciais sobre os insetos-praga, ao longo do tempo (MOURA
etal., 2021).
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RESUMO

A Amazobnia é considerada a maior floresta tropical do mundo e concentra enorme
biodiversidade com potencial para investigagdes acerca de inseticidas botanicos. O
controle de pragas de graos armazenados € majoritariamente realizado por inseticidas
sintéticos, o que torna imprescindivel a busca por métodos alternativos. O objetivo do
trabalho foi avaliar a toxicidade do oleo essencial de Piper aduncum (OEPA) e seu
efeito sinérgico em misturas binarias com deltametrina sobre Sitophilus zeamais,
Oryzaephilus surinamensis, Cryptolestes ferrugineus e Tribolium castaneum. Para
isso, foram realizados bioensaios de toxicidade por contato em superficie
contaminada para cada espécie, para gerar as curvas de concentragdo-mortalidade e
estabelecer as ClLso e CLos do OEPA e da deltametrina. Posteriormente, foram
preparadas misturas binarias dos inseticidas botanico e sintético, para serem
utilizadas em bioensaios de concentracdo-mortalidade, para determinar o fator de
sinergismo (FS). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeti¢cdes, contendo 50 insetos adultos ndo sexados, expostos a
concentracdes definidas em testes preliminares. Como esperado, foram observadas
diferentes respostas toxicolégicas das quatro espécies avaliadas a exposi¢cao ao
OEPA e a deltametrina, aplicados isoladamente. O inseticida sintético se mostrou mais
téxico do que o OEPA, com excegao da espécie C. ferrugineus que se mostrou mais
suscetivel ao OEPA, com as menores concentragoes letais (CLso de 0,007 uL.cm?e
CLosde 0,017 pL.cm?). A espécie T. castaneum apresentou tolerancia tanto ao OEPA,
como ao inseticida comercial, com altas razées de toxicidade (RT) para as CLso €
ClLgs, variando de 4,16 a 261,46 vezes maior que a espeécie C. ferrugineus.
Adicionalmente, foi observado que o OEPA potencializou a toxicidade da deltametrina
para as espécies avaliadas, com fatores de sinergismo variando de 1,42 a 6,30. A
partir dos resultados observados, conclui-se que o OEPA é uma opgao promissora
para o0 manejo integrado de pragas de graos armazenados, devido a sua atividade

inseticida e agao sinergista em misturas com inseticidas comerciais.

Palavras-chave: Carunchos. Inseticidas botanicos. Piperaceae. Potencializagao.
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ABSTRACT

The Amazon is considered the largest tropical forest in the world and contains
enormous biodiversity with potential for research into botanical insecticides. Pest
control of stored grains is mostly carried out using synthetic insecticides, which makes
the search for alternative methods essential. The objective of the work was to evaluate
the toxicity of Piper aduncum essential oil (OEPA) and its synergistic effect in binary
mixtures with deltamethrin on Sitophilus zeamais, Oryzaephilus surinamensis,
Cryptolestes ferrugineus and Tribolium castaneum. To this end, contact toxicity
bioassays were carried out on a contaminated surface for each species, to generate
concentration-mortality curves and establish the LCso and LCges of OEPA and
deltamethrin. Subsequently, binary mixtures of botanical and synthetic insecticides
were prepared to be used in concentration-mortality bioassays to determine the
synergism factor (FS). The experimental design used was completely randomized
(DIC), with four replications, containing 50 unsexed adult insects, exposed to
concentrations defined in preliminary tests. As expected, different toxicological
responses were observed from the four species evaluated to the exposure of OEPA
and deltamethrin, applied alone. The synthetic insecticide proved to be more toxic than
OEPA, with the exception of the species C. ferrugineus, which was more susceptible
to OEPA, with the lowest lethal concentrations (LCso of 0.007 yL.cm?and LCgs of 0.017
uL.cm?). The species T. castaneum showed tolerance to both OEPA and the
commercial insecticide, with high toxicity ratios (RT) for LCs0 and LCgs, ranging from
4.16 to 261.46 times higher than the species C. ferrugineus. Additionally, it was
observed that OEPA increased the toxicity of deltamethrin for the species evaluated,
with synergism factors ranging from 1.42 to 6.30. From the results observed, it is
concluded that OEPA is a promising option for the integrated management of stored
grain pests, due to its insecticidal activity and synergistic action in mixtures with

commercial insecticides.

Keywords: Botanical insecticides. Piperaceae. Potentiation. Woodworms.
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3.1 INTRODUGAO

As perdas de pds-colheita causadas por insetos-praga em gréos armazenados
sdo significativas e ndo devem ser subestimadas, uma vez, que atingem diretamente
o produto pronto para a comercializagdo. No ambiente de armazenamento, ocorre a
infestacdo de pragas primarias e secundarias que, simultaneamente, afetam a massa
de gréaos, causando danos irreversiveis e promovendo o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis (BETT et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

Entre as pragas primarias internas, destaca-se o Sitophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), que ataca desde o campo até o
armazenamento, uma vez que as larvas e os adultos se alimentam de graos inteiros
e sadios. Por outro lado, pragas secundarias, como o Oryzaephilus surinamensis L.
(Coleoptera: Silvanidae), Cryptolestes ferrugineus (Stephens, 1831) (Coleoptera:
Laemophloeidae) e o Tribolium castaneum (H.) (Coleoptera: Tenebrionidae), atacam
graos que estdo quebrados, trincados ou danificados pelas pragas primarias (LORINI
et al., 2015).

Nas unidades de armazenamento, o controle dessas pragas ¢
predominantemente realizado por meio da aplicacdo de inseticidas preventivos,
pertencentes ao grupo dos piretréides e organofosforados, juntamente com a
fumigacao usando fosfina (SOUSA et al., 2008; PIMENTEL et al., 2012). No entanto,
devido ao uso continuo das mesmas substancias ativas, sem o devido manejo, tem
sido relatada a ocorréncia de populacdes resistentes a inseticidas sintéticos (MOTA-
SANCHEZ; WISE, 2023).

Uma alternativa promissora para o manejo integrado de pragas € o uso de 6leos
essenciais extraidos de plantas aromaticas, que se destacam por serem mais
seletivos e biodegradaveis (WALIA et al., 2017). A extracdo de oleos essenciais é
realizada por métodos fisicos, como a destilacdo a vapor ou a seco (ISO, 2021),
utilizando diversas partes das plantas, como sementes, caules, folhas e flores
(ALEXANDRE et al., 2018).

O género Piper, pertencente a familia Piperaceae, destaca-se por seu
reconhecido potencial na producdo de metabolitos secundarios com propriedades
bioativas, utilizadas na medicina popular (PEREIRA et al., 2020), no controle de
vetores de doencgas humanas (OLIVEIRA et al., 2013) e agricultura (RODRIGUES;

OLIVEIRA, 2021). Entre os representantes desse género, a espécie Piper aduncum
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L., originaria da Floresta Amazoénica, tem sido objeto de estudo devido a complexa
composicao do seu 6leo essencial, composto por terpenoides e fenilpropanoides, com
o dilapiol identificado como o componente majoritario (DUROFIL et al., 2021).

O odleo essencial de Piper aduncum (OEPA) demonstrou eficacia comprovada
contra diversas espécies de insetos-praga, incluindo Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) (LIMA et al., 2009), Euschistus heros (F.) (Hemiptera:
Pentatomidae) (TURCHEN et al, 2016) e Cerofoma tingomarianus Bechyné
(Coleoptera: Chrysomelidae) (FAZOLIN et al., 2005). Além disso, sua toxicidade para
o0 S. zeamais (ESTRELA et al., 2006), T. castaneum (JARAMILLO-COLORADO et al.,
2015); Cryptolestes ferrugineus (NASCIMENTO, et al., 2023), Callosobruchus
maculatus (F.) (Chrysomelidae: Bruchinae) (OLIVEIRA et al., 2017) e Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae) (FAZOLIN et al., 2007) tem se mostrado eficaz para a
protecao de graos armazenados.

A atividade sinérgica do OEPA também foi documentada em pesquisas
envolvendo S. frugiperda, o que esta associado a presencga de lignanas ligadas a um
grupo metilenodioxidofenil. Essas substancias inibem enzimas detoxificantes
envolvidas no mecanismo de resisténcia a inseticidas (LIU, 2015), em particular, os
piretréides (FAZOLIN et al., 2016). Portanto, o OEPA tem sido sugerido como uma
alternativa ao sinergista comercial butdéxido de piperonila, com o propdsito de
potencializar a acdo de inseticidas sintéticos (OLIVEIRA et al., 2023).

Nesse contexto, € crucial continuar pesquisas com inseticidas botanicos
compativeis com o manejo integrado de pragas, visando a redugao de efeitos
indesejaveis e a diminuigao do uso indiscriminado de inseticidas sintéticos (COITINHO
et al., 2011). Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade do OEPA e da
deltametrina quando aplicados de forma isolada, bem como o efeito sinérgico das
combinagdes binarias (OEPA + deltametrina) sobre o gorgulho-do-milho (S. zeamais)

e as pragas secundarias O. surinamensis, C. ferrugineus e T. castaneum.
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3.2 MATERIAL E METODOS

A extracdo do OEPA foi realizada no Laboratorio de Produtos Naturais da
Fundacao de Tecnologia do Estado do Acre (FUNTAC) e os bioensaios de toxicidade
e sinergismo foram conduzidos no laboratorio de Manejo Integrado de Pragas da

Universidade Federal do Acre (UFAC), Campus Rio Branco.

3.2.1 Criacao de insetos

Foram estabelecidas criagdes de S. zeamais, T. castaneum, O. surinamensis e
C. ferrugineus, a partir de insetos coletados em unidades armazenadoras no entorno
de Rio Branco, Acre. Os insetos foram criados em frascos de vidro de 1,5 L, fechados
com tampas plasticas perfuradas e revestidas internamente com tecido organza, para
permitir as trocas gasosas, sob condicbes constantes de temperatura (272 °C),
umidade relativa (70+5%) e ecotofase de 24 h.

Como substrato alimentar, foram utilizados 250 g grdos de milho com teor de
agua de 13% em base umida (b.u.), previamente expurgados com fosfina (PH3s) e
mantidos sob refrigeragado para evitar a reinfestagdo. Para S. demais foram utilizados
graos integros e para as pragas secundarias (T. castaneum, O. surinamensis e C.

ferrugineus) foram fornecidos graos triturados, apos 30 dias da realizagdo do expurgo.

3.2.2 Obtencéo e extracao do 6leo essencial

A coleta do material vegetal foi realizada em plantas adultas, com cerca de
cinco anos de idade, de P. aduncum localizadas no campus da Universidade Federal
do Acre, no municipio de Rio Branco, capital do estado do Acre, sob as coordenadas
geograficas 9° 57° 34,9” S e 67° 51’ 30,6” W, no periodo da manha, durante o més de
agosto de 2021.

Inicialmente foi efetuado o corte das plantas a partir de 0,4 m do solo, em
seguida foi realizada a triagem do material a fim de separar as folhas e ramos.
Posteriormente, as folhas foram secas parcialmente sob condicdo ambiente e levadas

para a estufa a 45 °C, até atingir massa constante.
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A identificacdo do material vegetal foi realizada pela Dra. Elsie Franklin
Guimaraes, do Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (Herbario RJ). A
exsicata de P. aduncum foi depositada no Herbario UFACPZ da Universidade Federal
do Acre, sob o numero de registro: UFACPZ 20.646.

Para a extracao do OEPA, utilizou-se o método de extracao por hidrodestilagcédo
(Figura 1), em um aparelho Clevenger, conectado a um sistema de refrigeracdo e a
um baldo de fundo redondo com capacidade de 5 L, sobre manta aquecedora em
ceramica. Para cada extragao, foi utilizado 150 g da biomassa seca misturada a 2 L
de agua destilada no baldo volumétrico.

Inicialmente a manta térmica aquecedora foi ligada e regulada a temperatura
de ebulicdo de aproximadamente 120 °C, sendo o tempo médio de extracdo de 240
minutos. Apos o processo de ebulicdo e condensacéao, o OEPA foi coletado juntamente
com o hidrolato em frascos Erlenmeyer. Em seguida, foi obtida a separagéo das
amostras de 6leo essencial, por decantagdo em um funil de separagédo e a secagem
com uso de sulfato de sédio anidro (Synth, 99%, Brasil). Por fim, cada amostra de 6leo
essencial foi armazenada em frascos do tipo d&mbar, mantidos sob refrigeracdo em

camaras do tipo B.O.D. a4 °C.

Figura 1 - Obtencao do 6leo essencial de Piper aduncum L. (OEPA). (A) Extragao pelo
método de hidrodestilagao utilizando aparelho Clevenger (B) Separagéo e
secagem do OEPA
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3.2.3 Bioensaios de toxicidade por contato em superficie contaminada

Os bioensaios de toxicidade por contato em superficie contaminada, das quatro
especies de carunchos, foram realizados separadamente, com o OEPA e o inseticida
sintético deltametrina (K-Obiol® 25 EC), gerando curvas de concentragdo-mortalidade
para estabelecer as CLso e CLos.

Para os bioensaios de toxicidade com inseticida sintético, utilizou-se um
piretroide a base de ingrediente ativo deltametrina, nome comercial K-Obiol® 25 EC,
pertencente a classe toxicologica 4 - Produto pouco toxico.

Previamente foram realizados testes preliminares para estabelecer as
concentracbes minimas e maximas, que causam mortalidade superior a zero e inferior
a 100%. Com base nestas informacdes foram determinados pelo menos cinco
intervalos de concentracbes de OEPA e deltametrina, a serem utilizados nos
bioensaios definitivos para cada espécie avaliada (Tabelas 1 e 2). O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeti¢des.

