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Resumo — Oleos essenciais de Piper aduncum L. e Piper hispidinervum C.DC. (Piperaceae) foram avaliados
quanto ao efeito inseticida em Sitophilus zeamais Motsch. por acdo de contato, fumigagdo e tépica.
Na determinagéo da DL, e CL., foi utilizada a analise de Probit. Médias porcentuais de mortalidade dos insetos
foram comparadas por meio da analise de regresséo linear e superposicédo das barras do erro padrao. S. zeamais
foi mais suscetivel ao efeito de contato do éleo de P. hispidinervum em relagéo ao de P. aduncum, obtendo-se
CL,, de 0,51 e 2,87 mL cm-2de 6leo, respectivamente. Mortalidade proxima a 100% foi obtida nas concentragoes
de 20 e 30% do 6leo de P. hispidinervum. Quanto ao efeito fumigante, a susceptibilidade foi maior no 6leo de
P. aduncum do que no de P. hispidinervum. Houve diferenca significativa entre os 6leos somente nas concen-
tragdes de 0,1 e 1,0. A DL, foi semelhante nos dois 6leos essenciais por aplicacdo topica. No entanto, a morta-
lidade foi maior com P. aduncum. Oleos essenciais de P. aduncum e P. hispidinervum possuem efeito inseticida
em S. zeamais, mas as respostas dependem da concentragdo e do método de exposicdo a que o inseto seja
submetido.

Termos para indexacéo: Piperaceae, inseticidas boténicos, dilapiol, safrol, inseticidas naturais.

Toxicity of essential oils of Piper aduncum and Piper hispidinervum
against Sitophilus zeamais

Abstract — Essential oils of Piper aduncum L. and Piper hispidinervum C. DC. (Piperaceae) were tested against
Sitophilus zeamais Motsch. Contact, fumigant toxicity and topical effect were tested. Probit analysis was
employed in evaluating the LC,, and LD, response. Linear regression analysis and superposition of the bars
(means error standard) were used for comparison of means percentage mortality. S. zeamais was more susceptible
to the contact toxicity of the P. hispidinervum oil than P. aduncum oil with LC,, values of 0.51 and 2.87 mL cm?
of the oil, respectively. The mortality rate was nearly 100% at P. hispidinervum oil concentrations of 20 and 30%.
With respect to the fumigant action, the weevil was more susceptible to the P. aduncum oil than to
P. hispidinervum. A significant difference between oils mortality was observed only at 0.1 and 1.0%
concentrations. For topical effect, similar values of the LD, were obtained for essential oils. However, the
mortality was higher with P. aduncum. Essential oils of the P. aduncum and P. hispidinervum possess insecticidal
effect from S. zeamais, but the responses varied according to concentration of the oils and exposure methods.

Index terms: Piperaceae, botanical pesticides, dillapiol, safrole, natural insecticides.

Introducéo

Entre as pragas que infestam gréos armazenados no
Brasil, o gorgulho (Sitophilus zeamais Mots., 1855),
(Coleoptera: Curculionidae) destaca-se como uma das
mais prejudiciais, pelo grande nimero de hospedeiros,
elevado potencial bidtico, capacidade de penetracdo na
massa de grdos e infestacdo cruzada, o que ocasiona
danos, principalmente, aos gréos de milho, arroz e trigo
(Galloet al., 2002).

O controle desses insetos tem sido realizado em lar-
ga escala por meio de produtos quimicos. Pesquisas
atuais e o0 conhecimento dos efeitos indesejaveis do uso
indiscriminado desses produtos, associado a preocupa-
¢ao dos consumidores quanto a qualidade de alimentos,
tém incentivado estudos sobre novas técnicas de con-
trole (Tavares, 2002).

