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RESUMO

O besouro-do-fumo, Lasioderma serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae),
€ uma praga altamente polifaga e prejudicial que infesta diversos produtos
armazenados, incluindo o tabaco. Seu controle é obtido principalmente por meio
de aplicacdes de inseticidas sintéticos, cujos efeitos adversos ao meio ambiente
e pressao de selecdo tém sido amplamente discutidos. Dentre as opcoes de
manejo alternativas ao método quimico convencional, o uso de derivados
botanicos configura-se como uma ferramenta eficiente e mais sustentavel a
longo prazo. Nesse sentido, o uso de 0leos essenciais tem se destacado no
manejo de artropodes-praga dos armazéns. Os 0leos essenciais de plantas tém
sido considerados uma alternativa promissora ao manejo convencional de
insetos-pragas. Os principais objetivos do presente estudo s&o introduzir novos
compostos naturais ambientalmente seguros para o controle do besourinho do
fumo, L. serricorne, além de retardar a selecao de resisténcia de populacdes de
insetos-pragas. Por esse motivo, avaliamos os efeitos toxicos e repelentes de
Oleos essenciais de duas espécies de Piperaceae separadamente e em uma
mistura binaria contra adultos de L. serricorne. Inicialmente, a atividade inseticida
dos 6leos essenciais separadamente foi avaliada. Em seguida, as concentracdes
necessarias para causar 50 e 90% de mortalidade na populacédo de L. serricorne
foram determinadas para ambos 6leos essenciais. Em seguida, os tratamentos
foram utilizados para determinar o tempo necessario para causar a mortalidade
de 50% da populacéo e verificar os efeitos repelentes em L. serricorne. Por fim,
o efeito sinérgico da mistura binéria entre os 6leos também foi verificado. Os
Oleos essenciais separadamente de Piper aduncum e Piper marginatum, além
de sua mistura binaria foram os altamente téxicos contra L. serricorne. As
concentracdes letais do 6leo essencial de P. aduncum, necessarias para matar
50% e 90% das populacdes de L. serricorne, variaram entre 26,41 a 138,48 L
L, respectivamente, enquanto que P. marginatum variou entre 15,64 a 48,90 uL
L-1. Todos os tratamentos agiram rapidamente e causaram mortalidade de 50%
da populacao de L. serricorne em menos de 38 horas de exposicdo a fumigacao.
A mistura foi mais toxica do que os 6leos essenciais aplicados separadamente,

o que indica a ocorréncia de efeitos sinergistas. Além disso, o 0leo essencial de



P. aduncum foi repelente para L. serricorne. Os resultados indicaram que 0s
Oleos essenciais testados e sua mistura binaria tem potencial para serem
desenvolvidos como inseticidas e repelentes naturais para o controle de
populacbées de L. serricorne, além de também poderem ser utilizados como

alternativa para o manejo da resisténcia dessas populacoes.

Palavras-chave: Besouro-do-fumo; inseticida botanico; Piper marginatum; Piper

aduncum; fumigacao, repeléncia.



ABSTRACT

The cigarette beetle, Lasioderma serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae),
is a highly polyphagous and harmful pest that infests several stored products,
including tobacco. Its control is obtained mainly through applications of synthetic
insecticides, whose adverse effects on the environment and selection pressure
have been widely discussed. Among the management options alternative to the
conventional chemical method, the use of botanical derivatives is an efficient and
more sustainable tool in the long run. In this sense, the use of essential oils has
stood out in the management of pest arthropods in warehouses. One of the main
problems caused by synthetic insecticides use is the development of resistant
insect populations. Essential oils of plants have been considered a promising
alternative to the conventional management of pests-insects. The main
objectives of the present study are to introduce new, ecologically safe, and
natural compounds for controlling the cigarette beetle, Lasiderma serricorne
Fabricius (Coleoptera: Anobiidae), in addition to retard the resistance selection
of insect-pest populations. For this reason, we evaluate the toxic and repellent
effects of two Piperaceae species essential oils separately and in a binary mixture
against adults of L. serricorne. Initially, the insecticidal activity of separately
essential oils was assessed. Then, the concentrations necessary to cause 50 and
90% of mortality in the L. serricorne population were determined for the both
essential oils. After that, treatments were used to determine the time required to
cause mortality of 50% of the population and check the repellent effects on L.
serricorne. At least, the synergistic effect of the oils was also verified. The
separately essential oils of Piper aduncum and Piper marginatum and your binary
mixture were the highly toxic against L. serricorne. P. aduncum essential oil lethal
concentrations, needed to kill 50% and 90% of L. serricorne populations, vary
between 26.41 to 138.48 uL L%, respectively, whereas P. marginatum vary
between 15,64 to 48,90 uL L. All treatments acted quickly and caused mortality
of 50% of the population of L. serricorne in less than 38 hours of fumigation
exposure. The mixture was more toxic than the essential oils applied separately,
which indicates the occurrence of synergistic effects. In addition, the essential oll

P. aduncum was repellent to L. serricorne, however P. marginatum was attractive



to him. The results indicated that the tested essential oils and your binary mixture
had the potential to be developed as natural insecticides and repellents for
controlling L. serricorne populations and can also be used as an alternative for

the resistance management of these populations.

Keywords: Cigarette beetle; botanical insecticide; Piper marginatum; Piper

aduncum; fumigation, repellence.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de tabaco tem elevada importancia econémica e social para o Brasil.
Além da geracdo de renda e emprego, o setor contribui significativamente para a
balanca comercial do pais. Sob o aspecto social, a atividade proporciona melhoria nas
condi¢cdes de saude, educacdo e seguranca de parte da populacdo na regido Sul,
onde a cultura se concentra. O Brasil se destaca como um dos principais produtores
e exportadores de tabaco (SINDITABACO, 2019) e, com base em dados oficiais, 0
pais é terceiro maior produtor, ficando atras somente da China e da India. A producéo
total brasileira na safra 2017/2018 foi de 632 mil toneladas, resultando em uma renda
de R$ 6,28 bilhdes (FAOSTAT, 2019).

O principal objetivo de unidades armazenadoras de gréos, farinhas e folhas
secas € preservar a qualidade e a quantidade dos produtos durante as etapas de
processamento e armazenamento (CARVALHO et al., 2017). Embora o Brasil seja um
grande produtor de tabaco, o ataque de diversos insetos-praga compromete na
producéo final de produtos armazenados (SALLAM, 2014). As perdas no periodo pos-
colheita resultantes da atividade de insetos normalmente sdo irrecuperaveis e
consistem em uma crescente restricdo de seguranca alimentar, especialmente nos
paises tropicais em desenvolvimento. Considerando-se toda a cadeia produtiva, o
prejuizo a nivel mundial relacionado a presenca de insetos-praga em produtos
armazenados pode chegar a 17,7 bilhdes de dolares ao ano (RAJA et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2014; LORINI et al., 2015).