Tabela 1 - Concentragdes de OEPA utilizadas nos bioensaios de toxicidade por contato
em superficie contaminada para insetos-praga de graos armazenados

Espécies Concentragdes (uL.cm)

Sitophilus zeamais 0,079 0,156 0,458 0,692 0,973 1,834
Oryzaephilus surinamensis 0,005 0,010 0,039 0,079 0,244 0,708
Cryptolestes ferrugineus 0,003 0,005 0,006 0,009 0,012 0,013
Tribolium castaneum - 0,458 0,701 1,165 1,768 2,835

Tabela 2- Concentragbes de deltametrina (K-Obiol® 25 EC) utilizadas nos bioensaios
de toxicidade por contato em superficie contaminada para insetos-praga de
graos armazenados

Espécies Concentragdes (uL.cm2)

Sitophilus zeamais 0,001 0,003 0,005 0,010 0,020 0,079
Oryzaephilus surinamensis - 0,003 0,005 0,010 0,020 0,079
Cryptolestes ferrugineus 0,001 0,005 0,010 0,039 0,079 0,156

Tribolium castaneum 0,001 0,004 0,010 0,039 0,156 0,236
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As unidades experimentais foram constituidas por placas de Petri de 9 cm de
diametro e 1,5 cm de altura, com o fundo recoberto com papel filtro umedecido com
1000 pL de cada concentracdo do 6leo essencial ou inseticida sintético (Figura 2). A
aplicagao da calda foi efetuada com pipetador automatico, e a diluicdo para obtencao
das concentragdes foi realizada em solvente acetona. Apds a evaporagao total do
solvente (cerca de 5 minutos), foram acondicionados 50 insetos adultos ndo sexados
em cada placa. No tratamento controle, os insetos foram acondicionados em placas
de Petri, umedecidos apenas com acetona.

A mortalidade dos insetos foi avaliada apdés 24 horas de exposi¢cao. Foram
considerados mortos quando n&o apresentavam nenhum movimento ao serem

estimulados com pincel, ou quando n&o conseguiam se locomover.

Figura 2 - Bioensaios de toxicidade por contato em superficie contaminada utilizando
placas de Petri com fundo recoberto com papel filtro

3.2.4 Bioensaios de sinergismo

Para avaliar o potencial sinérgico do OEPA, foram realizados testes
preliminares, utilizando a concentragdo subletal do OEPA (1/4 da CLso do OEPA)
obtida para cada espécie (S. zeamais - 0,052 yL.cm; T. castaneum 0,796 pL.cm; O.
surinamensis - 0,011 yL.cm? e C. ferrugineus - 0,004 pL.cm?), combinada com

concentragdes de deltametrina, para estimar as concentragbées maximas e minimas,
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dentro do intervalo de 5% a 95%, conforme metodologia adaptada de Almeida et al.
(2017).

Para cada espécie, foram estabelecidas cinco concentracdes definitivas de
combinagdes de OEPA + deltametrina (K-Obiol® 25 EC), apresentados na tabela 3. As
misturas binarias foram realizadas a partir da combinagao da concentragao subletal
de OEPA e das concentracdes de inseticida sintético. Para a realizagao e avaliacao
dos bioensaios de sinergismo, foram adotados o0s mesmos procedimentos

metodoldgicos em superficie contaminada, descritos na subsegéo 3.2.3.

Tabela 3 - Concentragdes das misturas binarias de OEPA (V2 da CLso) e deltametrina
utilizadas nos bioensaios de toxicidade por contato em superficie
contaminada

Espécies Concentragdes (uL.cm2)

Sitophilus zeamais 0,001 0,002 0,005 0,010 0,019 0,039
Oryzaephilus surinamensis 0,002 0,005 0,008 0,016 0,039 0,079
Cryptolestes ferrugineus 0,0008 0,0013 0,003 0,005 0,009 0,019
Tribolium castaneum 0,001 0,004 0,009 0,038 0,050 0,156

3.2.5 Analises estatisticas

Para todos os bioensaios, os valores de mortalidade dos insetos submetidos
aos tratamentos foram corrigidos pela formula de Abbott (1925), levando-se em
consideragdo a mortalidade ocorrida no controle. Os dados de concentragao-
mortalidade foram submetidos a analise de Probit (PROC PROBIT, SAS Institute
2011), para gerar curvas e estimar as CLso e CLgs tanto das misturas binarias, como
do inseticida quimico e do OEPA. Os intervalos de confianca para as razdes de
toxicidade (RT) foram calculados conforme Robertson e Preisler (1992).

Para avaliar o efeito sinérgico, um fator de sinergismo (FS) foi calculado de
acordo com Guedes et al. (1995), usando a seguinte equacao: FS = CLso do inseticida
sintético/CLso da mistura binaria entre OEPA e o inseticida sintético), na qual valores
de FS acima de 1 indicam efeito sinérgico; aqueles iguais a 1 efeito aditivo; e aqueles
abaixo de 1, uma resposta antagonista, em relacdo ao inseticida sintético puro
(ABBASSY et al., 2009).
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3.3 RESULTADOS

O modelo Probit se mostrou adequado para analisar os dados de concentragao-
mortalidade, pois foram observados baixos valores de x? e altos valores de P para
cada curva gerada (x? < 6,80; P>0,05).

3.3.1 Toxicidade do OEPA

A toxicidade do OEPA para as espécies de insetos-praga de produtos
armazenados foi determinada por meio de curvas de concentragdo-mortalidade.
Como esperado, observou-se uma variagao nas inclinagdes das curvas, que variaram
de 1,32 a 4,08, evidenciando uma heterogeneidade toxicolégica entre as quatro
espécies analisadas, conforme apresentado na tabela 4. A variagao toxicologica do
OEPA para essas espécies também pode ser observada nas razbes de toxicidade
(RT), que variaram de 5,99 a 261,45.

Destaca-se que a praga secundaria Cryptolestes ferrugineus apresentou as
menores concentragdes letais (CLso de 0,007 yL.cm e CLosde 0,017 yL.cm), o que
a qualifica como a espécie padrdao de suscetibilidade ao inseticida botanico.
Analisando a tabela, é possivel verificar que a inclinacdo da curva para essa espécie
foi alta (4.08+0,30), indicando uma rapida resposta de mortalidade sob pequenas
variagdes de concentracdes do OEPA.

Quanto as ClLso e ClLes do OEPA para insetos adultos de Oryzaephilus
surinamensis foram estimados valores de 0,041 pyL.cm?e 0,728 yL.cm?, indicando uma
moderada toxicidade do bioinseticida. No caso de Sitophilus zeamais, observou-se uma
menor toxicidade do OEPA, com CLsode 0,186 uL.cm?e CLesde 2,462 uL.cm™.

Por outro lado, a espécie Tribolium castaneum demonstrou notavel tolerancia
ao inseticida botanico, com altas razdes de toxicidade, com CLso e CLgs de 225,99 e
261,46 vezes maiores que C. ferrugineus. Além disso, suas concentracdes letais
foram estatisticamente superiores aos das demais espécies, conforme o intervalo de
confianca ao nivel de 95% de probabilidade. Nesse contexto, em termos praticos, a
toxicidade para T. castaneum deve ser considerada no estabelecimento de
concentracdes, em condicdes de armazenamento, uma vez que as CL's efetivas para

esta espécie também sdo eficazes para as demais.
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3.3.2 Toxicidade do inseticida sintético

Ao contrario do OEPA, as espécies de carunchos exibiram uma resposta mais
homogénea a deltametrina, com inclinagdes das curvas variando de 1,03 a 1,62
(Tabela 5). De forma geral, com excegéao da espécie C. ferrugineus, as concentragdes
letais (CLso e CLgs) do inseticida sintético foram menores do que as obtidas para o
inseticida botanico.

Especificamente, a espécie S. zeamais apresentou as menores CLso e ClLos,
sendo considerada a espécie padrao de suscetibilidade. No caso de O. surinamensis,
foram observadas razbes de toxicidade relativamente baixas (RTso de 1,165 e RTos
de 1,77). Em relagdo a C. ferrugineus, a deltametrina demonstrou baixa toxicidade,
com RTos 5,04 vezes maior do que a espécie S. zeamais. Importante destacar que as
CLso e CLos do OEPA (0,007 e 0,017 yL.cm™) para C. ferrugineus foram inferiores as
estimadas para a deltametrina (0,021 e 0,477 pL.cm), demostrando que o inseticida
botanico foi mais toxico e eficaz para essa espécie. Conforme observado nos
bioensaios com OEPA, T. castaneum demonstrou ser a espécie mais tolerante a

deltametrina, apresentando as maiores CLso (0,038 pL.cm2)e CLos (1,531 yL.cm™).
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Tabela 4 - Toxicidade residual relativa de OEPA em adultos de Cryptolestes ferrugineus, Oryzaephilus surinamensis, Sitophilus zeamais e

Tribolium castaneum, apos 24 h de exposicao

. Inclinagdo + CLso (IF 95%) CLos (IF 95%)
Espécies RT (IC 95%) CLso RT (IC 95%) CLgs X? P
E.P.M. (uL.cm2) (uL.cm2)
Cryptolestes ferrugineus 4,08+0,30 0,007 (0,0069-0,0073) - 0,017 (0,015-0,020) - 6,73 0,15
Oryzaephilus surinamensis 1,32+0,09 0,041 (0,034-0,051) 5,99 (4,81-7,47) 0,728 (0,496-1,192) 41,90 (26,32-66,68) 6,54 0,16
Sitophilus zeamais 1,46+0,13 0,185 (0,146-0,225) 26,72 (19,78-36,09) 2,462 (1,762-3,891) 141,49 (78,30-255,67) 5,96 0,20
Tribolium castaneum 3,53+0.28 1,565 (1,435-1,718) 225,99 (178,99-285,33) 4,572 (3,801-5,832) 261,46 (167,00-409,34) 5,66 0,13

E.P.M = Erro padrdo da media; CLso e CLgs = Concentracdes letais; RT = Raz&o de toxicidade da CLso e CLos; x2 = Qui-quadrado; P= Probabilidade.
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Tabela 5 - Toxicidade residual relativa de deltametrina (K-Obiol® 25 EC) em adultos de Sitophilus zeamais, Oryzaephilus surinamensis,
Cryptolestes ferrugineus e Tribolium castaneum, apos 24 horas de exposi¢ao.

. Inclinagado + CLso (IF 95%) CLos (IF 95%)
Espécies RT (IC 95%) CLso RT (IC 95%) CLos X2 P
E.P.M. (uL.cm-2) (uL.cm2)
Sitophilus zeamais 1,62+0,12 0,009 (0,008-0,011) - 0,095 (0,067-0,150) - 6,80 0,15
Oryzaephilus surinamensis 1,57+0,14 0,015 (0,013-0,018) 1,65 (1,28-2,12) 0,168 (0,110-0,301) 1,77 (0,93-3,37) 5,74 0,12
Cryptolestes ferrugineus 1,21+0,09 0,021 (0,017-0,026) 2,29 (1,72-3,07) 0,477 (0,304-0,863) 5,04 (2,45-10,40) 6,74 0,15
Tribolium castaneum 1,03+0,08 0,038 (0,030-0,050) 4,16 (2,95-5,88) 1,531 (0,862-3,260) 16,20 (6,94-37,80) 6,07 0,19

E.P.M = Erro padrdo da media; CLso e CLgs = Concentracdes letais; RT = Razao de toxicidade da CLso e CLos; X2 = Qui-quadrado; P= Probabilidade.
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3.3.3 Acao sinergista do OEPA

Para os bioensaios de sinergismo, ocorreu ajuste dos dados ao modelo Probit,
com ¥? variando de 6,07 a 6,55 e p-valor de 0,16 a 0,19. Misturas binarias entre
concentragdes subletais de OEPA (equivalentes a 1/4 da CLso do OEPA para cada
espécie) e concentragcdes de deltametrina, foram preparadas e submetidas a
avaliagbes em bioensaios de concentragao-mortalidade. Os resultados, incluindo os
valores de CLso e CLgs para cada espécie, estao apresentados na tabela 6.

As curvas de concentracdo-mortalidade, apresentaram variagoes de 0,99 a
1,99, indicando homogeneidade nas respostas entre as espécies avaliadas. Para
todas as quatro espécies investigadas, o OEPA promoveu um aumento na toxidade
da deltametrina, evidenciado pelas baixas concentragdes letais estimadas para as
misturas binarias, em comparagao ao uso isolado do OEPA e do inseticida quimico
(Tabela 6). A melhor combinacao foi observada para a espécie C. ferrugineus, que
apresentou baixos valores de CLso (0,003 pL.cm™) e CLos (0,024 pL.cm™).

Na figura 3, sdo apresentados os fatores de sinergismo das misturas binarias
entre o inseticida sintético e o OEPA. Em todas as espécies avaliadas, foram
observados valores superiores a 1, indicando um efeito sinérgico do OEPA sobre a
deltametrina. O maior fator de sinergismo observado (6,30) ocorreu na espécie
Crypstolestes ferrugineus, seguido por Tribolium castaneum (3,04), Sitophilus

zeamais (2,94) e Oryzaephilus surinamensis (1,42).
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Tabela 6 - Toxicidade residual relativa das combinacdes de OEPA + deltametrina (K-Obiol® 25 EC) em adultos de Sitophilus zeamais,
Cryptolestes ferrugineus, Oryzaephilus surinamensis e Tribolium castaneum, apés 24 horas de exposi¢éo.