Plantas com acdo inseticida tém sido utilizadas como
método alternativo de controle por meio de produtos com
formulacdo em po, 6leos e extratos contra as principais
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pragas que ocorrem em produtos armazenados.
Rodriguez (1999) relata o uso de folhas, sementes e do
6leo de sementes de Azadirachta indica A. Juss. no
controle de Rhyzopertha dominica (Fabr., 1792),
Sitophilus oryzae (L.,1763), Tribolium castaneum
Herbest., 1797, T. confusum, Callosobruchus
chinenses L., C. maculatus e Oryzaephilus
surinamensis (L., 1758), utilizando o p6 a 1% de con-
centracdo, e o ¢leo, entre 0,2 e 0,5%. Lale &
Abdulrahman (1999) também observaram que o 6leo
de sementes de nim reduz a oviposicao e a emergéncia
de adultos de C. maculatus. Maredia et al. (1992) veri-
ficaram alteragBes na sobrevivéncia de adultos de
S. zeamais expostos ao po e ao 6leo de sementes de
nim. O efeito inseticida do dleo e do p6 de sementes de
Piper guineense Schumach. & Thonn., Dennettia
tripetala (G. Baxer) e Aframomum melegueta (Roskoe)
K. Schum, em relagéo a S. zeamais, foi verificado por
Lale (1992). Esse autor observou que o 6leo de
P. guineense foi 0 mais téxico, com CLsg de 2,63%.
Quanto ao po, a atividade inseticida foi decrescente de
D. tripetala, para A. meiegueta e P. guineense.

A ecologia quimica, ramo da ciéncia em crescimento,
no qual as relacGes planta inseto e planta planta séo
examinadas em termos do efeito de substancias sobre
as funcdes bioldgicas, estabelece que essas substancias
sdo frequentemente metabdlitos secundarios, que
constituem verdadeiros sinais quimicos nestas interacdes.
Entre esses metabolitos, encontram-se os terpenos,
especialmente 0s monoterpenos e seus analogos, que
sdo componentes abundantes de 6leos essenciais de
muitas plantas superiores (Prates & Santos, 2002). Esses
6leos sdo compostos lipofilicos, com alto potencial para
interferéncias toxicas que protegem as plantas de
ataques de insetos e infestacdo de parasitas (Simpson,
1995). Singh & Upadhyay (1993) afirmaram que os 6leos
essenciais sdo fontes potenciais de inseticidas botanicos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de
6leos essenciais de folhas de Piper hispidinervum C.
DC e Piper aduncum L., em adultos de Sitophilus
zeamais Motsch. (Coleoptera: Curculionidae).

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Entomologia da Embrapa Acre, utilizando-se adultos
de S. zeamais obtidos de uma criacdo massal em labo-
ratério. As plantas de P. hispidinervum e P. aduncum
foram coletadas de um banco de germoplasma da insti-
tuicéo.
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Obtenc¢do e composicdo dos 6leos essenciais

Plantas adultas de P. aduncum e P. hispidinervum
foram cortadas a 0,4 m do solo, separando-se, para
processamento, as folhas e os ramos secundarios.
A massa vegetal foi submetida a secagem por seis dias
em secador solar, até atingir 30% de umidade, sendo
revolvida duas vezes ao dia para facilitar a aeracdo
(Pimentel et al., 1998). Posteriormente, o material foi
submetido a extragdo por arraste forgado de vapor de
agua, utilizando-se o sistema de caldeira aquecida por
gas, acoplada a um extrator (Simdes & Spitzer, 1999).
Depois da condensacéo, a mistura de cada 6leo essen-
cial foi recebida em coletores comunicantes e separada
por decantacdo. O rendimento dos 6leos foi em
média 1,8%. A andlise por cromatografia dos 6leos
essenciais foi realizada em cromatografo
gasoso HP5890, coluna capilar de silica fundida
(DB -5,30 m x 20 mm), tendo hélio como gés de
arraste e programacdo de temperatura de 80 a 140°C
(4°C/minuto) e de 140 a 240°C (20°C/minuto).
A composic¢do do 6leo de P. aduncum foi de 73,97% de
dilapiol, 3,92% de safrol e 2,84% de sarisan como com-
ponentes majoritarios; quanto a P. hispidinervum, a
andlise cromatografica apontou o safrol como compo-
nente majoritario, com 94,72%.