Insetos-praga da ordem Coleoptera configuram-se entre 0s principais
responsaveis pelos danos aos produtos armazenados (HASHEM et al., 2012). Dentre
as especies comumente relatadas, destaca-se o besouro-do-fumo, Lasioderma
serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae), por ser a espécie mais importante em
tabaco armazenado, podendo acarretar prejuizos de até 100% na producdo
(RAMADAN, 2020). Esses prejuizos estéo relacionados a ocorréncia de danos diretos
e indiretos, que incluem a perda de peso de produto, aumento da temperatura e
umidade em contéineres, contaminacdo dos produtos por residuos (fezes e
fragmentos do corpo), além da obstrucdo de equipamentos de beneficiamento
(MAHROOF e PHILLIPS, 2008; KHANI e ASGHARI, 2012; NEGRISOLI et al., 2013).
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Lasioderma serricorne € uma praga cosmopolita, capaz de infestar diversos
produtos armazenados. Tais caracteristicas possibilitam sua dispersdo em todas as
fases de seu ciclo de vida, principalmente durante o transporte de contéineres
preenchidos com commodities agricolas (RAYNER, 1951; BLANC et al., 2006). Em
fumo. as larvas causam danos desde o armazenamento de folhas curadas até o
estoque dos produtos finais (charutos e cigarros), enquanto que os adultos perfuram
a embalagem para sair ou penetram mais profundamente no produto
(PAPADOPOULOU, 2006; ATHANASSIOU, 2018). Nos ultimos anos, a ocorréncia de
L. serricorne em grdos de soja armazenados também tem sido constantemente
reportada (KRZYZANOWSKI et al.,, 2019). Aléem disso, infestacBes significativas
também ja foram registradas em diversos outros produtos armazenados, de origem
vegetal ou animal, como améndoas e torta do babacu (SILVA e OLIVEIRA, 1985),
racdes de animais (MACHADO et al., 2008), folhas de camomila (ZANUNCIO et al.,
2014), farinha de trigo (LU e MA, 2015), folhas de cha (PHOONAN et al., 2014), couros
de animais (HAGSTRUM, 2013), entre outros. A rapida adaptacdo a diversos
hospedeiros evidencia ainda mais a importancia do manejo adequado de L. serricorne
em produtos armazenados (KRZYZANOWSKI et al., 2013).

O método mais comum e eficaz para o controle de L. serricorne e diversos
outros insetos de produtos armazenados se baseia no uso de inseticidas sintéticos,
por meio de fumigacdo. O gas fosfina ou hidreto de fésforo (PHs) € o inseticida
fumigante mais comumente utilizado para a desinfestacdo de uma ampla gama de
produtos duraveis, incluindo graos, frutas secas e tabaco nos armazens, além de
instalacdes de processamento de alimentos em todo o mundo (BENHALIMA et al.,
2004; DAGLISH, 2004; AGRAFIOTI et al., 2019). Em contrapartida, a dependéncia
excessiva desse fumigante pelas industrias de graos e alimentos no controle de
pragas provavelmente contribuiu para o desenvolvimento de resisténcia de base
genética a fosfina nas principais espécies de insetos de produtos armazenados
(AFFUL et al., 2018). A resisténcia de L. serricorne a estes inseticidas sintéticos, além
da periculosidade ambiental e dos riscos associados a saude humana, tém
impulsionado a busca por métodos alternativos de controle do inseto (SOUSA et al.,
2017).

Derivados de plantas s&o considerados fontes potenciais de novos inseticidas
(FERNANDEZ-GRANDON et al., 2020). Em geral estes produtos tém efeito sobre
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algumas espécies de insetos-praga, além de apresentarem menor toxicidade a
organismos nao-alvo e ao meio ambiente (MAHDI e BEHNAM, 2018). Dentre algumas
alternativas botanicas, os 06leos essenciais de plantas medicinais e aromaticas -
formados por uma ampla variedade de misturas de compostos organicos, tém sido
consideradas ferramentas promissoras no controle de artrépodes-praga, inclusive sob
condi¢cbes de armazenamento (BACCI et al., 2015; GERMINARA et al., 2017; WANG
et al., 2019).

Considerando-se a diversidade de produtos atacados por L. serricorne durante
0 armazenamento e face a dimensdo dos prejuizos anteriormente descritos, surge a
necessidade de desenvolver estratégias de controle que sejam menos agressivas ao
ambiente e ao homem e, a0 mesmo tempo, sejam mais estaveis a longo prazo.
Embora diversos métodos de controle tenham sido avaliados para L. serricorne, sao
escassos 0s estudos sobre os efeitos de 6leos essenciais de espécies do género Piper
sobre o inseto, estimulando novas investigagdes. Assim, no presente estudo avaliou-
se bioatividade de Oleos essenciais de Piper spp. (Piperaceae) em uso isolado e
combinado sobre L. serricorne. Os resultados podem oferecer novas opc¢des visando

ao manejo mais eficiente e sustentavel para o besouro-do-fumo nos aramzéns.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Distribuicdo geografica e aspectos bioecolégicos de Lasioderma serricorne

N&o existe consenso quanto a origem correta de Lasioderma serricorne
(Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae). Contudo, o inseto foi descrito originalmente em
1792 a partir de uma coleta de plantas secas provenientes das Américas (FABRICIUS,
1792). O primeiro registro de L. serricorne associado com tabaco curado na Europa
foi feito em Paris em 1848 (RUNNER, 1919; CANZANELLI, 1935) e nos Estados
Unidos por volta de 1885 (FULLAWAY, 1914; RUNNER, 1919). Atualmente, L.
serricorne ocorre em todas as regides tropicais e subtropicais, além de armazéns

abandonados em regides temperadas.

Historicamente, a dispersdo das espécies-praga de armazéns entre regides
geograficas distintas ocorre por meio do transporte (em todas as fases do ciclo
biologico dos artrépodes) de mercadorias infestadas (BLANC et al., 2006). Em geral,
regides tropicais e subtropicais favorecem o desenvolvimento desses organismos, 0s
guais demonstram ser mais sensiveis a baixas temperaturas e, em menor medida, a
menores teores de umidade (RAYNER, 1951).

O besouro-do-fumo € a espécie com maior importancia agricola e econémica
dentro da familia Anobiidae (EDDE, 2019). O inseto adulto mede cerca de 2 a 3 mm
de comprimento, possui formato oval e apresenta pilosidade por todo o corpo (GALLO
et al.; 2002). A cabeca é defletida sob o protérax e os élitros sdo lisos sem estrias ou
pontuacfes; a antena apresenta onze segmentos, serreados entre o 4° e 10°
antendmeros e os tarsos apresentam cinco segmentos (COLLIER, 1981). A duragéo
do ciclo de ovo a adulto € de 35-50 dias em média, dependendo das condi¢des de
temperatura e umidade (EDDE, 2019).

Os ovos de L. serricorne sdo branco-perolados (RETIEF, 1988), com
numerosos espinhos na porcéao final, de onde a larva eclode (SIVIK et al., 1957). As
fémeas adultas sdo capazes de ovipositar sobre substratos secos a partir de um dia
da emergéncia (COOPER e BENGSTON, 1974). Os ovos eclodem em 6-8 dias
(RETIEF, 1988) e a casca do ovo € geralmente consumida pelas larvas recém-
emergidas (PANT, 1981).
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A larva do besouro-do-fumo caracteriza-se por ter corpo delgado, ser muito
ativa e capaz de se locomover por distancias consideraveis em busca de alimento,
sendo essa a fase mais prejudicial aos produtos armazenados (RAYNER, 1951;
KURUP e PARKHE, 1962; DA SILVA, et al., 2018). Sua coloracdo nos primeiros dias
de vida é branco-amarelada; porém, ao se aproximar do estagio de pupa, o tom
escurece, tendendo se tornar pardacenta (COLLIER, 1981). A fase larval dura, em

média, € de 25 dias sob condi¢Bes favoraveis de armazenamento (EDDE, 2019).