ClLso (IF 95%)
(uL.cm2)

RT (IC 95%) CLso

ClLos (IF 95%)
(uL.cm™2)

RT (IC 95%) CLos

X2

) Inclinacdo +
Espécies
E.P.M.
Sitophilus zeamais 1,24+0,11
Cryptolestes ferrugineus 1,9240,14

Oryzaephilus surinamensis 1,99+0,14

Tribolium castaneum 0,99+0,08

0,003 (0,002-0,004)

0,003 (0,003-0,004)

0,011 (0,009-0,012)

0,013 (0,010-0,016)

1,07 (0,82-1,41)

3,42 (2,79-4,18)

4,04 (3,00-5,44)

0,065 (0,043-0,115)

0,024 (0,018-0,034)

0,071 (0,055-0,099)

0,577 (0,325-1,267)

2,73 (1,53-4,88)

2,97 (1,68-5,25)

24,15 (11,52-50,62)

6,55

6,46

6,55

6,07

0,16

0,17

0,16

0,19

E.P.M = Erro padrdo da media; CLso e CLgs = Concentracdes letais; RT = Razao de toxicidade da CLso e CLos; X2 = Qui-quadrado; P= Probabilidade.
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Figura 3 - Fatores de sinergismo das misturas binarias (OEPA + K-Obiol® 25 EC)
contra pragas de graos armazenados. As barras representam os intervalos
de confianga com 95% de probabilidade e a linha pontilhada como FS= 1,
define o efeito das combinag¢dées como sinérgico (FS>1)
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3.4 DISCUSSAO

No armazenamento de graos, € comum a coexisténcia de mais de uma espécie
de insetos-praga, o que torna crucial conhecer as diferengas de suscetibilidade para
auxiliar no planejamento das estratégias de controle. O OEPA foi téxico para as quatro
pragas de graos armazenados, que como esperado, exibiram respostas toxicoldgicas
heterogéneas, refletindo-se nas razdes de toxicidade e nas inclinagbes das curvas.

Cryptolestes ferrugineus destacou-se como a espécie mais suscetivel ao
OEPA. E importante notar que a curva de resposta para essa espécie foi acentuada,
0 que indica que pequenos aumentos na concentracdo do OEPA resultaram em
maiores taxas de mortalidade (CARVALHO et al., 2017) e consequentemente, houve
homogeneidade de resposta dentro da populagdo avaliada. A maior toxicidade do
OEPA para essa espécie também foi corroborada por Nascimento et al. (2023), que
obtiveram CLso de 0,0005 yL cm, utilizando o o mesmo método de intoxicagao.

Por outro lado, Tribolium castaneum demonstrou maior tolerancia ao OEPA,
apresentando razdes de toxicidade elevadas, em comparagcdo a C. ferrugineus,
indicando que sdo necessarias maiores concentragdes do inseticida botanico para
causar a mortalidade de 50% e 95% da populagéo. Essa menor toxicidade observada
para T. castaneum ja foi relatada na literatura, em bioensaios com 6leos essenciais
de Cupressus lusitanica e Eucalyptus saligna (BETT et al., 2016) e de fumigagdo com
cumarina (RAJASHEKAR, 2016).

Os adultos de C. ferrugineus sao pequenos coledpteros (1,5-2,0 mm), com
antenas longas que representam até 2/3 do comprimento do corpo (REES, 1996). Em
contraste, T. castaneum sao insetos maiores, podendo atingir at¢é 4 mm de
comprimento (PACHECO; PAULA, 1995). Assim, é possivel que a diferenga de
tamanho e massa corporal dessas espécies esteja relacionada a tolerancia de T.
castaneum e a suscetibilidade de C. ferrugineus ao OEPA.

A espécie Oryzaephilus surinamensis mostrou-se suscetivel ao OEPA,
enquanto Sitophilus zeamais, apresentou razdes de toxicidade elevadas para CLso e
CLgs. Como era esperado, houve uma variagdo nas respostas das quatro espécies
avaliadas, o que enfatiza a importancia de determinar adequadamente a concentragao
letal do OEPA, especialmente porque essas espécies frequentemente colonizam a

mesma massa de graos.
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Ao analisar as concentragdes elevadas do OEPA por meio da exposigcao de
insetos adultos a superficie contaminada, observou-se intensa agitagao, seguida de
perda de mobilidade e, finalmente, mortalidade em um periodo de 24 horas. De acordo
com Afshar et al. (2017), o dilapiol age inibindo vias enzimaticas envolvidas na
detoxificagdo de moléculas téxicas, enquanto os terpenos presentes no 6leo essencial
causam neurotoxicidade ou auxiliam na agao de outros constituintes que penetram na
cuticula dos insetos devido a sua lipofilicidade. Portanto, o efeito inseticida do OEPA
€ influenciado pela propor¢do dos compostos quimicos e pela sinergia entre eles
(ABBASSY et al., 2009; HUMMELBRUNNER; ISMAN, 2001; MESBAH et al., 2006).

Uma vez que o uso de inseticidas botanicos ainda ndo é comum no controle de
pragas de graos armazenados, a toxicidade do OEPA tende a ser favoravel,
especialmente na auséncia de pressao de selecao e resisténcia cruzada com outros
inseticidas. A toxicidade do OEPA por contato em superficie contaminada, contato
tépico e fumigacao para insetos-praga de graos armazenados ja foi documentada na
literatura (ESTRELA et al., 2006).

No que se refere a deltametrina, as respostas toxicoldgicas das espécies foram
relativamente homogéneas, com excecado da espécie Tribolium castaneum, que
apresentou as maiores razdes de toxicidade. No entanto, mesmo para essa espécie,
os valores de CLso e CLgs foram inferiores aos obtidos nos bioensaios com o OEPA. A
espécie Sitophilus zeamais mostrou-se a mais suscetivel ao inseticida sintético, com
concentragdes letais inferiores as relatadas para exposi¢céo a permetrina (27 a 127,7
uL.cm) (SILVA et al., 2013).

Em contraste com o que foi observado para o OEPA, a deltametrina demonstrou
baixa toxicidade para Cryptolestes ferrugineus. Na literatura, ja foram relatadas
populacgdes de C. ferrugineus com resisténcia a fosfina (NAYAK et al., 2012) e ao
malation (WILSON, 1993), sugerindo a possibilidade de resisténcia cruzada ou
multipla da populagao avaliada a deltametrina.

A aplicagao de inseticidas do grupo dos piretréides e organofosforados tem sido
comum na protecdo de grédos armazenados nos ultimos anos. No entanto, o uso
indiscriminado desses produtos, sem um manejo adequado, resultou no
desenvolvimento de populagdes resistentes. Para as quatro espécies avaliadas, ja
foram relatados casos de resisténcia a fosfina e aos inseticidas liquidos de contato
(MOTA-SANCHEZ; WISE, 2023; RIBEIRO et al., 2003; PIMENTEL et al., 2009).
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Com base nos resultados obtidos, observou-se que Tribolium castaneum
apresentou maior tolerancia a deltametrina. Em varios paises, foram relatados casos
de resisténcia a inseticidas sintéticos em populagdes de T. castaneum (MOTA-
SANCHEZ; WISE, 2023), incluindo ingredientes ativos do grupo dos piretroides.
Ahmad et al. (2012) sugerem a ocorréncia de resisténcia cruzada entre espinosades
e deltametrina em populagdes de T. castaneum, principalmente devido a
desintoxicagdo metabdlica por varias enzimas.

E importante ressaltar que o OEPA aumentou a toxicidade da deltametrina para
todas as espécies avaliadas. A utilizagdo da concentragédo subletal do OEPA (V42 da
CLso) resultou em menores razdes de toxicidade, mesmo para as espécies C.
ferrugineus e T. castaneum, como evidenciado pelos fatores de sinergismo de 6,30 e
3,40 em relagéo ao uso isolado da deltametrina. Isso sugere que € possivel reduzir as
concentracbes de deltametrina na presenca do OEPA, suprimindo possiveis
mecanismos de resisténcia e aumentando o contato residual do inseticida no corpo
do inseto.

Em formulagbes comerciais de inseticidas, como o K-Obiol 25 EC, o butdxido
de piperonila tem sido adicionado como agente sinergista a deltametrina na proporgao
de 10:1. A menor toxicidade da deltametrina para as espécies C. ferrugineus e T.
castaneum sugere que as populagdes utilizadas neste experimento podem ja ter
adquirido resisténcia a essa combinag¢ao, conforme indicado por Beckel et al. (2006).
Portanto, o OEPA emerge como uma ferramenta promissora para aumentar a eficacia
de inseticidas sintéticos e retardar o desenvolvimento da resisténcia.

Uma vez que o OEPA potencializa a toxicidade do inseticida sintético e é
conhecido por ser rico em dilapiol, que apresenta lignanas associadas ao grupo
metilenodioxidofenil que inibem monoxigenases dependentes do citocromo P450
(BERNARD et al., 1995) e de esterases (FAZOLIN et al., 2015; SHANKARGANESH
et al. 2009), pode-se concluir que essas enzimas estdo envolvidas no mecanismo de
resisténcia.

Estudos recentes tém explorado a eficacia de combinagdes de produtos
naturais e sintéticos para o controle de insetos. A combinagdo de cipermetrina e
dilapiol reduziu o tempo letal necessario para causar a mortalidade de 50% e 90% da
populacao de dipteros (Aedes aegypti e Anopheles albitarsis), em comparagao com o
uso de piretroides ou dilapiol isoladamente (GOMES et al., 2016). Da mesma forma,

Fazolin et al. (2016) observaram efeitos sinérgicos ao combinar o OEPA com
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piretréides no controle das lagartas S. frugiperda. Em trabalho recente (OLIVEIRA et
al., 2023), a mistura binaria entre OEPA e deltametrina inibiu os mecanismos de
resisténcia em cinco populagdes brasileiras de S. zeamais, devido a agao sinergista
do bioinseticida.

Esses resultados demonstram o potencial do OEPA e de seu componente
majoritario como agentes sinérgicos, com capacidade de reduzir a quantidade de
inseticida aplicado e, consequentemente, o impacto ambiental, além de retardar o
desenvolvimento da resisténcia (GAIRE et al., 2021). A adogdo de abordagens
alternativas, que incluem a incorporacdo de O6leos essenciais € de extrema
importancia, particularmente para pequenos e médios produtores familiares.

Neste estudo, observou-se que o OEPA potencializou a eficacia do inseticida
sintético, mostrando-se promissor no controle de pragas de graos armazenados, além
de ser uma estratégia adicional ao manejo de resisténcia, podendo substituir o
sinergista comercial. Entretanto, s&o necessarias investigagdes adicionais para
explorar outras vias de intoxicagdo, como a fumigagédo ou o contato tépico, a fim de
confirmar a viabilidade do uso de combinacgdes de compostos naturais e sintéticos no
manejo integrado de pragas. Além disso, é importante, estudar em termos praticos, a

eficacia da aplicacao e distribuicdo do 6leo essencial no interior da massa de graos.
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3.5 CONCLUSOES

As respostas toxicologicas ao OEPA e a deltametrina sao diferentes para cada
especie avaliada;

A deltametrina apresenta maior toxicidade sobre os insetos-praga, quando
comparada ao OEPA, exceto para a espécie Cryptolestes ferrugineus, que apresenta
maior suscetibilidade ao inseticida botéanico;

A espécie Tribolium castaneum possui tolerancia tanto a deltametrina como ao
OEPA;

Por contato residual, o OEPA potencializa o efeito toxico do inseticida sintético
sobre as quatro espécies pragas de graos armazenados, inclusive para Tribolium
castaneum:;

A significancia dos fatores de sinergismo das misturas binarias entre o OEPA e
a deltametrina, indica que o 6leo essencial pode ser utilizado como sinergista no

controle de pragas de graos armazenados.
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RESUMO

O dleo essencial extraido de folhas de Piper aduncum L. apresentam compostos
bioativos com potencial inseticida para diversas pragas agricolas. No entanto, sédo
escassos os trabalhos que avaliem a estabilidade toxicoldgica dos inseticidas
botanicos em graos armazenados, a fim de estabelecer critérios de seu uso pratico e
garantir sua eficiéncia. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade
toxicolégica do OEPA armazenado por 12 meses sobre quatro espécies de insetos-
praga de graos armazenados (Sitophilus zeamais, Oryzaephilus surinamensis,
Cryptolestes ferrugineus e Tribolium castaneum). Amostras do OEPA foram mantidas
durante este periodo em diferentes condigdes de temperatura (5 °C, 20°C e 35°C) e
luminosidade (com e sem exposicdo a luz). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeti¢gdes. Foram realizados bioensaios
de toxicidade por contato em superficie contaminada a cada quatro meses e a
mortalidade dos insetos foi avaliada apds 24 horas de exposicdo. Os resultados
demonstram que as ClLso e CLgs do OEPA para as espécies S. zeamais, O.
surinamensis e C. ferrugineus foram menores aos 12 meses de armazenamento. A
excecgao foi observada para T. castaneum, que demonstrou ser a espécie mais
tolerante ao OEPA armazenado ao longo do tempo. Em relagdo as condi¢cdes de
armazenamento, a temperatura de 35 °C e a presenca de luz reduziram a toxicidade
do OEPA para as espécies S. zeamais e O. surinamensis, evidenciada pelas maiores
CLso e CLgs. Nesse sentido, conclui-se que para manter a estabilidade toxicolégica do
OEPA, os frascos tipo dmbar devem ser mantidos na auséncia de luz e em

temperaturas abaixo ou igual a 20 °C.

Palavras-chave: Armazenamento. Degradagdo. Manejo integrado de pragas.

Toxicidade.
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ABSTRACT

The essential oil extracted from the leaves of Piper aduncum L. contains bioactive
compounds with proven insecticidal potential against various agricultural pests.
However, there is a scarcity of studies assessing the toxicological stability of botanical
insecticides in stored grains to establish criteria for practical use and ensure their
effectiveness. In this regard, the objective of this study was to evaluate the toxicological
stability of P aduncum essential oil (EOPA) stored for 12 months against four species
of stored grain insect pests (Sitophilus zeamais, Oryzaephilus surinamensis,
Cryptolestes ferrugineus, and Tribolium castaneum). The experimental design was
completely randomized (DIC), with four replications. Samples of EOPA were
maintained during this period under different temperature conditions (5 °C, 20 °C and
35 °C) and light exposure conditions (with and without exposure to light). Toxicity
bioassays were conducted through contact on contaminated surfaces every four
months, and insect mortality was assessed after 24 hours of exposure. The results
demonstrate that the LCso and LCos of EOPA for S. zeamais, O. surinamensis, and C.
ferrugineus species were reduced after 12 months of storage. An exception was
observed for T. castaneum, which proved to be the most tolerant species to stored
OEPA over time. Regarding storage conditions, the temperature of 35 °C and the
presence of light reduced the toxicity of OEPA to the species S. zeamais and O.
surinamensis, evidenced by the higher LCso and LCos. In this sense, it is concluded
that to maintain the toxicological stability of OEPA, amber bottles must be closed in the

absence of light and at temperatures below or equal to 20 °C.