Curva de concentracao-mortalidade

Foram realizados testes preliminares com adultos de
S. zeamais, para obtencdo de faixas de respostas, ou
seja, intervalos de concentracdo dos 6leos que
ocasionaram mortalidade do inseto desde préximo de
zero até proximo de 100%. Cada faixa de resposta foi
obtida a partir da solucdo estoque de 50 mL do principio
ativo que, posteriormente, foi submetida a diluicdes
seqlienciais em acetona p.a. até que fosse alcangada a
concentragdo de 0,1%. Dentro dessa ampla faixa de
concentragdo, foram obtidas faixas mais estreitas de
respostas. Na avaliacdo do efeito de contato em
superficie contaminada, aplicacdo topica e fumigagcéo,
as concentracdes do dleo de P. hispidinervum e
P. aduncum, variaram de 30,0 a 1,0%, 30,0a0,1% e
5,0 a 0,1%, respectivamente. Dentro desses intervalos,
seguindo método descrito por Finney (1971), foram
estabelecidas entre cinco e sete concentracdes, além de
um controle (solvente), usadas nos bioensaios definitivos
de curva de concentracdo mortalidade e determinacéo da
concentracdo com probabilidade de causar 50% de
mortalidade (CLs € DLsg) para cada 6leo.



Toxicidade de 6leos essenciais de Piper aduncum e Piper hispidinervum 219

Bioensaios definitivos

Em todos os bioensaios definitivos, as placas/potes
de pléstico foram mantidas em camara climatizada a
temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70£5% e
fotofase de 12 horas, até 0 momento da avaliacdo da
mortalidade dos insetos. O tempo de exposi¢do aos
6leos foi de 48 horas considerando-se a mortalidade cu-
mulativa no periodo.

Contato em superficie papel-filtro

Bioensaios de concentracdo mortalidade foram reali-
zados com adultos de S. zeamais, usando-se placa de
Petri (9,0x1,5 cm) e papéis-filtro impregnados com
0,5 mL das seguintes concentraces: 30,0, 20,0, 10,0, 7,5,
5,0, 2,5 e 1,0% dos dleos de P. hispidinervum e
P. aduncum, diluidos em acetona (solvente). Depois da
evaporacdo total do solvente, os papeis-filtro foram
colocados nas placas de Petri, que em seguida foram
infestadas com 20 adultos por placa.

Fumigagao

Os bioensaios in vivo foram instalados utilizando-se
30 g de grdos de milho (cv. BRS Sol da Manhd), que,
depois da pesagem e determinacdo da umidade, foram
colocados em potes de pléstico descartaveis com capa-
cidade para 100 mL, com tampa hermética. Nessa massa
de gréos, foram aplicados 2 mL das concentracdes de
5,0,4,0,3,0,2,0,1,0 e 0,1%. Depois do revolvimento para
homogeneizagdo, deixou-se secar até a completa
volatilizacdo do solvente, para, em seguida, confinar, em
cada frasco, 20 individuos adultos ndo sexados de
S. zeamais.

Inseticida por aplicacdo topica

Os adultos de S. zeamais foram anestesiados por
congelamento (-16°C) durante dois minutos, tempo su-
ficiente apenas para que fossem manipulados. Os ensaios

consistiram na aplicacédo topica de 0,5 uL das concen-
tragdes de 30, 20, 10, 7,5, 5 e 2,5 dos 6leos com auxilio
de uma microsseringa. Posteriormente, foram forma-
dos grupos de dez individuos em cada placa.

Anélise dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteira-
mente casualizado com quatro repeti¢des, sendo cada
bioensaio repetido trés vezes, realizando-se analise con-
junta dos resultados.

Em todos os bioensaios, os dados de mortalidade de
concentracdo resposta foram submetidos a analise de
Probit, utilizando-se o SAS (SAS Institute, 1989).
Depois de estimadas, as CLg e DLs, foram usadas como
concentraces discriminatdrias na deteccéo da toxicidade
em relacdo a S. zeamais.

Os valores de mortalidade foram corrigidos pela for-
mula de Abbott (1987), mortalidade (%), e submetidos
ao estudo de regressdao de acordo com as concentra-
¢Oes de cada um dos 6leos avaliados. Os dados de mor-
talidade de cada tratamento (concentracao) dos 6leos,
em diferentes vias de contaminagdo, foram compara-
dos mediante superposicdo das barras do erro-padrao
da média de cada tratamento.