As larvas totalmente desenvolvidas param de se alimentar e formam uma célula
pupal, geralmente presa a uma superficie firme (HOWE, 1957). As pupas séo brancas,
com leve coloragcdo esverdeada quando recém-formadas, gradualmente assumindo
cor marrom-avermelhada (RUNNER, 1919; CANZANELLI, 1935). A duracéo da fase
pupal varia de 7 a 10 dias sob temperaturas de 30 a 34 °C e 10 a 14 dias em
temperaturas mais amenas, de 25 a 29 °C (TENHET e BARE, 1951).

2.2 Manejo de pragas em armazéns

Algumas estratégias podem ser utilizadas para 0 manejo de pragas em
armazenamento. De forma preventiva, a limpeza e higienizacdo das instalacdes de
armazenamento de graos e alimentos e a exclusdo efetiva dos insetos de produtos
armazenados e respectivas embalagens sao estratégias-chave para o manejo de
pragas nestes ambientes (REES, 2004; LORINI et al., 2015). E também indispensavel
gue os produtos recém-processados sejam armazenados em caixas limpas e ndo em
caixas que contenham residuos de produtos mais antigos, uma vez que podem servir
de abrigo para esses artropodes (PHILLIPS e THRONE, 2010).

Outro método eficaz visando prevenir o ataque de L. serricorne e outros insetos
€ manter os produtos armazenados por periodos consideraveis de tempo sob baixas
temperaturas (SWINGLE, 1938, CHILDS et al., 1970, IMAI, 2010). Imai (2010) relatou
gue o numero de individuos de L. serricorne capturados em armadilhas com iscas de
feroménio diminuiu em 98% quando folhas de tabaco foram transportadas de um
armazeém localizado em uma regido quente do Japao para um armazém situado em
uma regido de frio constante. Segundo o autor, os estagios do ciclo de vida de L.

serricorne variam devido sua suscetibilidade a baixas temperaturas.

Alternativamente, telas incorporadas com inseticidas de contato podem

fornecer vantagem adicional no controle de insetos-praga de armazenamento
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(RUMBOS et al. 2018). Estas redes tratadas com inseticida ndo agem apenas como
uma barreira fisica, podendo também agir quimicamente como repelentes ou

eliminando os insetos que entram em contato com as mesmas (RUMBOS et al. 2018).

Contudo, para auxiliar no saneamento preventivo das instalagdes que recebem
os produtos agricolas armazenados, o controle quimico por fumigacdo € o método
mais eficiente e empregado na contencdo de infestacfes por insetos-praga em
armazéns (RAJENDRAN e SRIRANJINI, 2008). Esse manejo é feito principalmente
por meio de aplicacdes de produtos sintéticos, por vias de contato e fumigacédo. O
produto mais empregado no controle quimico € o hidreto de fosforo, conhecido
popularmente como fosfina (SAGLAM et al., 2015). Este fumigante possui importante
papel na protecdo de commodities devido ao baixo custo, rapida difusdo no ar, baixo
residual e alta eficiéncia sobre diversas espécies de artropodes-praga (CHAUDHRY,
1997; WANG et al., 2006; NAYAK e COLLINS, 2008; PIMENTEL et al., 2009).

Apesar de apresentar grande eficiéncia no controle de pragas, o uso continuo
e indiscriminado de produtos quimicos pode ocasionar desequilibrios ao meio
ambiente e danos a saude humana (PLUMIER et al., 2020). Além disso, o repetido e
indiscriminado uso desses produtos tem resultado na selecdo de populacdes de
insetos resistentes aos principais compostos utilizados (BENHALIMA et al., 2004).
Este cenério tem contribuido para a utilizacdo de doses cada vez mais elevadas, razdo
pela qual alguns residuos de pesticidas sintéticos tém excedido os limites aceitaveis

em alimentos, colocando em risco os consumidores finais (SAGLAM et al., 2015).

Com base no exposto, torna-se necessario desenvolver novas técnicas
eficientes e alternativas ao manejo quimico convencional para o manejo de pragas em
produtos armazenados (CAMPOLO et al., 2018). Dentre as possibilidades, o uso de
derivados botanicos com atividade inseticida e/ou insetistatica se apresenta como
uma opcao valiosa no controle de populacdes de insetos. Estes produtos destacam-
se pela baixa toxicidade a organismos nédo-alvo (alta seletividade) e mamiferos, além
de apresentarem menor persisténcia no ambiente, garantindo maior seguranga
ambiental (CLOYD, 2004; ISMAN, 2006).
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2.3 Oleos essenciais como alternativa para o controle de pragas

A utilizacdo de plantas e seus derivados como inseticidas é uma pratica que
vem sendo adotada pelo homem desde a idade antiga (VIEGAS JUNIOR, 2003). No
entanto, essa ferramenta foi preterida entre as décadas de 1930 e 1950,
especialmente durante a Segunda Guerra Mundial, com a descoberta dos inseticidas
sintéticos (organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides), sobretudo,
pela disponibilizacdo do DDT (D’AMATO et al., 2002).

Mais recentemente, diversos estudos tém demonstrado que os produtos
derivados de plantas possuem grande potencial inseticida, apresentando-se como
alternativas eficientes para o controle de pragas (Isman, 2006). Assim, uma grande
variedade de compostos quimicos tem sido estudada como alternativa aos inseticidas
convencionais devido a significativa bioatividade (GUO et al., 2016; SONG et al.,
2016).

Os produtos naturais de plantas apresentam uma vasta gama de diferentes
compostos, que variam desde moléculas relativamente simples a moléculas
extremamente complexas (STANIEK et al., 2014). Os principais grupos de compostos
oriundos do metabolismo secundario das plantas incluem terpenos, compostos
fendlicos e compostos nitrogenados, os quais podem representar fontes para novos
compostos sintéticos (RAGHUVEER et al., 2015).

Dentre os principais derivados de plantas, se destacam os 6leos essenciais
(OEs), responsaveis pela distingdo do aroma das plantas (PAVELA, 2015). O emprego
destes derivados € uma importante ferramenta no controle de insetos-praga devido
sua alta eficacia sobre diversas espécies, multiplos mecanismos de acdo, baixa
persisténcia no ambiente e baixa toxicidade a organismos nao-alvo (PAVELA e
BENELLI, 2016). Isto se deve ao baixo peso molecular de seus compostos, tornando-
os altamente volateis e, portanto, com baixa persisténcia no meio ambiente,

contribuindo para sua seletividade a organismos nao-alvo (PEIXOTO et al., 2015).

Produzidos e armazenados em diferentes 6rgaos como flores, folhas, caules,
raizes, frutos e sementes, os 6leos essenciais sdo uma classe de substéancias
originadas a partir do metabolismo secundario de plantas (AGUIAR-MENEZES, 2005;
REGNAULT-ROGER et al.,, 2012). Sua constituicdo quimica apresenta grande

variedade de compostos como alcaloides, terpenos, flavonoides, cumarinas,
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benzenoides, quinonas, xantonas, lactonas e esteroides, entre outras classes de
compostos (VENTUROSO et al., 2011; DA SILVA et al., 2012). Quimicamente, a
maioria dos Oleos essenciais de plantas é constituida de fenilpropanoides e de
terpenoides, sendo esses Ultimos compostos 0os mais predominantes. Os terpenos
encontrados com maior frequéncia nos OEs sdo 0S monoterpenos e 0sS
sesquiterpenos (CASTRO et al., 2004; BAKKALI et al., 2008).