Keywords: Degradation. Integrated pest management. Storage. Toxicity.
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4.1 INTRODUCAO

Os dleos essenciais, formados por compostos lipofilicos altamente volateis e
frequentemente liquidos e aromaticos, sdo metabdlitos secundarios extraidos de
plantas (ASBAHANI et al., 2015; GRASSMANN; ELSTNER, 2003; SCHMIDT, 2010).
Devido a sua rica diversidade quimica, esses 0leos tém sido utilizados ao longo dos
séculos na medicina, perfumaria e industria de cosméticos (MEHDIZADEH et al.,
2017). Além disso, destacam-se por suas propriedades biologicas, como atividades
antifungicas (TIAN et al., 2022), antibacterianas (OLIVEIRA et al., 2022),
antiparasitarias (BAILEN et al., 2023) e inseticidas (COSTA et al., 2024).

A atividade inseticida do 6leo essencial de Piper aduncum L. (OEPA) tem sido
objeto de estudo nas ultimas duas décadas como uma alternativa eficaz no controle
de insetos-praga (ESTRELA et al., 2006; FAZOLIN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2023; TURCHEN et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2023). O efeito
toxicolégico esta intrinsicamente relacionado a composigdo quimica do OEPA,
caracterizada pela presenca de terpendides e fenilpropandides (DUROFIL et al.,
2021).

Apesar de ser geneticamente controlado, o rendimento e a composigcao
quimica dos 6leos essenciais podem ser influenciados por diversos fatores, como a
origem e as condi¢gdes edafoclimaticas, a época de coleta do material, o estadio
fenoldgico da planta (FIGUEIREDO et al., 2008; MORAIS, 2009; SCHMIDT, 2010) e
os métodos de secagem e extracao (LI et al., 2012, MACHADO et al., 2013; OLIVEIRA
etal., 2016).

As condi¢Bes e o tempo de armazenamento do 6leo essencial, apos a extracdo
(destilacdo), exercem influéncia direta em sua estabilidade quimica (TUREK;
STINTZING, 2013) e toxicolégica (MOURA et al., 2021). Fatores como temperatura,
luminosidade, umidade e disponibilidade de oxigénio aceleram a degradacdo dos
compostos durante o armazenamento (LOPES et al.,, 2016; TUREK; STINTZING,
2012; ROWSHAN et al., 2013), interferindo, consequentemente, em seu efeito toxico
sobre artropodes (AMER; MEHLHORN, 2006).

Em geral, ha escassez de informagdes consistentes sobre o armazenamento
de dleos essenciais e sua vida util (prazo de validade). Dados prévios sugerem que o
dilapiol é sensivel a degradagédo durante o armazenamento (TISSERAND; YOUNG,

2014). Negreiros et al. (2017) observaram o teor maximo de dilapiol apés nove meses



70

de armazenamento em recipientes transparentes em ambiente externo, com
incidéncia de luz e oscilagdes de temperatura.

Em um estudo mais recente conduzido por Fazolin et al. (2022), foi avaliada a
influéncia de diferentes condicoes de armazenamento sobre a estabilidade quimica e
toxicolégica do 6leo essencial de P. aduncum ao longo de quatro anos. O OEPA
mostrou-se estavel, tanto em relagéo ao teor de dilapiol, que manteve-se acima de
70%, quanto ao efeito toxicologico contra Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae).

As propriedades aromaticas e bioldgicas de Oleos essenciais s&o determinadas
nao apenas pelos componentes majoritarios, mas também pelo sinergismo entre os
componentes. O mesmo principio vale para a estabilidade dos 6leos essenciais, pois
alteracbes que ocorram em um composto especifico podem afetar substancialmente
o comportamento de outras moléculas (ODAK et al., 2021).

Diante do exposto, torna-se evidente que as alteragdes nos 6leos essenciais
ou em compostos individuais sdo resultado da interacdo de varios fatores, e as
pesquisas geralmente ndo abordam de forma sistematica as condigbes e fatores
determinantes da estabilidade durante o armazenamento. Dada a importancia do oleo
essencial de Piper aduncum L. e seu potencial inseticida no controle de pragas de
graos armazenados, o objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade toxicoldgica do
OEPA armazenado por 12 meses sobre quatro espécies de insetos-praga de graos

armazenados, considerando diferentes condi¢cdes de temperatura e luminosidade.
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4.2 MATERIAL E METODOS

A extracdo do OEPA foi realizada no Laboratoério de Produtos Naturais da
Fundacao de Tecnologia do Estado do Acre (FUNTAC) e os bioensaios de toxicidade
e sinergismo foram conduzidos no laboratério de Manejo Integrado de Pragas da

Universidade Federal do Acre (UFAC), Campus Rio Branco.

4.2.1 Criagao de insetos

As criacbes das espécies S. zeamais, T. castaneum, O. surinamensis e C.
ferrugineus, foram obtidas a partir de insetos coletados em unidades armazenadoras
no entorno de Rio Branco, Acre. Os insetos foram criados em frascos de vidro de 1,5
L, fechados com tampas plasticas perfuradas e revestidas internamente com tecido
organza, sob condi¢cdes constantes de temperatura (27+2 °C), umidade relativa
(70+5%) e ecotofase de 24 h.

Como substrato alimentar, foram utilizados graos de milho com teor de agua
de 13% em base umida (b.u.), previamente expurgados com fosfina (PH3) e mantidos
sob refrigeracao para evitar a reinfestacao. Para S. zeamais foram utilizados graos
integros e para as pragas secundarias (T. castaneum, O. surinamensis e C.

ferrugineus) foram fornecidos gréos triturados.

4.2.2 Obtencgao e extragao do 6leo essencial

A coleta do material vegetal foi realizada em plantas adultas de P. aduncum,
com cerca de cinco anos, localizadas no Campus da UFAC, no municipio de Rio
Branco, Acre, sob as coordenadas geograficas 9° 57° 34,9” S e 67° 51’ 30,6” W, no
periodo da manha. A exsicata de P. aduncum foi depositada no Herbario UFACPZ da
Universidade Federal do Acre, sob o numero de registro: UFACPZ 20.646. A espécie
foi identificada pela Dra. Elsie Franklin Guimaraes, do Herbario do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro (Herbario RB).

Inicialmente, foi efetuado o corte das plantas a partir de 0,4 m do solo,
separando-se em seguidas as folhas, que posteriormente foram secas a 45° C em

estufa, até atingir umidade constante. Apés a secagem, as folhas secas foram
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quebradas manualmente em particulas menores, e colocadas em sacos plasticos com
capacidade de 10 kg.

Para a extracao do OEPA, utilizou-se a técnica de extracao por hidrodestilacao,
em um aparelho Clevenger, conectado a um sistema de refrigeragdo e a um balédo de
fundo redondo com capacidade de 5 L, sobre manta aquecedora em ceramica. Para
cada extragao, foi utilizado 150 g da biomassa seca misturada a 2 L de agua destilada
no baldo volumétrico. Posteriormente, a manta térmica aquecedora foi ligada e
regulada a temperatura de ebulicdo de aproximadamente 120 °C, sendo o tempo
meédio de extracdo de 240 minutos. Apos o processo de ebuligdo e condensagao, o
OEPA foi coletado juntamente com o hidrolato em frascos Erlenmeyer.

Em seguida, a separagdo das amostras de 6leo essencial foi obtida por
decantagdo em um funil de separagéo e a secagem com uso de sulfato de soédio anidro
(Synth, 99%, Brasil). Cada amostra de 6leo essencial foi armazenada em frascos do
tipo ambar, mantidos nas condigdes de armazenamento pré-estabelecidas para os

bioensaios de estabilidade toxicoldgica.

4.2.3 Estabilidade toxicolégica do OEPA

Para a avaliagao do efeito da temperatura sobre a estabilidade toxicolégica do
OEPA, 50 ml do inseticida botanico foi acondicionado em embalagens de vidro ambar,
devidamente vedados e envolvidos por papel aluminio para protecéo contra a luz. Em
seguida, os frascos foram divididos em trés lotes e acondicionados nos seguintes
ambientes: Geladeira sob temperatura de 5,01 °C (temperatura baixa); camara
climatica sob temperatura de 20+2 °C (temperatura média) e camara climatica sob
temperatura de 35+2 °C (temperatura alta) (Figura 4).

Para a avaliagao da estabilidade toxicoldgica perante a luz, os frascos de vidro,
contendo 50 mL 6leo essencial, foram mantidos em camara climatica do tipo B.O.D.
(modelo 347 CD, Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil), a temperatura de 20+2 °C e sujeitos
a luz de lampadas brancas e frias (100 W cada). Para isso foram estabelecidas duas
condicgbes, frascos tipo ambar envolvidos por papel-aluminio para protecéo contra a
luz e frascos de vidro transparente sem protecao a luz (Figura 4).
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Figura 4 - Armazenamento do 6leo essencial de Piper aduncum L. em diferentes
condigdes de temperatura e luminosidade

Para avaliar a estabilidade toxicolégica do OEPA foram realizados bioensaios de
concentracdo-mortalidade para cada espécie, realizados a cada 4 meses, apos o
acondicionamento nas diferentes temperaturas (5 °C, 20 °C e 35 °C) e na auséncia ou
presenca de luz. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes. As unidades experimentais foram constituidas por placas de Petri
de 9 cm de didmetro e 1,5 cm de altura, com o fundo recoberto com papel filtro

umedecido com 1000 yL de cada concentragéo do 6leo essencial (Tabela 7).

Tabela 7 - Concentragdes de OEPA utilizadas nos bioensaios de toxicidade por contato
em superficie contaminada realizados a cada quatro meses

Espécies Concentragdes (uL.cm)

Sitophilus zeamais 0,079 0,156 0,458 0,994 1,834 2,889
Oryzaephilus surinamensis 0,005 0,010 0,039 0,079 0,232 0,713
Cryptolestes ferrugineus 0,006 0,007 0,009 0,010 0,012 0,013
Tribolium castaneum 0,458 0,713 1,165 1,778 2,888 3,968

A aplicacao da calda foi realizada com pipetador automatico, e a diluigdo para
obtencdo das concentracdes foi realizada em solvente acetona. No tratamento
controle, foi utilizado a acetona pura. Apds a aplicagao das caldas, as placas foram

abertas para a evaporacgao total do solvente (cerca de 5 minutos), e em seguida foram
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acondicionados 50 insetos adultos n&o sexados, com idade de 1 a 15 dias, em cada
placa.

A mortalidade dos adultos foi avaliada apds 24 horas de exposi¢cao. Considerou-
se a mortalidade dos insetos quando nao apresentavam mais henhum movimento ao

ser tocado com pincel, ou quando n&o conseguiam mais se locomover.

4.2.4 Analises estatisticas

Os dados de concentragao-mortalidade foram submetidos a analise de Probit
(PROC PROBIT, SAS Institute 2011), para gerar curvas e estimar as CLso € CLos. A
sobreposic¢ao entre os intervalos de confianga (IC 95%) para CLso e ClLos foi utilizada
para definir a significancia das diferengas entre os tratamentos de acordo com Van
Frankenhuyzen (2009). A sobreposi¢cao dos intervalos de confianga foi determinada
visualmente e comparando os valores maximos € minimos de cada IC dentro de cada
experimento. As razdes de toxicidade (RT) e seus respectivos intervalos de confianga

foram calculadas conforme Robertson e Preisler (1992).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Estabilidade toxicologica do OEPA apds 4 meses de armazenamento

Aos quatro meses apds o armazenamento do OEPA, sob as diferentes
condigbes de luz e temperatura, observou-se que o modelo Probit foi adequado para
os dados de concentragdo-mortalidade para todas as espécies de pragas de graos
armazenados, com base nos baixos valores de X? e altos de P valor (Tabela 8).

A espécie C. ferrugineus apresentou as menores CLso (0,008 a 0,009 pL.cm?)
e ClLos (0,015 a 0,018 yL.cm), com inclinagdes de curvas variando de 6,00 a 6,56,
indicando uma rapida resposta de mortalidade em funcado de pequenas variagdes das
concentracdes. Em relacdo as condicbes de armazenamento, ndo foi observada
variagao significativa, com base nos intervalos de confianca a 95% de probabilidade
e dos RT’s variando de 1,01 a 1,17, demonstrando que o OEPA manteve sua
toxicidade para essa espécie, apos 4 meses de armazenamento.

Para a espécie O. surinamensis, foram obtidas as maiores CLso e CLgs no OEPA
acondicionado em frascos transparentes expostos a luz (CLso 0,079 yL.cm?e ClLos
2,601 yL.cm?) e em frascos armazenados a 35 °C (CLso 0,062 pL.cm?e ClLos 2,241
uL.cm). Por outro lado, o OEPA armazenado em temperatura de 5 °C apos 4 meses
de armazenamento, se mostrou o mais toxico para a espécie, fato evidenciado pelas
menores CLso (0,033 yL.cm™) e CLos (0,978 pL.cm)

A CLso do OEPA armazenado por quatro meses a 20 °C de temperatura, sobre
adultos de S. zeamais foi de 0,265 pyL.cm=2, sendo considerado o mais toxico para
espécie. Para CLgs, houve inversao, pois o OEPA armazenado em frascos protegidos
da luz, apresentou a maior toxicidade (CLos 5,722 uL.cm), no entanto, vale ressaltar
que nesta condicao, a temperatura de armazenamento utilizada também foi de 20 °C.
As maiores CLgsforam observadas no 6leo armazenado em alta temperatura (RT 2,21
vezes) e exposto a luz (RT 1,85 vezes).