Resultados e Discussao

As curvas de concentracdo mortalidade do 6leo de
P. hispidinervum foram as que apresentaram a maior
inclinacdo para os trés efeitos testados (Tabela 1),
demonstrando que adultos de S. zeamais responderam
de forma mais homogénea a esse 6leo e mais heterogé-
nea ao 6leo de P. aduncum. Valores altos de inclinagédo
da curva indicam que pequenas variacdes na dose do
6leo de P. hispidinervum promovem grandes variagdes
na mortalidade, resultando em resposta homogénea da
populacdo a este produto (Atkins et al., 1973).

Tabela 1. Dados de inclinagdo das curvas de concentragdo-mortalidade, CLgy e CLgs, %2 € probabilidade dos 6leos de Piper
hispidinervum e Piper aduncum com efeitos de fumigagdo, contato e aplicacio topica em adultos de Sitophilus zeamais®.

Aplicagio  Oleo GL n Inclinagao + EPM CLs, (IC95%) DL, (IC95%) 1 Probabilidade
(uL g'! de inseto)

Fumigacdo P hispidinervum 4 480 1,3140,15 1,32 (0,53-1,81) (L g™) - 5,64 0,0001

P aduncum 4 480 0,40+0,04 0,56 (0,09-1,28) (uL g™ - 66,90 0,0001
Contato P. hispidinervum 5 480 0,76+0,02 0,51 (0,42—-0,62) (uL cm™) - 32,40 0,0001

P aduncum 5 480 0,25+0,04 2,87 (2,17—4,20) (uL cm™) - 8,67 0,1220
Topica P, hispidinervum 5 240 1,69+0,11 - 0,04 (0,03—-0,04) 0,17 0,9100

P. aduncum 5 240 1,01+0,07 - 0,03 (0,02—0,03) 8,91 0,0300

(MGL: graus de liberdade; n: nimero de insetos usados no teste; EPM: erro-padrdo da média; CL: concentragdo letal; IC: intervalo de confianca;

DL: dose letal; %2 qui-quadrado.
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Os valores de CLs, estimados para os 6leos de
P. hispidinervum e P. aduncum, no efeito de fumigacéo,
foram de 1,32 e 0,56 mL de 6leo por g de grédos
respectivamente, demonstrando que S. zeamais foi mais
suscetivel ao 6leo de P. aduncum que ao de
P. hispidinervum por meio desta via de contaminagao
(Tabela 1). Quanto aos testes de impregnacgdo de
papel-filtro, ocorreu o contrario: o 6leo de P. hispidinervum
apresentou menor CLsp (0,51 ul cm=2de 6leo) do que o
de P. aduncum (2,87 uL cm2 de 6leo). Tapondjou et al.
(2005), ao avaliar dleos essenciais de Eucalyptus
saligna Sm. e Cupressus semprevirens L., em condigdes
experimentais semelhantes a deste trabalho, consideraram
promissores os valores de CLso para S. zeamais
(0,36 € 0,84 uL cm2de bleo, respectivamente), sendo esses
valores muito proximos ao obtido para o 6leo essencial de
P. hispidinervum.

No método de contato por aplicagdo t6pica, 0s
indices de toxicidade dos 6leos foram semelhantes,
sendo obtida DLsg de 0,04 uL mg! de inseto para
P. hispidinervum e 0,03 uL mg? para P. aduncum.

Essas tendéncias se confirmaram nos valores de
mortalidade de S. zeamais, evidenciando maior eficién-
cia do 6leo de P. aduncum por fumigacdo, nas concen-
tracOes de 0,1 e 1,0%, embora com valores de mortali-
dade abaixo de 40% (Figura 1). Nas concentracdes entre
2 e 5%, ndo houve diferenca significativa entre os valo-
res de mortalidade causada pelos 6leos avaliados.
Foram obtidos valores acima de 70% de mortalidade nas
maiores concentragdes avaliadas (4 e 5%).