A composicao quimica de um Oleo essencial pode apresentar variacdes devido
a fatores ambientais e de manejo das plantas, bem como da forma de extracdo e
armazenamento, podendo interferir em sua atividade inseticida (NASCIMENTO et al.,
2007). Os compostos presentes em um 6leo essencial apresentam-se em diferentes
concentracfes, sendo denominados majoritarios aqueles que se encontram em

maiores concentracdes (SIMOES et al., 2007).

A eficiéncia dos 6leos essenciais para o controle de insetos se deve em grande
parte a sua complexidade e potencial para efeitos sinérgicos ou aditivos entre os
componentes que podem conferir diferentes modos de acdo sobre organismos-alvo
(JAYA et al., 2014). Esta mistura natural pode contribuir para dificultar o
desenvolvimento de resisténcia por artropodes. A atividade inseticida de OEs de
plantas pode ainda ter diferentes modos de acédo (EL-WAKEIL, 2013) e pode se
expressar por meio da mortalidade direta, repeléncia, atratividade, interferéncia no
desenvolvimento e outras alteracdes no comportamento dos artropodes (GONZAGA
et al.,, 2008; KUMAR et al., 1997), podendo apresentar, portanto, efeitos letais e
subletais.

Diversos estudos documentaram o potencial inseticida de 6leos essenciais de
plantas de diferentes familias botanicas sobre importantes pragas de produtos
armazenados, como Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae)
(KOUNINKII et al., 2007), Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae)
(ASAWALAM, 2008; UKEH et al, 2008), Sitophilus oryzae Linnaeus (Coleoptera:
Curculionidae) (UKEH et al., 2008), Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae) (BABARINDE et al., 2015), Zabrotes subfasciatus
Bohemann (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) (GONCALVES et al., 2015;
BERNARDES et al., 2018) e L. serricorne (KIM et al., 2003).
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Dentre as principais familias de plantas detentoras de 0leos essenciais
utilizados para o controle de artrépodes, destacam-se Piperaceae, Lamiaceae,
Myrtaceae e Rutaceae, as quais vém sendo exploradas de maneira crescente visando
ao manejo de insetos-praga, inclusive em produtos armazenados (SCOTT et al.,
2008). A familia Piperaceae forneceu a muitas civilizacdes do passado e do presente
uma fonte de diversos medicamentos e especiarias, além de ser utilizada como
inseticida em diversos casos (MATSUI e MUNSKATA, 1975; SCHULTES, 1975;
KOKATE et al., 1980; MIYAKADO et al., 1989).

Ainda hoje, os estudos e aplicacBes dos 6leos de Piperaceae no controle de
insetos-praga sao reportados com frequéncia. A variedade de espécies de plantas
produtoras de Oleos essenciais pertencentes a esta familia € bastante vasta. Por
exemplo, Piper marginatum Jacq. é originaria da Guatemala e da regido amazoénica
do Brasil e seu 6leo essencial € empregado no tratamento de inflamacgdes, maléria,
cicatrizacdo de feridas, picadas de cobra, doencas relacionadas a bile ou figado, carie
dentéria, como diurético e agente sudorifero (SEQUEDA-CASTANEDA et al., 2015).
Adicionalmente, diversos estudos demonstraram o seu potencial inseticida sobre
Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) (DE SOUZA et al., 2020),
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (DUTRA et al., 2020;
GUEDES et al., 2020), Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)
(KRINSKI et al.,, 2018), Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae)
(RODRIGUES et al., 2019) entre outros.

Outra piperacea, cujo 6leo essencial apresenta grande potencial inseticida é
Piper aduncum L. A biotividade de seu OE ja foi comprovada sobre Euschistus heros
(Fabricius) (Heteroptera: Pentatomidae) (TURCHEN et al., 2016; COSSOLIN et al.,
2019), Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) (SANINI et al.,
2017), P. xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) (ARAUJO et al., 2020), Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Lividae) (VOLPE et al., 2016), Cerataphis lataniae Boisduval
(Hemiptera: Aphididae), Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera, Culicidae) (SILVA et al.,
2019), Crocidolomia pavonana Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) (NAILUFAR e
PRIJONO, 2017), entre outros.

Apesar das vantagens descritas, como ac¢éo e degradacéo rapidas, toxicidade

baixa & moderada para mamiferos, maior seletividade e baixa fitotoxidade, os
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inseticidas botanicos apresentam algumas limitacbes que impedem sua pronta
utilizacdo em larga escala no campo. Dentre estas, pode-se citar a baixa persisténcia,
escassez do recurso natural, necessidade de padronizagdo quimica e controle de
qualidade, além de dificuldades de registro e custos elevados (ISMAN, 2000; COSTA
et al., 2004; AGUIAR-MENEZES, 2005; CORREA e SALGADO, 2011). Tais desafios,
no entanto, podem ser contornados a partir da intensificacdo de pesquisas sobre o
assunto, além da avaliagdo de novas estratégias de uso, por exemplo a mistura de

6leos essenciais.

Essa combinacdo de 6leos essenciais pode elevar o potencial inseticida e/ou
insetistatico, promovendo possiveis efeitos sinérgicos ou aditivos. Este tipo de estudo
tem sido realizado ha mais tempo com bactérias (DUARTE, et al., 2012), nematoides-
parasitos intestinais (KATIKI, et al., 2017) e em espécies de mosquitos (WALIWITIYA
et al.,, 2012; YUAN et al., 2019); no entanto, ainda € incipiente quanto ao emprego
sobre espécies de insetos-praga em armazéns. Estudos com misturas dos OEs sdo
promissores devido a possibilidade de obtencéo de efeito sinérgico, tornando a pratica
ainda mais eficaz e persistente. No entanto, € importante ressaltar que, além dos
efeitos potencializadores (aditivo e sinérgico), também pode ocorrer antagonismo a
partir da combinacdo dos compostos, exigindo grande acurdcia nas avaliacbes
(MIRESMAILLI e ISMAN, 2014; KATIKI et al., 2017).

Com base na importancia de L. serricorne e seu potencial de danos para o0s
produtos armazenados e considerando-se a grande caréncia por métodos alternativos
de controle do inseto, este estudo teve como objetivo avaliar efeitos isolados e
combinados de 6leos essenciais de Piper spp. sobre o inseto. Embora estudos prévios
tenham demonstrado o potencial de algumas espécies botanicas sobre obesouro-do-
fumo (BACHROUCH et al., 2010; MAHDI e BEHNAM, 2018; ATAIDE et al, 2020), os

efeitos de Oleos essenciais de Piper spp. sdo ainda desconhecidos para L. serricorne.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacao massal de Lasioderma serricorne

Para fornecer insetos necessarios aos bioensaios previstos, uma populacdo de L.
serricorne foi mantida no Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Insetos e Plantas
Inseticidas (LARESPI), junto ao Departamento de Protecdo Vegetal, da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Campus de Botucatu, SP. Os insetos foram mantidos
no interior de recipientes plasticos de 1,5 L, contendo uma mistura de farinha de soja,
gérmen de trigo e levedo de cerveja, na proporcdo de 3:2:1 (Figura 1). Estes
recipientes foram vedados com tecido voil e mantidos sob condi¢des controladas (26
+3°C, 70% £ 10% UR e 12 h de fotoperiodo) dentro de incubadoras tipo BOD (Figura
2).