Apesar que para a espécie Tribolium castaneum, as inclinagdes das curvas
foram altas (3,27 a 3,47), foi observado certa tolerancia ao OEPA, que apresentou
baixa toxicidade, evidenciada pelas altas CLso (1,514 a 1,899 uL.cm2) e CLgs (4,730
a 6,053 yL.cm). Nao foi verificado diferencgas de toxicidade em fungao das condigdes

de armazenamento do OEPA, uma vez, que as RT variaram de 1,08 a 1,25.
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Tabela 8 - Toxicidade residual relativa de OEPA armazenado durante quatro meses, sob diferentes condicoes de temperatura e

luminosidade, em adultos de C. ferrugineus, O. surinamensis, S. zeamais e T. castaneum

Espécies Condigao de Inclinagao Cleo (IF 95%) RT (IC 95%) CLes (IF 95%) RT (IC 95%) .2 p
armazenamento +E.PM. (uL.cm2) CLso (uL.cm2) CLgs
OEPAa5°C 6,00+0,48 0,008 (0,008-0,009) 1,01 (0,94-1,07) 0,015 (0,014-0,017) 1,03(0,90-1,18) 574 0,22
OEPAa 20 °C 6,60+0,50 0,009 (0,008-0,009) 1,05 (0,98-1,11) 0,015 (0,014-0,017) 1,01 (0,89-1,16) 579 0,22
C. ferrugineus OEPAa 35 °C 6,06+0,49 0,009 (0,009-0,010) 1,15 (1,08-1,22) 0,018 (0,016-0,020) 1,17 (1,01-1,36) 704 0,13
OEPA protegido da luz ~ 6,26+0,49 0,008 (0,008-0,009) - 0,015 (0,014-0,017) - 563 023
OEPA exposto a luz 6,56+0,51 0,009 (0,009-0,010) 1,16 (1,09-1,23) 0,017 (0,015-0,019) 1,13(0,98-1,30) 7,03 0,13
OEPAa5°C 1,12+0,09 0,033 (0,026-0,042) - 0,978 (0,612-1,817) - 6,10 0,19
. . OEPAa 20 °C 1,12+0,09 0,040 (0,032-0,051) 1,22 (0,87-1,72) 1,194 (0,738-2,257) 1,22 (0,57-2,62) 624 0,18
O. surinamensis e o 435 oG 105+008 0,062 (0,048-0,079) 1,87 (1,34-2,62) 2,241 (1,300-4,636)  229(0,98535) 646 0,17
OEPA protegido da luz ~ 1,18+0,09 0,042 (0,033-0,052) 1,26 (0,91-1,76) 1,017 (0,650-1,825) 1,04 (0,49-2,20) 626 0,18
OEPA exposto a luz 1,08+0,09 0,079 (0,062-0,101) 2,40 (1,69-3,40) 2,601 (1,512-5,359) 2,66 (1,09-6,53) 596 0,20
OEPAa5°C 1,24+0,11 0,277 (0,218-0,343) 1,03 (0,74-1,44) 5,921 (3,904-10,436)  1.03(0,57-2,42) ¢ 13 0,19
OEPAa 20 °C 1,17+0,11 0,265 (0,204-0,332) - 6,725 (4,293-12,508)  1,18(0,52-2,06) g 93 0,14
S. zeamais OEPAa 35 °C 1,08+0,10 0,389 (0,303-0,488) 1,47 (1,05-2,05) 12,632 (7,381-27,002) 2.21(0,92-5,30) 519 0,27
OEPA protegido da luz ~ 1,24+0,11 0,272 (0,214-0,337) 1,03 (0,74-1,44) 5,722 (3,788-10,022) - 6,90 0,14
OEPA exposto a luz 1,130,10 0,373 (0,293-0,465) 1,41 (1,05-2,05) 10,557 (6,404-21,198)  1.85(0,83-4,10) 587 0,21
OEPAa5°C 3,4740,23 1,589 (1,462-1,725) 1,05 (0,93-1,18) 4,730 (4,073-5,709) - 569 0,22
OEPAa 20 °C 3,31+0,23 1,632 (1,500-1,778) 1,08 (0,96-1,22) 5,114 (4,361-6,255) 1,08 (0,84-1,40) 556 0,23
T. castaneum OEPAa 35 °C 3,33+0,23 1,789(1,644-1,951) 1,18 (1,05-1,34) 5,587 (4,741-6,889) 1,18 (0,91-1,53) 6,24 0,18
OEPA protegido da luz ~ 3,29+0,22 1,514 (1,390-1,649) - 4,790 (4,095-5,839) 1,01(0,79-1,30) 553 0,24
OEPA exposto a luz 3,27+0,24 1,899 (1,743-2,076)  1,25(1,11-1,42) 6,053 (5,096-7,552) 1,28 (0,97-1,68) 656 0,16
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4.3.2 Estabilidade toxicolégica do OEPA apds 8 meses de armazenamento

Os dados de concentragao-mortalidade das quatro espécies de carunchos,
expostas ao OEPA armazenado durante 8 meses, sob diferentes condigbes
ambientais de temperatura e luminosidade, apresentaram baixos valores de X? e altos
valores de P, indicando adequacédo ao modelo Probit para a estimativa das CLso e
CLos (Tabela 9).

De forma geral, foi observada estabilidade toxicolégica do OEPA para as quatro
especies avaliadas, com pouca variagado nas concentragdes letais, quando comparado
as avaliagOes realizadas aos 4 meses de armazenamento. A espécie C. ferrugineus
permaneceu como a espécie mais suscetivel ao inseticida botanico, com as menores
CLso (0,008 a 0,010 yL.cm?) e CLgs5 (0,015 a 0,017 pL.cm™), ndo sendo observada
variacao significativa em fungao das condi¢cdes de armazenamento, evidenciada pelas
baixas razdes de toxicidade (RT<1,15).

Para Oryzaephilus surinamensis, foram observadas maiores CLso e CLogs
quando o OEPA foi armazenado durante os oito meses sob temperatura alta de 35°C
(0,092 pL.cm2 e 1,364 yL.cm2) e na presenca de luz em frascos transparentes (0,096
uL.cm?e 1,292 uL.cm=). A maior toxicidade observada foi no OEPA armazenado em
temperaturas mais baixas de 5 °C (CLso de 0,059 e CLos de 0,819 pyL.cm?)e 20 °C
(CLso de 0,060 pyL.cm=?e ClLosde 0,802 yL.cm).

O OEPA para S. zeamais se mostrou moderadamente téxico, com CLso
variando de 0,348 a 0,575 pyL.cm2. As maiores concentragdes letais foram do 6leo
essencial armazenado a 35 °C e na presencga de luz, com CLgs de 19,222 e 12,404 10
puL.cm?) e RT's de 2,48 e 1,60 vezes. O armazenamento do OEPA em frascos
protegidos da luz (CLso de 0,330 yL.cm™) e em baixa temperatura de 5 °C (CLgs de
7,749 uL.cm) proporcionou a maior toxicidade, apos oito meses.

A espécie T. castaneum se manteve como a espécie mais tolerante ao OEPA,
com as maiores CLso (1,571 a 2,008 uL.cm=) e CLos (4,965 a 6,325 pL.cm). Nao
foram observadas diferencgas entre a toxicidade do OEPA armazenado sob diferentes

condigbes de luminosidade e temperatura.
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Tabela 9 - Toxicidade residual relativa de OEPA armazenado durante oito meses, sob diferentes condigcbes de temperatura e

luminosidade, em adultos de C. ferrugineus, O. surinamensis, S. zeamais e T. castaneum

Eepécios Condicao de Inclinacao Clso (IF 95%) RT (IC 95%) Clos (IF 95%) RT (IC 95%) , -
armazenamento + E.PM. (uL.cm2) CLso (uL.cm2) Cles
OEPAa5°C 6,3640,49 0,009 (0,008-0,009) 1,02 (0,96-1,08) 0,015 (0,014-0,017) 0,08 (0,86-1,12) 589 0,21
OEPAa 20 °C 6,40£0,49 0,009 (0,008-0,009) 1,04 (0,98-1,11) 0,016 (0,015:0,018) 1,04 (0,91-1,19) 590 0,21
C.ferrugineus ~ OEPAa 35 °C 6,34+0,50 0,010 (0,009-0,010) 1,14 (1,08-1,21) 0,017 (0,016-0,020) 1,15 (1,00-1,33) 7,36 0,12
OEPA protegido da luz ~ 6,40+0.49 0,008 (0,008-0,009) ; 0,015 (0,014-0,017) i 673 0,15
OEPA exposto a luz 6,75¢0,52 0,010 (0,009-0,010) 1,15(1,09-1,22) 0,017 (0,016-0,019) 1,12 (0,97-1,28) 7,51 0,11
OEPAa5°C 144+0,10 0,059 (0,048-0,071) - 0,819 (0,570-1,297) 1,02 (0,57-1,82) 7,38 0,12
OEPAa 20 °C 146+0,10 0,060 (0,050-0,073) 1,02 (0,77-1,35) 0,802 (0,562-1,260) - 628 0,18
O. surinamensis e o 435 oG 140+010 0,092 (0,075-0,113) 1,56 (1,18-2,06) 1,364 (0,917-2,272) 1,70 (0,90-3,20) 6,06 0,20
OEPA protegido da luz ~ 1,50+0,10 0,066 (0,055-0,080) 1,12 (0,85-1,48) 0,824 (0,580-1,282) 1,03 (0,58-1,82) 7,21 0,13
OEPA exposto a luz 146+0,10 0,096 (0,079-0,117) 1,63(1,23-2,17) 1,292 (0,881-2,109) 1,61 (0,89-2,91) 697 0,14
OEPAa5°C 12240,11 0,348 (0,277-0,429) 1,05 (0,77-1,45) 7,749 (4,983-14,161) - 724 012
OEPAa 20 °C 1154¢0,10 0,360 (0,283-0,448) 1,09 (0,79-1,50) 9,714 (5,973-19,098)  1,25(0,56-2,80) 6,04 0,20
S. zeamais OEPAa 35 °C 10840,10 0,575 (0,456-0,725) 1,74 (1,27-2,39) 19,222 (10,680-44,402) 2,48 (1,00-6,19) 570 0,22
OEPA protegido da luz ~ 1,16+0,10 0,330 (0,258-0,411) i 8,541 (5,342-16,355) 1,10 (0,51-2,36) 6,32 0,18
OEPA exposto a luz 1204010 0,527 (0,426-0,650) 1,60 (1,17-2,19) 12,404 (7,599-24,371) 1,60 (0,71-3,63) 581 0,21
OEPAa5°C 3474024 1,672 (1,540-1,817) 1,06 (0,84-1,35) 4,976 (4,274-6,030) 1,00 (0,78-1,29) 585 0,21
OEPA a 20 °C 3304023 1,672 (1,536-1,823) 1,06 (0,84-1,35) 5261 (4,784-7,023) 1,06 (0,82-1,36) 620 0,18
T. castaneum OEPAa35°C 3,40:024 1,842 (1,694-2,006) 1,17 (1,04-1,32) 5611 (4,773-6,899) 1,13 (0,87-147) 7,15 0,13
OEPAprotegidoda luz ~ 3,20+022  1,571(1,443-1,712) ; 4,965 (4,238-6,066) - 58 021
OEPA exposto a luz 3,30:0.24 2,008 (1,843-2,197) 1,28 (1,13-145) 6,325 (5,311-7,930) 1,27 (0,97-1,67) 550 0,24
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4.3.3 Estabilidade toxicolégica do OEPA apds 12 meses de armazenamento

Apos 12 meses de armazenamento, os dados de concentragdo-mortalidade do
OEPA foram ajustados ao modelo Probit (X? <7,74 e P valor>0,05) e as CLso e CLos
foram estimadas (Tabela 10). No geral, com excec¢ado da espécie T. castaneum, as
CLso e as CLos do inseticida boténico foram menores do que as obtidas aos 4 € 8
meses de armazenamento (Figura 5).

Cryptolestes ferrugineus apresentou as menores concentragdes letais (CLso de
0,004 a 0,005 pL.cm? e CLos de 0,011 a 0,013 pL.cm™) e as maiores inclinagbes de
curvas (3,82 a 4,08), apresentando homogeneidade de respostas dentro da populagao
avaliada. As razdes de toxicidade foram baixas (RT<1,18) e os intervalos de confianga
das CLso e CLgs foram sobrepostos entre os tratamentos.

Para O. surinamensis, foi observada que o OEPA armazenado durante 12
meses, sob temperatura de 35 °C apresentou as maiores CLso (0,018 yL.cm2) e ClLos
(0,606 pL.cm?), com RT 1,96 e 3,23 vezes maiores que o OEPA armazenado em
frascos protegidos da luz (0,009 e 0,188 uL.cm2). Para S. zeamais, as CLso e CLos
nao sofreram influéncia significativa pela condigdo de armazenamento do OEPA
(RT<2,0), com evidente sobreposicao dos intervalos de confianga (Figura 5).

Aos 12 meses apds o armazenamento do OEPA, observou-se que o T.
castaneum permaneceu como a espécie mais tolerante ao inseticida botanico,
apresentando as maiores CLso (1,836 a 2,038 yL.cm™) e Cos (6,098 a 7,264 uL.cm)
As razbes de toxicidade foram baixas (1,01 a 1,19), ndo sendo verificado, portanto,
variacao entre as diferentes condigcbes de armazenamento do OEPA (Figura 5).