Resultados semelhantes foram observados sob o efeito
de contato tdpico, quando os valores de mortalidade de
S. zeamais foram significativamente superiores com a
aplicacdo do 6leo de P. aduncum, em todas as concen-
tracOes avaliadas (Figura 1). Neste caso, valores de
mortalidade acima de 70% somente foram alcancados
nas concentracOes acima de 10 e 20% para os 6leos de
P. hispidinervum e P. aduncum, respectivamente.

N&o houve diferenca significativa entre os valores de
mortalidade de S. zeamais, quando os dleos essenciais
foram avaliados por via de intoxicagdo de contato
(papel-filtro), nas concentragdes abaixo de 5%, perma-
necendo a mortalidade abaixo de 40% (Figura 1).
As demais concentracdes apresentaram diferencas nos
valores de mortalidade causada pelo Oleo de
P. hispidinervum em relagdo ao de P. aduncum, vari-
ando de 90 a 100% entre as concentracOes de 20 e 30%,
respectivamente. Tais concentra¢cdes podem ser consi-
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deradas elevadas, porém, para atingir esses valores de
mortalidade em adultos de S. zeamais por contato
(papel-filtro), Prates & Santos (2002) utilizaram con-
centracdes acima de 80% do dleo essencial de
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Figura 1. Mortalidade de adultos de Sitophilus zeamais em
fungdo das concentraces dos 6leos de Piper aduncum e
Piper hispidinervum aplicados via fumigac&o, aplicacao to-
pica e por contato. Para todos os valores de R?, o nivel de
significancia foi p<0,0001%.
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Eucalyptus camaldulensis Denh. Em avaliagbes com-
plementares, que incluiram a ingestéo, além do efeito de
contato, esses autores observaram mortalidade entre
90 e 100% em concentracdes a partir de 20%, o que
evidencia a eficdcia do d&leo essencial de
P. hispidinervum via contato (papel-filtro).

Estudos realizados por Bernard et al. (1995), com a
espécie de P. aduncum, indicaram que essa espécie
possui grande quantidade de ligninas, incluindo-se o
dilapiol, e que, ao contrario da maioria das espécies des-
se género, ndo existem amidas relatadas como compo-
nentes dessa piperacea. A associacdo de ligninas ao
grupo metilenedioxidofenil é uma caracteristica das
piperaceas, que se apresentam em grande nimero nas
plantas e sdo consideradas importantes inibidores de
monooxigenases dependentes do citocromo P450, utili-
zados, portanto, como sinergistas de inseticidas naturais
(Mukerjee etal., 1979; Bernard et al., 1990). Para
Regnault-Roger (1997), o efeito toxico dos 6leos envol-
ve muitos fatores, entre os quais o ponto de entrada das
toxinas, uma vez que os 6leos podem ser inalados, inge-
ridos ou ainda absorvidos pelo tegumento dos insetos,
podendo apresentar efeitos de contato, fumigacédo e
fagoinibidor.

A bioatividade de safrol e isossafrol, compostos pre-
sentes em 6leos essenciais de espécies vegetais, foi es-
tudada também por Huang et al. (1999), em relacdo a
Tribolium castaneum e S. zeamais. Os autores cons-
tataram que os insetos testados foram igualmente sus-
ceptiveis a acao de contato e fumigacéao no uso de safrol,
e que adultos de S. zeamais foram mais tolerantes ao
efeito fumigante de isossafrol em comparagdo a
T. castaneum. Esses resultados foram confirmados
quando a via de intoxicacdo foi por fumigacéo, uma vez
que a concentracdo de 5% causou praticamente a mor-
talidade de 100% dos adultos de S. zeamais, ao passo
que, para atingir-se essa porcentagem de mortalidade
por meio de aplicacdo topica e por contato
(papel-filtro), foi necesséaria concentragéo acima de 20%.

Conclusoes

1. Os 6leos essenciais de Piper hispidinervum e
P. aduncum apresentam efeito inseticida em
Sitophilus zeamais e sua eficécia é dependente da via
de intoxicacdo e da concentracao do 6leo aplicado.

2. P. hispidinervum é mais eficaz que P. aduncum
pela via de intoxicacdo por contato em superficie conta-
minada.

3. P. aduncum é mais eficaz que P. hispidinervum
pela via de intoxicacdo por fumigagdo e contato por
aplicacgdo topica.
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