Figura 1 - Recipientes com dieta e popula¢cdes de Lasioderma serricorne

Yago Alves Bapfista

Figura 2 - Camara climatica para acondicionamento da criacdo de Lasioderma
serricorne
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3.2 Extracéo dos 0Oleos essenciais e analises quimicas

Para a extracdo dos 6leos essenciais, folhas frescas de cada planta foram
submetidas a hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger por 4h. Para tanto, foram
utilizados 300 g de folhas frescas e 500 mL de 4gua destilada. Sulfato de sédio anidro
foi usado para remover vestigios de agua. Posteriormente, o 6leo essencial foi
acondicionado em frasco ambar de 5 mL (Figura 3), e armazenado no interior de um

freezer a -4 °C até a realizacdo dos bioensaios.

Figura 3 - Amostras dos 6leos essenciais de Piper marginatum (A) e Piper
aduncum (B) utilizados no ensaio

A composicdo dos Oleos essenciais (EO) foi analisada por cromatografia
gasosa com detector de ionizagdo de chama (CG-FID) e cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (CG-MS). As andlises CG-FID foram realizadas em um
cromatégrafo Shimadzu GC2010 Plus equipado com um amostrador automatico AOC-
20s e equipado com um FID e um processador de tratamento de dados. Uma coluna
capilar de silica fundida Rtx-5 (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30-m x 0,25 mm d.i.;
espessura de filme de 0,25 um) foi empregada. A temperatura da coluna foi
programada para aumentar de 60 a 240 ° C a 3 ° C min * e manter a 240 ° C por 5
min. O gas de arraste foi He (99,999%) a 1,0 mL min -1, injetado a um volume de 0,1
pL (razdo de divisdo de 1: 10), e as temperaturas do injetor e do detector foram de
240 e 280 ° C, respectivamente. As concentracdes relativas dos componentes foram
obtidas pela normalizacédo da area do pico (%). As areas relativas foram a média de

analises de CG-FID em triplicata.

As analises CG-MS foram realizadas em um sistema Shimadzu QP2010 Plus
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) equipado com um amostrador automatico
AOC-20i. Foi usada uma coluna capilar de silica fundida RTX-5MS (Restek Co.,
Bellefonte, PA, EUA) (30 m x 0,25 mm d.i. X 0,25 um de espessura de filme). O modo

de ionizacao de elétrons ocorreu em 70 eV. Hélio (99,999%) foi empregado como géas
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de arraste em um fluxo constante de 1,0 mL min 1. O volume de injecéo foi de 0,1 pL
(proporcéo de divisdo de 1:10). As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram
fixadas em 240 e 280 ° C, respectivamente. O programa de temperatura do forno foi
0 mesmo usado para CG. Os espectros de massa foram obtidos em intervalos de
varredura de 0,5 s, na faixa de massa de 40 a 600 Da. A identificacdo dos constituintes
quimicos do EO foi baseada em seus indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-
5MS sob as mesmas condi¢cdes operacionais utilizadas em CG em relacdo a uma
série homéloga de n-alcanos (C 8 -C 20). As estruturas foram automaticamente
comparadas com as bibliotecas de espectros Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2, e seus

padrdes de fragmentacao foram comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007).

3.3 Screening com 0leos essenciais de Piper spp.

No teste preliminar foi avaliada a bioatividade de 6leos essenciais de cinco
espécies de Piper: P. aduncum, P. marginatum, P. cernuum Vell, P. gaudichaudianum
Kunth e P. arboreum Aubl., por meio de ensaios de fumigacdo. Os Oleos foram
aplicados sobre porcdes de papel filtro (1 cm?) na concentracao de 10 pL L-1 (6leo/ar)
(OLIVEIRA et al., 2017), com auxilio de uma micropipeta. Na sequéncia, as por¢cées
de papel de filtro tratadas foram afixadas na superficie interna da tampa de frascos de
acrilico (50 mL). Estes papéis foram isolados do restante do pote por uma camada de
tecido voil, a fim de evitar o contato entre os insetos e as substancias (Figura 4). Dez
adultos recém-emergidos de L. serricorne foram transferidos para o interior dos
frascos e, apOs o término das infestacdes, todas as parcelas foram dispostas em 180°
(com a tampa voltada a base inferior) e mantidos nesta posi¢cao visando permitir a

saturacdo e homogeneizacdo do gas na atmosfera do frasco (OLIVEIRA et al., 2018).

Como controle positivo foi empregado fosfeto de aluminio (Gastoxin® B57,
Bequisa Ind. Quimica do Brasil Ltda., S&o Vicente, SP) em pastilha macerada, na
dosagem de 0,015¢g/5L (comercial adaptado) (Figura 5), além do controle negativo
(acetona). O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com sete tratamentos e cinco repeticdes. Os potes com 0s 0leos essenciais
impregnados foram mantidos em BOD (condi¢bes ja descritas), enquanto que 0s
potes com fosfina foram mantidos em ambiente externo. A mortalidade dos insetos foi

avaliada diariamente até 72 h de exposicao.
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Figura 4 - Montagem dos potes de acrilico para os ensaios de fumigacao (A-C);
disposicéo final do ensaio de fumigacdo em laboratdério (D)

Figura 5 - Disposicédo de ensaio com fosfina (recipientes adaptados) em area
externa

Foto: Yago Alves Baptista

3.4 Estimativa de concentracgdes letais

A estimativa das concentracdes letais (CLso e CLoo) dos 6leos essenciais de Piper
marginatum e Piper aduncum sobre L. serricorne foi obtida por meio de ensaios de
fumigacéo. Para isso, os tratamentos foram aplicados em diferentes concentragoes,
para obter mortalidades entre zero e 100,00%. A metodologia adotada para instalacao
e avaliacédo foi a mesma descrita em 3.3. No entanto, neste caso foram avaliados 14
tratamentos, sendo seis concentra¢des de P. marginatum (5; 10; 20; 40; 60; 80 pL L-
1), cinco concentracdes de P. Aduncum (10; 20; 40; 60; 80 uL L-1), além do controle
negativo acetona, em delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes

por tratamento.
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3.5 Estimativa de tempos letais

Para a estimativa dos tempos letais dos tratamentos sobre L. serricorne, foi
empregada a CLoo de cada 6leo essencial (obtidas em 3.4), além do controle negativo
(acetona). O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos e 10 repeticdes, seguindo a mesma metodologia descrita em 3.4. A
mortalidade foi avaliada a cada 30 minutos nas duas primeiras horas e depois a cada
duas horas, até completar 12 horas de exposicdo. A partir de 12 horas de ensaio, as
avaliacfes foram continuas e com intervalo de quatro horas até que a mortalidade do

controle negativo atingisse 80%.

3.6 Avaliacéo de efeito sinérgico

A metodologia aplicada no ensaio de efeito sinérgico foi similar a adotada no item 3.4.
O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e cinco repeticdes. Os tratamentos foram constituidos de um controle
negativo (acetona), a CLso de ambos os 6leos essenciais separadamente estimada no
bioensaio de concentracédo letal (3.4.), além da mistura binaria (HUMMELBRUNNER
e ISMAN, 2001; ALCANTARA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017). O efeito da mistura
binaria sobre adultos de L. serricorne foi classificado em antagonismo, aditismo ou
sinergismo, em funcdo da comparacao entre as mortalidades observada e esperada
(HUMMELBRUNNER e ISMAN, 2001).