Na figura 5, estdo apresentadas as CLso e os intervalos de confianga (IC95%)
do OEPA avaliados aos 4, 8 e 12 meses de armazenamento, sob diferentes condi¢cdes
de temperatura e luminosidade. Observou-se que para as espécies C. ferrugineus, O.
surinamensis e S. zeamais, as ClLso foram reduzidas apdés 12 meses de
armazenamento, enquanto que para T. castaneum o OEPA manteve a menor
toxicidade, ao longo do tempo (Figura 5D). Em relagdo as condi¢gdes de
armazenamento, o OEPA demonstrou-se instavel, dentro de cada época de avaliacao,
apresentando as maiores CLso quando armazenados em temperatura de 35 °C e sob

exposicao a luz.
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Tabela 10 - Toxicidade residual relativa de OEPA armazenado durante doze meses, sob diferentes condi¢cdes de temperatura e
luminosidade, em adultos de C. ferrugineus, O. surinamensis, S. zeamais e T. castaneum

Eepécios Condicao de Inclinacao Clso (IF 95%) RT (IC 95%) Clos (IF 95%) RT (IC 95%) , -
armazenamento + E.P.M.! (uL.cm2) Clso (uL.cm2) Clos
OEPA a5 °C 389+0,26 0,005 (0,004-0,005) 1,05(0,99-0,12) 0,012 (0,011-0,014) 1,06 (0,92-1,21) 592 0,20
OEPAa 20 °C 4,08:0.28 0,005 (0,005-0,006) 1,17 (1,06-1,30) 0,013 (0,012-0,015) 1,13 (0,98-1,30) 543 0,25
C.ferrugineus ~ OEPAa 35 °C 3.88+0,26 0,005 (0,004-0,005) 1,04 (0,98-1,10) 0,012 (0,011-0,014) 1,04 (0,91-1,19) 579 0,22
OEPAprotegidodaluz ~ 3,9140,27 0,004 (0,004-0,005) - 0,011 (0,010-0,013) - 516 0,27
OEPA exposto a luz 3,82:0.26 0,004 (0,004-0,005) 1,00 (0,90-1,11) 0,012 (0,010-0,013) 1,02 (0,84-1,25) 7,66 0,11
OEPAa5°C 130+0,11 0,012 (0,009-0,015) 1,24 (0,83-1,85) 0,214 (0,148-0,349) 1,14 (0,622,11) 524 0,26
. ~ OEPAa20°C 11420,10 0,010 (0,007-0,013) 1,04 (0,67-1,64) 0,267 (0,176-0,467) 1,42 (0,74-272) 671 0,15
O. surinamensis e o 435 oG 108+0,09 0,018 (0,014-0,024) 1,96 (1,34-2,85) 0,606 (0,381-1,131) 3,23 (1,52-6,87) 512 0,28
OEPAprotegido daluz ~ 1,26+0,11 0,009 (0,007-0,012) ; 0,188 (0,129-0,311) - 697 0,14
OEPA exposto a luz 10740,010 0,009 (0,007-0,013) 1,01 (0,66-1,56) 0,324 (0,208-0,594) 1,73 (0,85-3,53) 7,61 0,11
OEPAa5°C 1204011 0,163 (0,120-0,209) 1,15 (0,81-1,64) 3,832 (2,559-6,689) 1,14 (0,59-2,23) 4,15 0,39
OEPAa 20 °C 1214011 0,147 (0,107-0,189) 1,04 (0,70-1,56) 3,349 (2,257-5,770) i 7,09 013
S. zeamais OEPAa 35 °C 1234011 0,201 (0,153-0,253) 1,42 (0,98-2,07) 4,326 (2,908-7,430) 1,29 (0,66-2,52) 588 0,21
OEPA protegido da luz ~ 1,04+0,11 0,141 (0,096-0,190) i 5,410 (3,317-10,965) 1,62 (0,74-3,56) 6,76 0,15
OEPA exposto a luz 1144011  0,175(0,128-0,227) 1,24 (0,85-1,82) 4,924 (3171-9,113) 147 (0,73-2.97) 737  0.12
OEPAa5°C 303021 1,836 (1,671-2,00) - 6,419 (5,455-7,000)  1,05(0,81-1,36) 7,74 0,10
OEPAa 20 °C 3,07+0,22 1,884 (1,718-2,060) 1,03 (0,81-1,30) 6,465 (5,503-7,939) 1,06 (0,82-1,38) 7,52 0,11
T. castaneum OEPAa35°C 209+022 1,991 (1,814-2,179) 1,08 (0,95-1,23) 7,064 (5958-8792) 1,16 (0,89-1,52) 587 021
OEPAprotegido da luz ~ 3117+022 1,846 (1,685-2,014) 1,01 (0,79-1,28) 6,098 (5,227-7,412) - 755 0,11
OEPA exposto a luz 208+022 2,038 (1,857-2,231)  1,11(0,97-127) 7,264 (6,113-9,071)  1,19(0,90-1,57) 6,86 0,14
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Figura 5 - Concentragao letal (CLso) do OEPA submetido a diferentes condi¢des de
armazenamento, por via de contato em superficie contaminada em adultos
de (A) Cryptolestes ferrugineus, (B) Oryzaephilus surinamensis, (C)
Sitophilus zeamais e (D) Tribolium castaneum. Os simbolos sdo as médias
de quatro repeti¢cdes e as barras os intervalos de confianga (ICes%) obtidos
pela analise Probit. (m) Temperatura 5 °C, (¢) 20 °C, (A) 35 °C, (M) Protegido

da luz e (®) Exposto a luz
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4.4 DISCUSSAO

A toxicidade do dleo essencial de Piper aduncum L. em relacdo aos insetos-
praga de gréos armazenados, demonstrou ser influenciada pelo tempo e condi¢des
de armazenamento. Em geral, as menores concentragdes letais foram registradas
apo6s 12 meses de armazenamento. A excecao foi observada para T. castaneum, que
demonstrou ser a espécie mais tolerante ao 6leo armazenado ao longo do tempo. No
que diz respeito a condi¢gdes de armazenamento, foi observada menor toxicidade
quando o OEPA foi armazenado em altas temperaturas (35 °C) e em frascos
transparentes expostos a luz.

Comparando esses resultados com estudos anteriores, foi observada perda de
eficacia de 6leos essenciais expostos a luz, com reducao do efeito toxico contra larvas
de Aedes aegypti, apés duas semanas de armazenamento (AMER; MEHLHORN,
2006). Este impacto negativo na estabilidade toxicologica também foi corroborado por
Moura et al. (2021), que observaram uma reducédo na toxicidade do 6leo essencial de
manjericdo (Ocimum basilicum) sobre adultos de Sitophilus zeamais quando
armazenado em frascos transparentes, sob exposi¢cao a luz por seis meses.

A fotossensibilidade tem um papel importante na estabilidade quimica e
toxicoldgica de 6leos essenciais, muitas vezes superando os efeitos da temperatura.
O 6leo de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € sensivel a luz, com alteracdes
significativas em sua qualidade, caracterizadas pelo aumento da quantidade de
compostos oxidantes, acréscimo da condutividade elétrica e reducdo do pH. Além
disso, a exposi¢do a luz acarretou mudancas na composicdo quimica desse 6leo,
marcado pela degradacéo de hidrocarbonetos poli-insaturados, como a-terpineno e a-
felandreno. Por outro lado, o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.),
apresentou-se estavel, ndo sendo influenciado pela temperatura e presenca de luz,
indicando ser um produto resistente ao armazenamento prolongado (TUREK;
STINTZING, 2012).

A exposicdo a luz durante o processamento e armazenamento de Oleos pode
resultar na formacdo de diversos compostos indesejaveis, alguns dos quais séo
considerados prejudiciais a saude devido a sua elevada toxicidade, o que, por sua
vez, compromete a estabilidade desses Oleos (WALALLAWITA et al.,, 2016).

Notavelmente, entre os constituintes dos 0leos essenciais, 0s monoterpenos tém sido
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identificados como suscetiveis a degradacdo rapida quando expostos a luz visivel
(MISHARINA et al., 2003).

A temperatura durante o armazenamento também desempenha um papel
critico na estabilidade dos 6leos essenciais, alinhando-se ao principio da regra de
Van’t Hoff, que afirma que um aumento de 10 °C dobra a velocidade de uma reacgao
quimica (GLASL, 1975). O aumento da temperatura acelera processos como auto-
oxidacao e decomposicdo de hidroperéxidos, contribuindo significativamente para a
formacao inicial de radicais livres (CHOE; MIN, 2006).

Os oOleos essenciais variam em sua susceptibilidade a auto oxidacdo a
diferentes temperaturas de armazenamento. Em geral, 0 monitoramento de extratos
de plantas volateis e composicdo de 6leos essenciais demonstra que a estabilidade
diminui com o tempo de armazenamento prolongado, bem como uma elevagéao de
temperatura (TUREK; STINTZING, 2012; ROWSHAN et al., 2013).

Resultados anteriores que avaliaram a estabilidade dos dleos essenciais,
destacaram que temperaturas mais baixas, como as obtidas por refrigeracdo ou
congelamento, estdo associadas a taxas de degradacédo mais lentas dos compostos
volateis (JESUS et al., 2016). Enquanto maiores temperaturas aceleram a
degradacédo, provocando mudancas na composicado volatil, bem como reducdo da
atividade antioxidante de 6leos essenciais (DEDEBAS et al., 2022).

Contrariando os resultados observados na presente pesquisa, 0 estudo de
Fazolin et al. (2022) constatou que pequenas alteracdes na composi¢do quimica do
OEPA ao longo de quatro anos, sob diferentes condicbes de armazenamento, nao
impactaram negativamente sua toxicidade em relacdo a Spodoptera frugiperda.
Durante o periodo de armazenamento, 0s monoterpenos sofreram perdas nas
diferentes condi¢Bes, sendo identificados em maior quantidade nas amostras do 6leo
sob refrigeracdo. Por outro lado, o dilapiol, componente majoritario, manteve-se
estavel apds quatro anos, independentemente das condigbes adversas, sugerindo
uma notavel resisténcia a degradacao.

Além das condi¢cdes de armazenamento do 6leo, o tempo de armazenamento
teve alta influéncia sobre a toxicidade do OEPA. Com excecdo de Tribolium
castanaeum, a CLso diminuiu apos 12 meses de armazenamento do OEPA, para as
espécies C. ferrugineus, O. surinamensis e S. zeamais. Esse comportamento
toxicoldgico, pode estar associado a mudancas na composi¢cdo do 6leo essencial,

durante esse periodo, sob as diferentes condigbes de armazenamento.
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Negreiros et al. (2017), observaram aumento do teor do dilapiol em oleo
essencial de Piper aduncum L., com concentracdo maxima de 79,22%, aos 9 meses
de armazenamento em recipientes transparentes expostos a ambiente externo, com
oscilacBes de temperatura e incidéncia direta de luz solar. N&o foi realizada a andlise
quimica apos os 12 meses de armazenamento, portanto, ndo se pode afirmar que o
aumento da toxicidade foi influenciado pelo aumento do teor de dilapiol ou de outros
compostos.

Poucos sdo os trabalhos que avaliam a estabilidade toxicologica de oleos
essenciais, uma vez que a maioria se concentra em entender as mudancas na
composicdo quimica, sob diferentes condicbes ao longo do tempo. Essas
observacfes ressaltam a importancia de considerar as caracteristicas especificas de
cada 6leo essencial ao planejar as condi¢des ideais de armazenamento, para definir

a vida util do produto quanto ao seu efeito toxico.
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4.5 CONCLUSOES

O OEPA armazenado durante 12 meses apresenta maior toxicidade para C.
ferrugineus, O. surinamensis e S. zeamais, enquanto a espécie Tribolium castaneum
se mantem como a mais tolerante ao longo do tempo;

A temperatura elevada (35 °C) e a exposicao a luz durante o armazenamento
afetam negativamente a estabilidade toxicol6gica do OEPA;

Para manter a eficacia do OEPA, o ideal é acondiciona-lo em frascos tipo

ambar, na auséncia de luz e sob refrigeracao (5 °C a 20 °C).
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RESUMO

O interesse em inseticidas botanicos, especialmente os 6leos essenciais, para o
controle de pragas tem crescido nas ultimas décadas. Contudo, os riscos
ecotoxicoldgicos, como os efeitos subletais na geragdo-alvo e sua descendéncia,
muitas vezes sao negligenciados. Os impactos subletais dos inseticidas podem
resultar em efeitos nocivos, neutros ou até benéficos no comportamento e na aptidao
sexual dos insetos expostos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
taxas de desenvolvimento populacional de S. zeamais, C. ferrugineus, O.
surinamensis, T. castaneum em massa de graos de milho expostas as concentragoes
subletais (1/3 e 2/3 da CLso) do 6leo essencial de Piper aduncum L. As taxas de
desenvolvimento populacional foram determinadas através de curvas de emergéncia
diaria e numero total de insetos emergidos, contabilizados em dias alternados, até o
final da emergéncia. A perda de massa de graos ao final da emergéncia também foi
aferida. A exposicdo subletal ao OEPA reduziu e retardou o desenvolvimento
populacional de S. zeamais, C. ferrugineus e T. castaneum, em comparagdo ao
controle. As espécies T. castaneum e S. zeamais apresentaram maior numero de
insetos emergidos e consequentemente provocaram maior perda de massa de graos.
Curiosamente, as concentragcdes subletais do OEPA aceleraram e aumentaram a
emergéncia diaria da progénie de O. surinamensis, sugerindo que este inseticida
botanico provoca hormese nessa espécie, o que pode comprometer a eficacia do
controle, quando nao aplicado da maneira correta. Sendo assim, estudos adicionais

devem ser realizados para compreender esse comportamento.