3.7 Avaliacéao de repeléncia

Para o bioensaio de repeléncia, foram utilizados os mesmos tratamentos
avaliados em 3.5. Cada unidade experimental foi constituida de uma placa de Petri de
vidro (7 cm de diametro x 2 cm de altura), contendo uma camada de papel filtro ao
fundo. O papel filtro foi subdividido em trés porcdes: (i) area tratada com o Oleo
essencial, (ii) &rea ndo tratada, e (iii) &rea de transi¢do (zona entre a area tratada e a
nao tratada) (Figura 6). As porcdes tratadas receberam 0,1 mL dos tratamentos,
enguanto que as areas nao tratadas receberam apenas o solvente acetona (controle).
Apbs a aplicacdo dos tratamentos, 20 adultos recém-emergidos ndo-sexados de L.
serricorne foram liberados ao centro de cada placa. Apenas 0s insetos nas areas
tratadas e nao tratadas de cada placa foram contabilizados a cada 2 horas, até
completar 12 horas, e ap6s 24 horas do inicio do bioensaio. O indice de repeléncia
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(IR) foi calculado seguindo a formula: (IR) = ((C - T)/(C + T)) x 100, considerando C a
area de controle e T a area tratada. Valores positivos e negativos indicaram efeitos
repelentes e atrativos, respectivamente (SAAD et al., 2019). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado e cada placa considerada uma repeticéo,

num total de 10.

Figura 6 - A- Placa de Petri subdividida em trés areas: (i) area tratada com o
6leo essencial, (ii) area nao tratada, e (iii) area de transicao (entre as duas
porcdes); B- disposicao final do ensaio de repeléncia

Foto: Yago Alves Baptista

3.8 Anédlises estatisticas
Para a selecdo dos 6leos essenciais com mortalidade mais promissora a partir
do screening, foi utilizada analise de variancia e de residuos por meio do teste das

amplitudes multiplas de Duncan.

Os resultados de mortalidade dos bioensaios de concentragcédo letal foram
corrigidos em relacdo a mortalidade ocorrida na testemunha, utilizando-se a férmula
de Abbott (ABBOTT, 1925). Analises de Probit foram realizadas para determinar as
curvas de concentragdo-mortalidade dos oOleos essenciais de P. aduncum e P.
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marginatum para L. serricorne. As curvas foram obtidas com o auxilio do software SAS
(Statistical Analysis System) University Edition, SAS® Studio (SAS Institute, NC, USA).
Foram aceitas curvas com probabilidade maior que 0,05 de aceitacdo da hipotese de
nulidade pelo teste de x?. As CL’s foram comparadas pelo critério da n&o-

sobreposicao dos intervalos de confianga (ICgs) em relagéo a origem do intervalo.

Os resultados dos bioensaios de tempo letal foram submetidos a analise de
sobrevivéncia usando o software SigmaPlot 11.0. Este procedimento permitiu a
estimativa de curvas de sobrevivéncia, usando os estimadores de Kaplan-Meier. Com
isso, foi determinado o tempo necessario para causar 50,00% de mortalidade (TLso)
dos carunchos para cada tratamento.

No bioensaio de atratividade e repeléncia, a porcentagem de insetos
contabilizados nas partes tratadas e néo-tratadas da placa de Petri foi submetida a
analise de variancia (PROC GLM, SAS) e a diferenca entre o nimero de individuos
nas porgdes nédo-tratadas e tratadas analisada e comparada por meio de teste T
(PROC TTEST, SAS).

No bioensaio de efeito sinérgico, as mortalidades esperadas foram calculadas
segundo a formula: E = Oa + Ob (1 — Oa) (HUMMELBRUNNER e ISMAN, 2001), onde
E é a mortalidade esperada e Oa e Ob sdo mortalidades observadas dos 6leos

essenciais separadamente.

Os efeitos das misturas binarias foram classificados por meio de comparacfes
entre o x° tabulado e o x? calculado (X tab = 3,84; df = 1; a = 0,05). O x? foi calculado
de acordo com a seguinte férmula: x> = (Om - E)?/ E, no qual Om é a mortalidade
observada da mistura binaria. Se o valor do par analisado for ¥? cal < 3.84 sugere que
o efeito é aditivo. No entanto, se o valor do par analisado resultar em X2 ca > 3.84, 0
efeito indicado sera de sinergismo ou de antagonismo, sendo necessario, portanto,

analisar as mortalidades esperadas e observadas das misturas binarias.
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4 RESULTADOS

4.1 Screening

Apébs 72 horas de exposicdo, os Oleos essenciais de P. marginatum e P.
aduncum foram significativamente mais toéxicos contra L. serricorne na comparacao
com os demais 6leos (F=9,7; GL=5, p=<0,001), sendo selecionados para 0s ensaios
subsequentes. Os 6leos de P. arboreum, P. gaudichaudianum e P. cernum nao
diferiram significativamente do controle negativo (acetona). Adicionalmente, o controle
positivo (fosfina) causou 100,00% de mortalidade na populagédo em estudo (Figura 7).
Figura 7 - Mortalidade de adultos de Lasioderma serricorne expostos aos 6leos
essenciais P. aduncum, P. marginatum, P. cernuum, P. gaudichaudianum e P.

arboreum em concentracao preliminar (10 pL de 6leo/ litro de ar). * Nao
incluido na analise por apresentar variancia nula

Controle -D—< b

Piper arboreum -D* b

Piper Gaudichaudianum -D—< b

Piper Cernum -:’—1 b
Piper aduncum A |—< a
Piper marginatum - |—< a

Controle positivo | *

0 20 40 60 80 100 120
Mortalidade (%) Figura: Yago Alves Baptista

4.2 Composicao quimica dos 6leos essenciais de Piper marginatum e P.
aduncum

Os componentes majoritarios do 6leo essencial de P. marginatum foram
espatulenol (15%), 3,4-metilenedioxipropiofenona (14,0%), miristicina (10,3%),
elimicina (9,2%) e B-cariofileno (6,5%). Por sua vez, o 6leo essencial de P. aduncum
apresentou apiol (63,5%), germacreno D (7,3%), cis-nerolidol (6,9%) e B-cariofileno

(4,1%) como componentes majoritarios (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composicao quimica dos 6leos essenciais de Piper marginatum (PM)
e Piper aduncum (PA)

Componentes TR (min) IResp IRjit % AR

PM PA
a-pineno 9,17 921 939 1,7
3-pineno 11,89 965 979 1,2
mirceno 12,94 981 991 0,3
3-careno 14,06 999 1011 4,1
limoneno 15,29 1019 1029 0,3
cis-ocimeno 15,96 1030 1040 1,7
trans-B-ocimeno 16,59 1040 1050 2,7
linalol 19,76 1091 1098 4,7 2,4
safrol 30,73 1282 1285 0,5
d-elemeno 32,98 1335 1339 1,1 0,3
a-cubebeno 33,52 1347 1351 3,1 0,5
B-burboneno 34,95 1381 1384 1,0
B-elemeno 35,23 1387 1391 1,9 1,2
metil eugenol 35,64 1397 1401 3,9
[B-cariofileno 36,43 1415 1418 6,5 4,1
aromadendreno 37,20 1436 1439 0,4
a-humuleno 37,88 1453 1454 0,9
germacreno D 38,83 1477 1480 1,7 7,3
B-Selineno 38,98 1481 1485 1,9
bicyclogermacreno 39,37 1491 1495 11
valenceno 39,40 1491 1491 11
miristicina 40,42 1517 1520 10,3
8-cadineno 40,56 1522 1524 2,2
cis-nerolidol 41,33 1542 1534 6,9
3,4-metilenedioxipropiofenona 41,42 1544 1545 14,0
Elimicina 41,75 1553 1554 9,2
trans-nerolidol 42,06 1561 1564 0,3
spatulenol 42 .48 1572 1575 15,0 35
Ledol 42,53 1573 1565 1,5
Oxido de cariofileno 42,79 1580 1583 0,1
a-cadinol 44,03 1653 1653 5,6
T-cadinol 44,40 1624 1640 1,2
T-muurolol 44,95 1639 1642 0,9
Apiol 46,43 1680 1680 63,5
Hidrocarbonetos monoterpénicos 12,0
Monoterpenos oxigenados 4,7 2.4
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 19,2 17,1
Sesquiterpenos oxigenados 21,3 14,0
Fenilpropanoides 37,9 63,5

Nao identificados 5,2 3,0
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a TR: tempo de retencdo (min); ? IR esp: indice de retencéo determinado em relacédo aos n-alcanos (C8-C20)
na coluna Rtx-5MS; ¢ IR lit: indice de retencédo da literatura (Adams 2007); ¢ AR: &rea relativa, calculada a
partir da area do pico em relacéo a area total do pico do cromatograma CG-FID.

4.3 Avaliacao de toxicidade aguda por fumigacao

Considerando o critério de sobreposicdo do intervalo de confianca, o 6leo
essencial de P. marginatum mostrou-se mais toxico que o 6leo essencial de P.
aduncum. Foram necessérios 15,64 (IC95= 13,07-18,80) e 48,90 uL de oleo/ litro de
ar (IC95= 36,79-76,23) para que o 6leo essencial de P. marginatum causasse 50 e
90% de mortalidade aos adultos de L. serricorne, respectivamente. Ja para o 6leo
essencial de P. aduncum, foram necessarios 26,41 (IC95= 20,48-33,94) e 138,48 uL
de Oleo/ litro de ar (IC95= 85,87-360,22) para provocar os mesmos indices de

mortalidade (Tabela 2).

Tabela 2 - Toxicidade dos 6leos essenciais de Piper marginatum e Piper aduncum
sobre Lasioderma serricorne ap6s 72 horas de exposicéo

Tratamentos N CLso (95% IC) CLgo (95% IC) G.L. B 7 P

P. marginatum 250 12,23)(13,07- 48,90 (36,79-76,23) 4 0,40 60,38 0,19
26,41 (20,48- 138,48 (85,87-

P. aduncum 250 33.94) 360,22) 4 0,47 30,27 0,98

N= Numero de insetos testados CL= Concentracdo letal (UL de 6leo/ litro de ar); IC= Intervalo de
confianca; G.L=Graus de liberdade; B8 =Inclinacdo da curva; y*=Qui-quadrado; P= Probabilidade.

4.4 Estimativa de tempos letais

A sobrevivéncia de adultos de L. serricorne expostos a fumigacdo com as CLoos
dos oleos essenciais de P. marginatum e P. aduncum foi significativamente reduzida
ao longo do tempo (Log-rank test: x2 = 208,304; P<0,001) (Figura 8). Foram
necessarias menos de 40 horas de exposicao para que os Oleos de P. marginatum
(TLso= 35,2h) e P. aduncum (TLso= 36,9h) causassem mortalidade em 50% da



39

populacao de L. serricorne. Nao foi possivel observar diferencas significativas entre
as TLsos dos 0Oleos (Holm-Sidak test; P=0.789).

Figura 8 - Curvas de sobrevivéncia de Lasioderma serricorne exposto as
CL90s dos 0leos essenciais de Piper marginatum e Piper aduncum

1.0 =
-
0.8 _l
—| (Log-rank test: x2 = 208,304; P<0,001)
o
S 0.6 —— Controle
Q —— Piper marginatum (CLgQ)
i’ Piper aduncum (CLgp)
3
92 04 - —|
—
0.2
L
0.0 \ \ L\_\_\_‘ ‘ ‘ |
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (h) Figura: Yago Alves Baptista
4.5 Avaliacao de efeito sinérgico
A mistura entre os 6leos essenciais de P. marginatum e P. aduncum resultou
em incremento na mortalidade de L. serricorne, na comparacdo com a mortalidade
observada com o0s 0leos essenciais separadamente. Além disso, a mortalidade
observada foi maior que a mortalidade esperada para a combinacao, indicando a
ocorréncia de efeito sinérgico (X2 ca = 10,22 > 3,84) (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito sinérgico da combinacao entre os 6leos essenciais de Piper
aduncum e Piper marginatum sobre adultos de L. serricorne
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4.6 Avaliacao de repeléncia

O oOleo essencial de P. aduncum apresentou indice de repeléncia
significativamente superior ao 6leo essencial de P. marginatum em todos os intervalos
de avaliacdo. Até seis horas apds a aplicacdo, os dois Oleos essenciais foram
repelentes aos adultos de L. serricorne; no entanto, apOs oito horas de exposi¢ao, o

0leo essencial de P. marginatum mostrou-se atrativo para os adultos de L. serricorne

(Tabela 3).
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Tabela 3 - indices de repeléncia dos 6leos essenciais de Piper aduncum e Piper
marginatum sobre adultos de Lasioderma serricorne

indice de repeléncia

05h 2h 4h 6 h 8 h 10 h 12 h 24 h

Tratamentos

P. aduncum 54a 54a 58,4a 45,6a 45a 58,3a 52,5a 22,2a
P. marginatum 3,9b 3,9 17,9b 10b -0,09b -8,4b -11b -28b

p Oi%O 0,0013 0,0276 0,0851 0,0416 0,0031 0,0027 0.0242

indice de repeléncia: (IR) = ((C - T)/(C + T)) x 100; Valores positivos e negativos indicaram o qu&o esses
materiais sdo repelentes e atrativos, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A busca por novos inseticidas eficientes para manejar pragas de produtos
agricolas armazenados € importante para diminuir as perdas em poés-colheita e
aumentar o faturamento. Além disso, o uso indiscriminado de inseticidas sintéticos
pode ser altamente danoso ao ambiente, aos aplicadores e consumidores, bem como
acelerar a selecéo de populacdes resistentes a estes produtos. Frente a este cenario,
a utilizacdo de odleos essenciais de plantas pode ser uma ferramenta importante, ja
gue estes compostos possuem propriedades inseticidas e sdo menos danosos ao

ambiente.

Os Oleos essenciais de P. aduncum e P. marginatum séo alternativas altamente
promissoras para o controle de uma ampla gama de insetos-praga de diversas
culturas. Além disso, estes 0Oleos essenciais apresentam baixa toxicidade para
mamiferos (SOUSA et al., 2008) e as matérias-primas podem ser obtidas sem causar
impacto negativo ao meio ambiente, uma vez que as espécies de Piperaceae sao
consideradas invasoras de areas desmatadas (SANINI et al., 2017). Neste trabalho,
foi comprovada alta toxicidade destes 6leos essenciais contra o besouro-do-fumo, L.

serricorne.