Palavras-chave: Controle alternativo. Hormese. Inseticidas botanicos. Reproducéo.
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ABSTRACT

Interest in botanical insecticides, especially essential oils, for rule control has grown in
recent decades. However, ecotoxicological risks, such as sublethal effects on the
target generation and their offspring, are often overlooked. The sublethal effects of
insecticides can result in contradictory, neutral or even beneficial effects on the
behavior and sexual demand of exposed insects. In this sense, the objective of this
work was to evaluate the population development rates of S. zeamais, C. ferrugineus,
O. surinamensis and T. castaneum in the mass of corn grains exposed to sublethal
concentrations (1/3 and 2/3 of the LCso0) of the essential oil of Piper aduncum L.
Population development rates were determined through daily emergence curves and
the total number of insects emerged, counted every other day, until the end of
emergence. The loss of grain mass at the end of the emergence was also affected.
Sublethal exposure to EOPA was impaired and delayed the population development of
S. zeamais, C. ferrugineus and T. castaneum, compared to control. The species T.
castaneum and S. zeamais presented a greater number of insects emerged and
consequently caused greater loss of grain mass. Interestingly, the sublethal
concentration of EOPA accelerated and increased the daily and accumulated
emergence of O. surinamensis progeny, indicating that this botanical insecticide
causes hormones in this species, which can compromise the effectiveness of the
control, when not applied correctly. Therefore, additional studies must be carried out

to understand this behavior.

Keywords: Alternative control. Hormesis. Botanical insecticides. Reproduction.
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5.1 INTRODUGAO

O controle de insetos pragas em grédos armazenados representa um desafio
crucial no cenario agricola, onde a preservacdo da qualidade dos produtos é
fundamental para a seguranca alimentar e a sustentabilidade econémica (TADDESE
et al., 2020). O armazenamento de graos € suscetivel a infestagao de diversos insetos
pragas, dentre eles destacam-se as espécies Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae), Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera: Silvanidae),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) (Coleoptera: Cucujidae) e Tribolium castaneum
(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae), que causam danos significativos, resultando em
perdas quantitativas e qualitativas irreversiveis (LORINI et al., 2015).

Nas unidades de armazenamento, o controle dessas pragas € realizado por
meio da aplicagao de inseticidas sintéticos, que sao considerados rapidos e eficientes
(SOUSA et al., 2008; PIMENTEL et al., 2012). No entanto, o uso irracional de
agrotoxicos, tem causado preocupagdes devido aos problemas relacionados a saude,
impactos ambientais e o desenvolvimento de populacdes resistentes. Nesse sentido,
a busca por inseticidas botanicos, como extratos vegetais ou 6leos essenciais, torna-
se uma alternativa promissora para o controle das pragas de graos armazenados
(HADDI et al., 2020; JUMBO et al., 2022; SPLETOZER et al. 2021).

Os inseticidas botanicos, além de provocarem a mortalidade de insetos,
também podem causar alteragdes no seu comportamento (FERNANDES; FAVERO,
2014). Essas mudangas comportamentais dos insetos na presenca de inseticidas
podem auxiliar na sua adaptacdo e sobrevivéncia em ambientes tratados com
compostos toxicos (GUEDES et al., 2016; SOUSA et al, 2017), contribuindo para a
selegdo ao longo do tempo de populacdes resistentes (PIMENTEL et al., 2012;
SOUZA et al., 2018).

Embora a letalidade dos 6leos essenciais, como o 6leo essencial de Piper
aduncum (OEPA), seja amplamente documentada (DUROFIL et al., 2021), s&o
escassas as pesquisas que investigam seus efeitos subletais sobre os parametros
fisioldgicos e comportamentais dos insetos (ARAUJO et al., 2017). Em trabalho
recente de Nascimento et al. (2023), adultos de S. zeamais, S. oryzae e C. ferrugineus
reduziram sua atividade de voo quando expostos a concentracdes subletais do 6leo

essencial de Piper aduncum L. A exposicdo a concentragbes subletais do OEPA
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reduziram as taxas de crescimento instantdneo e a emergéncia de diferentes
populagdes de Sitophilus zeamais (OLIVEIRA, 2023).

Essas informacgbdes evidenciam que individuos expostos a concentragdes
subletais de inseticidas manifestam alteracbes em caracteristicas relevantes, como
tempo de desenvolvimento, longevidade, fertilidade, fecundidade, oviposicao,
locomocgéao e alimentagdo (DESNEUX et al., 2007; GUEDES et al., 2010; GUEDES;
CUTLER, 2014; MARTINS et al., 2022; VILCAMALLQUI et al., 2014). A compreensao
desses efeitos desempenha um papel fundamental no manejo da resisténcia de
pragas (GUEDES et al., 2009; SOUSA et al., 2017).

Portanto, é fundamental investigar os efeitos subletais de inseticidas botanicos,
sobre os padrdes reprodutivos para evitar falhas no controle de pragas de graos
armazenados que resultam no surgimento de populagdes resistentes ou surtos de
pragas secundarias (CUTLER; GUEDES, 2017). Diante do exposto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito subletal do 6leo essencial de Piper aduncum (OEPA) sobre
as taxas de desenvolvimento populacional de Sitophilus zeamais, Oryzaephilus

surinamensis, Cryptolestes ferrugineus e Tribolium castaneum.
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5.2 MATERIAL E METODOS

A criagdo de insetos e a execucdo dos bioensaios, foram realizados no
Laboratério de Manejo Integrado de Pragas da Universidade Federal do Acre (UFAC).
A extracdo do OEPA foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais da Fundagao
de Tecnologia do Estado do Acre (FUNTAC).

5.2.1 Criagao de insetos

Para realizacdo dos bioensaios, foram criadas populagbes de Sitophilus
zeamais, Oryzaephilus surinamensis, Cryptolestes ferrugineus e Tribolium castaneum,
coletados no municipio de Rio Branco, Acre. As criagdes foram realizadas em frascos
de vidro de 1,5 L, fechados com tampas plasticas perfuradas e revestidas com tecido
organza, sob temperatura constante (27+2 °C), umidade relativa (70£5%) e ecotofase
(24 h).

Foi utilizado como substrato alimentar, grdos de milho (13% de umidade em
base umida) inteiros para a praga primaria (S. zeamais) e triturados para as
secundarias (C. ferrugineus, O. surinamensis e T. castaneum). Os graos foram
previamente fumigados com fosfina (PH3) e mantidos sob refrigeragéo, para evitar a

reinfestacao.

5.2.2 Obtencéao e extracado do 6leo essencial

Para a obtencdo das folhas, foi realizada a coleta em plantas adultas de P.
aduncum, localizadas no Campus da UFAC, no municipio de Rio Branco sob as
coordenadas 9°57° 34,9” Se 67° 51’ 30,6” W. A exsicata de P aduncum foi depositada
no Herbario UFACPZ da Universidade Federal do Acre, sob o numero de registro:
UFACPZ 20.646. A espécie foi identificada pela Dra. Elsie Franklin Guimaréaes, do
Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (Herbario RB).

A coleta do material vegetal foi efetuada no periodo da manha durante o més de
agosto de 2021. Inicialmente, as amostras botanicas foram coletadas a partir de 0,4
m do solo, posteriormente secas a 45 °C, até atingir massa constante. Apos a
secagem, o material foi quebrado manualmente em particulas menores e

armazenados em sacos plasticos (10 kg) até o momento da extragao.
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A extracdo do OEPA foi realizada por meio da técnica de hidrodestilagcéo,
utilizando-se uma manta aquecedora, baldao volumétrico de 5 L e aparelho tipo
Clevegener. Cada extragao foi realizada com 150 g de folhas secas misturadas com
2 L de agua destilada. Apds a extracdo, foi realizada a separagdo das amostras
utilizando funil de separagao, seguida da secagem com sulfato de sédio anidro (Synth,
99%, Brasil). Por fim, o OEPA foi armazenado em frascos do tipo ambar, mantidos sob

refrigeragdo em camara do tipo B.O.D a 4 °C.

5.2.3 Taxa de desenvolvimento populacional

Os experimentos foram realizados separadamente para cada espécie, em
frascos plasticos com capacidade de 1,0 L, contendo 200 g de grdos de milho, com
teor de umidade de 13% b.u., tratados com concentragdes subletais do 6leo essencial
de P. aduncum, correspondentes a 1/3 e 2/3 da CLso (Tabela 11) de cada espécie,
obtidas nos bioensaios de toxicidade realizados anteriormente no capitulo I. O
tratamento controle consistiu em acetona pura. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.

Tabela 11 - Concentragdes subletais de OEPA utilizadas nos bioensaios de taxa de
desenvolvimento populacional

Concentragdes subletais do OEPA (uL.kg™")

Espécies

1/3 CLso 2/3 CLso
Sitophilus zeamais 7,84 15,68
Oryzaephilus surinamensis 1,76 3,52
Tribolium castaneum 66,34 132,66
Cryptolestes ferrugineus 0,30 0,58

As caldas foram pulverizadas na massa de graos através de um aerografo de
dupla agéo, com sistema de mistura interna e depdsito por gravidade (modelo BC 60,
Steula, Sao Paulo, Brazil). A presséo de trabalho utilizada na pulverizagao foi de 15
Psi e o volume de calda aplicado foi de 400 pL para cada 200 g de milho, conforme
Ferraz (2018).



97

Posteriormente, os graos de milho foram infestados com 50 insetos adultos
nao-sexados (com idade variando de 1 a 15 dias), para a oviposi¢ao. Posteriormente,
os frascos foram armazenados em camaras climaticas tipo B.O.D., sob condi¢des
constantes de temperatura de 35+2 °C para Tribolium castaneum, 2911 °C para C.
ferrugineus e O. surinamensis e 27+0,9 °C para S. zeamais e umidade relativa
(704£5%).

Apos 11 dias, os insetos foram removidos dos frascos, conforme o método
descrito por Trematerra et al. (1996). A progénie adulta obtida no substrato de
alimentacao foi contabilizada e removida em dias alternados a partir da primeira
emergéncia, até o final do periodo de emergéncia, considerando as trés ultimas

contagens iguais a zero. Foram analisados os dados de emergéncia diaria tomando-

se apenas os dados de avaliagdo da emergéncia de insetos em dias alternados,
devido a influéncia dos tempos de amostragem (TREMATERRA et al., 1996; SOUSA
et al., 2009).

Figura 6 - Bioensaios da taxa de desenvolvimento populacional

5.2.4 Numero total de insetos emergidos e perda de massa de graos

O total de insetos emergidos foi contabilizado ao final do periodo de
emergéncia. Adicionalmente, a perda de massa dos graos foi aferida em balanga ao

final do periodo de emergéncia, utilizando a seguinte equagao:
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Mi-Mf

i

x 100

Perda de massa (%) =

Mi = Massa inicial (g) e Mf = Massa final (g)

5.2.5 Analises estatisticas

Os dados de emergéncia diaria e acumulada normalizada foram submetidos a
analises de regressdes ndo-lineares, utilizando o procedimento de ajustes de curvas
do software SigmaPlot, versdo 13.1 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EUA). As
variaveis numero total de insetos emergidos e perda de massa de grdos foram
submetidos a analise de variancia (PROC GLM; SAS Institute 2011). O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso (DIC), com quatro repeti¢gdes. Posteriormente,
foi realizada a analise de variancia e testes comparacaéo de médias entre as espécies
(P<0,05) (TUKEY, 1949) e entre as duas concentragdes subletais da OEPA e controle
(P<0,05) (Software SISVAR).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Taxa de desenvolvimento populacional

O modelo gaussiano de pico com trés parametros f=aexp(-0,5((x-b)/c)?), foi o
que melhor se ajustou a emergéncia diaria das quatro espécies de pragas de graos
armazenados (S. zeamais, O. surinamensis, C. ferrugineus e T. castaneum . As
variagdes nos parametros estimados foram influenciadas pela exposi¢ao ou nao a
concentragdes subletais do 6leo essencial de Piper aduncum (OEPA), e as curvas de
regressao da emergéncia diaria destacaram diferencas nas taxas de desenvolvimento
populacional entre as espécies (Figura 7; Tabela 12).

Observou-se que a exposicdo da massa de graos de milho a concentragdes
subletais do OEPA resultou no retardamento do pico de emergéncia de adultos de S.
zeamais, T. castaneum e C. ferrugineus (Figuras 7A, 7C e 7D), sem sobreposicao
significativa em relagcdo ao controle. No entanto, para O. surinamensis, um padréao
distinto foi identificado, onde a concentragdo subletal equivalente a 2/3 da CLso
acelerou o pico de emergéncia dos insetos adultos. Notavelmente, a partir do ponto
de inflexao da curva, ocorreu uma queda na emergéncia, culminando na extingao da
prole aproximadamente sete dias apds a primeira emergéncia (Figura 7B).

As estimativas para o pico maximo da emergéncia diaria (parametro 'a') foram
menores para as espécies S. zeamais, T. castaneum e C. ferrugineus quando
expostas a concentragdes subletais do OEPA, indicando uma reducédo na emergéncia
de insetos adultos. Contrariamente as expectativas, Oryzapehilus surinamensis
apresentou um pico populacional maximo significativamente maior (10,67+1,24
adultos emergidos/dia) na concentragéo correspondente a 2/3 da CLso, evidenciando
um aumento na emergéncia de adultos na exposi¢cao subletal do bioinseticida,
aproximadamente 174,29% a mais que o controle (Tabela 12).

As estimativas relacionadas aos dias necessarios para atingir o pico maximo
de emergéncia (parametro 'b') foram maiores para todas as espécies expostas a
concentragdes subletais do OEPA, indicando um atraso na emergéncia dos insetos,
com excecgao de O. surinamensis, que atingiu o pico populacional maximo em apenas
trés dias apos a primeira emergéncia, quando os graos foram tratados com 2/3 da
CLso (Tabela 12).
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Tabela 12 - Sumario das analises de regressao nao-lineares das curvas de desenvolvimento populacional das espécies Sitophilus

zeamais, Oryzaephilus surinamensis, Cryptolestes ferrugineus e Tribolium castaneum

Parémetros estimados (+ E.P.M.)

G.