Esta € a primeira vez que a atividade inseticida do Oleo essencial de P.
marginatum é estudada para L. serricorne. As propriedades inseticidas desta espécie
foram reportadas para S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (DUTRA et al., 2020;
GUEDES et al., 2020), A. gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (KRINSKI et al., 2018),
Solenopsis saevissima (Smith) (Hymenoptera: Formicidae) (SOUTO et al., 2012),
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) (DE SOUZA et al., 2020) e A. aegypti
(Diptera: Culicidae) (AUTRAN et al., 2009; SANTANA et al., 2015).

De modo semelhante, a atividade inseticida do 6leo essencial de P. aduncum
ainda nao havia sido estudada contra L. serricorne. Os efeitos toxicos deste Oleo
essencial ja foram observados contra Cerotoma tingomarianus Bechyné (Coleoptera:
Chrysomelidae) (FAZOLIN et al., 2005), E. heros (Heteroptera: Pentatomidae) (PITON
et al., 2014; COSSOLIN et al.,, 2019), Tibraca limbativentris Stal (Hemiptera:
Pentatomidae) (KRINSK e FOERSTER, 2016), S. zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) (ESTRELA et al., 2006), Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
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Tenebrionidae) (FAZOLIN et al., 2007), Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)
(ANDRADE et al., 2012), S. saevissima S. (Hymenoptera: Formicidae) (SOUTO et al.,
2012), C. includens (Lepidoptera: Noctuidae) (SANINI et al., 2017), Musca domestica
L. (Diptera: Muscidae) (MEE et al., 2009) e A. aegypti (Diptera: Culicidae) (OLIVEIRA
et al., 2013; SCALVENZI et al., 2019).

A toxicidade de Oleo essenciais esta primariamente relacionada a presenca de
diversos compostos bioativos na composicdo quimica dos mesmos. Na literatura
recente, sdo observadas grandes variagbes na composicdo quimica dos Oleos
essenciais de P. aduncum e P. marginatum (SOUSA et al., 2008; SEQUEDA-
CASTANEDA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2019; SILVA et al., 2019; GUEDES et
al., 2020). Diversos fatores podem causar tal variacdo, entre eles a localizacéo
geografica, estacdo de coleta, temperatura e luminosidade, estagio de
desenvolvimento, condicbes do solo e época de coleta (MORAIS, 2009). Neste
trabalho, os compostos espatulenol, 3,4-metilenedioxipropiofenona, miristicina,
elimicina e B-cariofileno foram os constituintes majoritarios do 6leo essencial de P.
marginatum, ao passo que o 6leo essencial de P. aduncum apresentou apiol,

germacreno D, cis-nerolidol e B-cariopfileno em maiores proporcoes.

O composto elemicina € conhecido por possuir propriedades bioativas
(GARCIA e ACEVEDO, 2018). Este composto é utilizado como matéria-prima para
sintese de remédios antibacterianos, além de ser utilizado em formulacdes
analgésicas (ONLINE ARCHIVE OF HUMAN METABOLOME DATABASE, 2015).
Além disso, esse composto mostrou-se altamente toxico para adultos de L. serricorne
(Ql et al., 2020).

O composto  3,4-metilenedioxipropiofenona  pertence ao  grupo
metilenodioxifenil, caracteristico de muitos outros compostos derivados do
metabolismo secundario de plantas, e usado frequentemente como inseticida botanico
(MUKERJEE et al., 1979, SCOTT et al., 2008). O grupo metilenodioxifenil é
encontrado no butdxido de piperonila, um sinergista comercial que interage com o
citocromo P-450 e inibe a atividade do polissubstrato monooxigenase, enzima
responsavel pelo metabolismo de toxinas nos insetos (BELZILE et al., 2000), o que

gue pode justificar as altas mortalidades causadas no presente estudo.
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A alta concentracdo de apiol € um dos fatores que pode justificar a atividade
inseticida do 6leo essencial de P. aduncum. Este composto possui eficacia
significativa na preservacdo de commodities alimenticios por apresentar atividade
antifungica contra Aspergillus flavus Link, A. niger van Tieghem e A. fumigatus
Fresenius (Eurotiales; Trichocomaceae), fungos cosmopolitas que provocam doencas
em frutas, améndoas, entre outros alimentos armazenados (DAS et al., 2021). Além
disso, Ferraz et al. (2010) sugeriram que a alta concentracdo de apiol (64,89%)
presente no Oleo essencial Piper mikanianum Kunth foi responsavel pela elevada
mortalidade e atividade acaricida sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus Lahille

(Acari: Ixodidae).

O composto B-cariofileno, presente na composicdo de ambos os 6leos, atua
inibindo a atividade da enzima acetilcolinesterase, polifenol oxidase, carboxilesterase
e glutationa s-transferases em insetos (ZUNJARRAO et al. 2020). De fato, as
propriedades biologicas do B-cariofileno foram reportadas em relatos anteriores
envolvendo larvas de A. aegypti (DORIA et al. 2010). Os efeitos letais deste composto
também foram observados contra o &acaro Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae) (RIBEIRO et al. 2016).

O 6leo essencial de P. aduncum foi altamente repelente contra adultos de L.
serricorne. Dentre outros fatores, essa atividade pode ser atribuida a presenca de
compostos considerados repelentes de insetos, tais como B-cariofileno (BEDINI et al.,
2015) e germacreno D (BRUCE et al.,, 2005). Os compostos repelentes séo
geralmente detectados pelas sensilas olfativas dos insetos, responsaveis por
desencadear o comportamento de fuga (OLIVEIRA et al.,, 2018). Substancias
repelentes podem ser utilizadas para evitar a alimentacéo e oviposicdo de insetos-

praga em produtos armazenados.

Os efeitos letais e subletais e os beneficios ambientais de inseticidas a base de
plantas sdo bastante significativos quando comparados aos sintéticos. Estes efeitos
podem ser potencializados pela utilizacao de misturas binarias entre 6leos essenciais,
j& que os compostos presentes nestas misturas podem agir de forma sinérgica,
proporcionando efeito acentuado e/ou duradouro (AKHTAR e ISMAN, 2013). Isso se
deve ao fato que as misturas de compostos podem aumentar o espectro de acgéo

inseticida, tendo em vista que varias espécies de insetos tém respostas variaveis a


https://pt.wikipedia.org/wiki/Phillippe_%C3%89douard_L%C3%A9on_van_Tieghem
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compostos individuais (SINGH et al., 2009). Além disso, o grande numero de
componentes envolvidos nas misturas de 6leos essenciais pode reduzir ainda mais o
risco de selecdo de populagdes de insetos resistentes. Aqui, a mistura entre os 6leos
essenciais de P. aduncum e P. marginatum mostrou-se mais toxica que os 6leos
essenciais separadamente, evidenciando o potencial inseticida de misturas sinérgicas

entre compostos botanicos.
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6 CONCLUSOES

Os 6leos essenciais P. aduncum e P. marginatum, utilizados individualmente

ou em mistura binaria sdo altamente tdxicos para Lasioderma serricorne;

A mistura dos dois Oleos é mais toxica do que o0s Oleos essenciais

isoladamente, indicando efeito sinérgico;

Os valores estimados para CL’s 50 e 90 do d6leo essencial de P. aduncum sao
de 26,41 a 138,48 uL L}, respectivamente;

Os valores estimados para CL’s 50 e 90 do 6leo essencial de P. marginatum

sdo 15,64 a 48,90 pL L, respectivamente;

O Oleo essencial de P. aduncum provoca repeléncia para adultos de L.

serricorne.
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