Variavel Modelo Espécie Tratamento erro R?
a b c
Controle 6,16+0,33 18,59+0,92 13,79+1,03 26 74,69 0,92
S. zeamais 1/3 CLso 4,83+0,25 20,62+0,95 14,87+1,07 26 68,28 0,92
2/3 ClLso 3,9940,21 23,30+0,70 11,68+0,73 26 30,08 0,94
Controle 3,8940,30 6,93+0,52 5,32+0,59 12 56,97 0,95
O. surinamensis 1/3 CLso 6,86+0,80 4,87+1,13 5,52+1,19 12 27,43 0,91
Emergéncia f=a exp(-0,5((x-b)/c)?) 2/3 ClLso 10,67+1,24 3,12+0,22 1,31+0,16 12 30,08 0,91
diaria Controle 3,1610,14 26,68+0,58 11,17+59 23 96,32 0,95
C. ferrugineus 1/3 CLso 2,66+0,14 28,11+0,55 8,95+0,55 23 100,53 0,95
2/3 CLso 2,26+0,15 28,16+0,76 10,2710,78 23 55,76 0,91
Controle 10,82+0,61 15,6510,40 6,05+0,40 21 118,62 0,96
T castaneum 1/3 CLso 6,44+0,43 16,48+0,52 6,80+0,53 21 75,74 0,94
2/3 CLso 7,29+0,28 18,82+0,24 5,3310,24 21 281,93 0,98

Todos os parametros estimados foram significativos a P<0,05 pelo teste t de Student. Todos os modelos foram significativos a P<0,05 pelo teste F.
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Figura 7 - Emergéncia diaria de insetos adultos de (A) Sitophilus zeamais, (B)
Oryzaephilus surinamensis, (C) Cryptolestes ferrugineus e (D) Tribolium
castaneum nao expostos (controle) e expostos a concentragdes subletais
do OEPA. Os simbolos representam as médias de quatro repeticoes
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5.3.2 Numero total de insetos emergidos e perda de massa de graos

Foram observadas diferengas significativas (p<0,05) para o numero total de
insetos emergidos entre as espécies e as concentragcdes subletais do OEPA. As
espécies Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum apresentaram o maior numero de
insetos emergidos (78,75+11,02 e 65,08+5,16 respectivamente), quando comparado
a C. ferrugineus (38,17+2,79) e O. surinamensis (28,33+6,09).

100 a
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Sitophilus Tribolium Cryptolestes Oryzaephilus
zeamais castaneum  ferrugineus surinamensis

Figura 8 - Numero total de insetos emergidos de Sitophilus zeamais, Tribolium
castaneum, Cryptolestes ferrugineus e Oryzaephilus surinamensis.
Barras seguidas com letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05)

Observou-se efeito significativo para o total de adultos emergidos entre as
concentracdes subletais de OEPA para as espécies S. zeamais e T. castaneum. A
exposicao subletal ao OEPA (2/3 da CLso) reduziu o numero de insetos emergidos em
42,6% para S. zeamais e 40,2% para T. castaneum. Para as espécies C. ferrugineus
e O. surinamensis, nao foi observada diferenga entre as concentracdes e o controle.
Para a variavel perda de massa de graos, nao foi observada efeito significativo das
concentracdes subletais de OEPA para nenhuma das espécies. Foi observada perda
de massa de graos apenas nos frascos infestados com S. zeamais (3,42%) e T.

castaneum (1,58%).



103

Tabela 13 - Total de insetos emergidos em resposta a exposi¢cdo ou nao (controle) de

concentracdes subletais de OEPA

Concentracéao subletal do OEPA

Numero total de insetos

Espécie
(uL.kg™) emergidos
Controle 98 a
S. zeamais 1/3 CLso (7,84 pL.kg™") 82 ab
2/3 CLso (15,68 uL.kg™) 56,25 b
Controle 86,25 a
T. castaneum 1/3 CLso (66,34 pL.kg™) 57,50 b
2/3 CLsp (132,66 uL.kg™) 51,50 b
Controle 42 a
C. ferrugineus 1/3 CLso (0,30 pL.kg™) 30,50 a
2/3 CLs0 (0,58 pL.kg™) 42 a
Controle 23 a
O. surinamensis 1/3 CLso (1,76 uL.kg™") 37,50 a
2/3 CLso (3,52 pL.kg™") 26 a

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna sao estatisticamente iguais (p<0,05).
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5.4 DISCUSSAO

A exposicdo subletal ao OEPA teve impactos negativos nas taxas de
desenvolvimento populacional das espécies S. zeamais, C. ferrugineus e T.
castaneum. A influéncia da exposi¢cdo subletal de Oleos essenciais e/ou seus
componentes, sobre a emergéncia de populagbes de insetos pragas de graos
armazenados ja foi reportada em outros trabalhos (FREITAS et al., 2016; SOUZA et
al., 2018; JUMBO et al.,, 2018). O efeito subletal do OEPA sobre S. zeamais, C.
ferrugineus e T. castaneum pode ter sido ocasionado pela redugdo da oviposig¢ao
pelas fémeas (JUMBO et al., 2018), ou ainda, pela acao ovicida ou larvicida do
bioinseticida, como observado para os 6leos essenciais de Croton pulegiodorus Baill,
C. heliotropiifolius Kunth (Euphorbiaceae), Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) sobre T.
castaneum (MAGALHAES et al., 2015).

Os insetos expostos a concentragdes subletais de inseticidas tanto sintéticos
como botanicos, apresentam alteragbes comportamentais e fisiolégicas, como
reducdo do numero de ovos viaveis, periodo de oviposicdo, peso larval e pupal,
emergéncia de adultos, longevidade e fertilidade. Essas perturbagdes no sistema
reprodutivo mesmo em niveis subletais, podem ter consequéncias significativas na
dinamica populacional ao longo das geragdes (FRANCA et al., 2017).

Embora a exposicdo subletal ao OEPA tenha causado uma reducédo
significativa no desenvolvimento das populagbes de S. zeamais, C. ferrugineus e T.
castaneum, essas concentragdes nao foram capazes de erradica-las completamente.
Assim, é crucial compreender os efeitos subletais de inseticidas, pois os insetos estéo
constantemente expostos a concentragcdes subletais, especialmente em gréos
armazenados (GUEDES et al., 2016). No entanto, estudos relacionados ao tema ainda
sao incipientes, especialmente para compostos recentemente introduzidos.

A exposicdo a inseticidas pode alterar potencialmente a mortalidade, a
emergéncia, a imigragdo e a emigragcao dos insetos, e esta interrupgao interfere,
portanto, a dindmica populacional, com a magnitude desses efeitos variando com o
genotipo (GUEDES et al., 2011). Nesse sentido, através dos resultados foi possivel
observar que as concentracbes subletais do OEPA estimularam o desempenho
populacional da espécie O. surinamensis, em relagado ao controle, evidenciado pelas

maiores taxas de emergéncia diaria e menor tempo necessario para atingir o pico
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populacional. As diferengas comportamentais da espécie verificada entre os graos de
milho expostos e ndo expostos ao OEPA, levaram a diferengas na emergéncia diaria,
levando a uma progénie mais abundante sob as concentragdes subletais do inseticida
botanico.

O comportamento observado em O. surinamensis pode estar relacionado ao
fendmeno conhecido como hormese, caracterizado pelo efeito benéfico de baixas
concentracbes de compostos que sdo toxicos em concentracbes mais elevadas
(GUEDES; CUTLER, 2014; GUEDES et al., 2016). Os impactos dessas respostas
podem resultar em falhas no controle de pragas agricolas, promovendo o
ressurgimento e/ou surtos de pragas secundarias (CUTLER et al., 2009; CORDEIRO
et al., 2013; GUEDES et al., 2010).

Os mecanismos que regulam os efeitos estimulatérios, ou seja, a hormese, aos
inseticidas tradicionais ainda nao sao completamente compreendidos (YU et al., 2010;
GUEDES; CUTLER, 2014). Entretanto, as respostas observadas a exposi¢ao subletal
parecem resultar de processos biolégicos compensatorios, nos quais casais expostos
redirecionam seus recursos energeticos para a produgdo de descendentes, em
detrimento da automanutencao (CALABRESE, 1999; GUEDES; CUTLER, 2014).

Em trabalho recente (VELEZ et al., 2018), foi observado que concentracdes
subletais de deltametrina e espinosade favoreceram a emergéncia de adultos de S.
zeamais. Da mesma forma, avaliando o efeito de déleos essenciais sobre S. zeamais,
Silva et al. (2017), verificaram que as concentra¢des subletais desses bioinseticidas
promoveram a emergéncia precoce dos insetos adultos, maior consumo de graos e
consequentemente maior massa corporal dos individuos.

Sendo assim, entender os efeitos subletais de inseticidas sintéticos ou naturais,
sempre deve ser o foco em estudos toxicoldgicos, pois as exposigdes subletais dos
insetos sao provavelmente mais frequentes do que as letais em ambientes de
armazenamento, seja pela degradacao natural ou pela aplicagdo nao uniforme
(GUEDES et al., 2011). Independentemente do tipo de inseticida usado, os efeitos
letais e subletais devem ser totalmente explorados, e essas informacdes devem ser
utilizadas nas tomadas de decisdo de manejo integrado de pragas.

Importante destacar que as espécies S. zeamais e T. castaneum apresentaram
maior numero de insetos adultos emergidos, ao final dos 57 e 47 dias apds a primeira

emergéncia, resultando em maior consumo de graos, evidenciado pela perda de
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massa. No entanto, mesmo para essas espécies, foi observada a influéncia
significativa da exposicéo subletal ao OEPA, reduzindo o numero total de insetos
emergidos.

Diante dos resultados observados, o presente estudo sugere que o OEPA
mesmo em concentragdes subletais foram capazes de retardar e reduzir as taxas de
desenvolvimento populacional de individuos das espécies S. zeamais, C. ferrugineus
e T. castaneum. Por outro lado, o uso da exposicao subletal ao OEPA pode ter induzido
hormese em O. surinamensis, 0 que pode comprometer a eficacia do bioinseticida,
pois além de aumentar a populagao dessa praga, pode impulsionar 0 aumento da
frequéncia de alelos de resisténcia (GUEDES et al., 2010). No entanto, estudos
adicionais mais aprofundados devem ser realizados antes de qualquer declaracao

conclusiva.
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5.5 CONCLUSOES

A exposicao subletal ao dleo essencial de P. aduncum reduz e retarda as taxas
de desenvolvimento populacional de S. zeamais, C. ferrugineus e T. castaneum;

As espécies S. zeamais e T. castaneum apresentam maior emergéncia de
insetos e consequentemente maior consumo de graos. Porém, a exposi¢cao subletal
ao OEPA, reduz o numero de insetos emergidos;

As concentracdes subletais do OEPA (1,76 uL.kg™' e 3,52 uL.kg") estimulam as
taxas de desenvolvimento de O. surinamensis, o que pode comprometer a eficacia do

bioinseticida e ainda promover ganho de resisténcia ao longo do tempo.
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6 CONCLUSOES FINAIS

As espécies Sitophilus zeamais, Cryptolestes ferrugineus, Tribolium castaneum
e Oryzaephilus surinamensis podem colonizar simultaneamente a mesma massa de
graos e apresentam respostas toxicologicas distintas em relagédo a exposigcao a
deltametrina e ao oleo essencial de Piper aduncum L.;

Cryptolestes ferrugineus apresenta maior suscetibilidade ao OEPA em
comparacgao as demais espécies, enquanto T. castaneum se mostra tolerante tanto ao
OEPA, quanto ao inseticida sintético, com as maiores CLso e CLogs;

O OEPA potencializa o efeito téxico da deltametrina para todas as espécies,
inclusive T. castaneum, tornando-se uma opg¢ao de sinergista em misturas com
inseticidas comerciais;

Para manter a estabilidade toxicolégica do OEPA armazenado durante 12
meses, o inseticida botanico deve ser mantido em frascos protegidos da luz e sob
refrigeracdo, em temperaturas iguais ou abaixo a 20 °C;

A exposigao subletal do OEPA reduz as taxas de desenvolvimento populacional
das espécies S. zeamais, C. ferrugineus e T. castaneum. Enquanto para O.
surinamensis, as concentracdes subletais do inseticida botanico estimulam a
emergéncia da prole, sugerindo uma resposta hormética, o qual pode comprometer a

eficacia no controle desses insetos-praga, a longo prazo.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O dleo essencial de Piper aduncum L. como inseticida botanico tem potencial de
ser utilizado em programas de manejo integrado de pragas, devido seus beneficios
sociais, econdmicos e ambientais, especialmente para pequenos e médios
produtores.

Em termos sociais, reduz os riscos a saude dos produtores e garantem alimentos
mais seguros para o consumo humano. No entanto, salienta-se que apesar dos
resultados promissores, s&o necessarios estudos que avaliem os riscos toxicoldgicos
do OEPA sobre mamiferos e outros organismos nao-alvos, uma vez que apesar de
biodegradaveis seu uso incorreto pode se tornar nocivo.

Uma das principais vantagens do OEPA é a sua atividade sinergista, podendo
ser empregado em misturas com inseticidas quimicos, como a deltametrina, reduzindo
a quantidade do produto a ser aplicado e aumentando a sua toxicidade.
Consequentemente, se configura como uma importante ferramenta para superar
mecanismos de resisténcia a inseticidas, devido a maior disponibilidade das
moléculas toxicas no corpo do inseto.

Economicamente, os custos de producao para os produtores sdo reduzidos, em
comparagao ao uso isolado de inseticidas sintéticos, em virtude da possibilidade de
cultivo da espécie e obtengao do 6leo essencial em suas propriedades. Além disso, a
crescente demanda por alimentos saudaveis e sustentaveis pode abrir novas
oportunidade de mercado para os produtores, principalmente na regiao Amazodnica,
onde a matéria-prima para obtencdo do OEPA ¢é facilmente encontrada e/ou
produzida.

Para que seu uso pratico na proteg¢ao de graos armazenados seja implementado,
sdo necessarios estudos adicionais, que abordem a tecnologia de aplicagédo em
unidades de armazenamento, para verificar sua difusdo e estabilidade na massa de
graos. Além disso, estudos que explorem de forma mais aprofundada possiveis riscos
de ganho de resisténcia em populacdes de insetos submetidos a efeitos subletais do
OEPA.



