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Sinérgico alternativo para inseticidas inibidores de acetilcolinesterase

Alternative synergistic for acetylcholinesterase inhibitors insecticide

Murilo Fazolin'*, Joelma Lima Vidal Estrela®, André Fabio Medeiros Monteiro®, Iriana Maria
da Silva*, Luiara Paiva Gomes®

Resumo: A importancia da utilizacdo de sinergistas esta relacionada a minimizagdo da quantidade
de inseticida quimico necessaria para o controle de insetos, podendo contribuir com a diminuicdo da
contaminacdo ambiental e preservacao de insetos benéficos. Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar
o efeito sinérgico e da homogeneidade de resposta de lagartas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
as doses subletais do 6leo essencial de Piper aduncum L. (OEPA) em combinacfes com formulaces de
organofosforados e carbamato, comparadas aquelas com butéxido de piperonila (PBO). Foram obtidos
fatores de sinergismo (FS) para comparacdo dos tratamentos entre si. Por contato residual, evidenciou-se
significativa potencializag&o dos inseticidas Profenofés (FS= 5,4 -7,7), Fenitrotiona (FS= 3,9-29,2) e Clorpirifés
(FS= 8,4 - 7,8). Ja por contato tépico ocorreu significativa potencializagdo dos inseticidas: Profenofés + "4
da DL50 do OEPA (FS= 5,4), Fenitrotiona + "4 da DL50 do OEPA (FS= 33,8) e Clorpirofés + 1/2 da DL50 do
OEPA (FS= 2,5). O metomil n&o foi sinergizado pelo OEPA nas duas vias de contaminagdo e ndo apresentou
aumento da pressdo de selecdo para resisténcia na populacdo avaliada de lagartas de S. frugiperda. Nao
foi possivel concluir sobre a homogeneidade de resposta e consequentemente da pressédo de selecdo com
relacdo aos inseticidas organofosforados para S. frugiperda. Os resultados indicam que o 6leo essencial de
Piper aduncum apresenta potencial como sinergista para Fenitrotiona, Profenofés e Clorpirifés, podendo ser
uma alternativa ao butéxido de piperonila.

Palavras-chave: Carbamatos. Esterases. Piper aduncum. Organofosforados. Sinérgico botanico.

Abstract: The importance of the use of synergists is related to the minimization of the amount of chemical
insecticide necessary for the control of insects, and can contribute to the reduction of environmental
contamination and the preservation of beneficial insects. Thus, the objective of this work was to evaluate
the synergistic and homogeneous response effect of Spodoptera frugiperda caterpillars (JE Smith, 1797)
to sublethal doses of the essential oil of Piper aduncum L. (OEPA) in combinations with organophosphorus
formulations And carbamate, compared to those with piperonyl butoxide (PBO). Synergism factors (FS) were
obtained to compare the treatments with each other. By residual contact, the insecticides Profenofos (FS =
5.4 -7.7), Phenitrothione (FS = 3.9 - 29.2) and Chlorpyrifos (FS = 3.4 - 7.8) were significantly potentiated. On
the other hand, there was a significant increase in insecticides: Profenofés + 4 of the LD50 of the OEPA (FS
= 5.4), Fenitrothione + V4 of the LD50 of the OEPA (FS = 33.8) and Chlorpyrofos + 1/2 of the OPA FS = 2.5).
Methomyl was not synergized by OEPA in the two contamination pathways and did not present increased
selection pressure for resistance in the evaluated population of S. frugiperda caterpillars. It was not possible
to conclude on the homogeneity of response and the selection pressure with respect to the organophosphate
insecticides for S. frugiperda. The results indicate that Piper aduncum essential oil has synergistic potential for
Fenitrothione, Profenofos and Chlorpyrifos and may be an alternative to piperonyl butoxide.
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INTRODUCAO

A Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) ¢ uma espécie polifaga que se alimenta de
culturas de importincia econdmica, tais como milho,
algoddo, sorgo, amendoim, arroz e pastagens cultivadas no
Brasil e no mundo (CORTEZ; WAQUIL, 1997; BOTTON
et al., 1998).

Os avancos nos diversos programas de manejo
integrado de pragas (MIP) tém sido significativos,
no entanto, o controle de S. frugiperda continua a ser
realizado predominantemente por meio de inseticidas, o
que potencializou a evolugdo da resisténcia dessa praga aos
produtos pertencentes as principais classes comercializadas
(YU et al., 2003).

A resisténcia é originada por organismos capazes
de suportar doses toxicologicas letais para a maioria
da populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie. A
resisténcia dos insetos evolui em resposta a sele¢@o natural.
A pressao continua de selegdo, imposta pelo uso abusivo de
inseticidas, limita a eficiéncia e viabilidade desses produtos
em longo prazo (RIBEIRO, 2014).

A redugdo da oferta de produtos registrados para
o controle de S. frugiperda nos tultimos seis anos foi
acima de 50% (de 130 formulagdes em 2010 para 61
em 2016) (MAPA/AGROFIT, 2016) devido a utilizagao
das tecnologias Bt e da ineficacia inseticida, atribuida a
evolucao da resisténcia de S. frugiperda (APRD, 2016). Sob
essa oOtica, as expressivas reducdes de oferta puderam ser
evidenciadas para o grupo dos organofosforados (85,3%)
e carbamatos (58,3%) (MAPA/AGROFIT, 2016). Com a
evolugdo da resisténcia, também para as tecnologias Bt
(RAYMOND et al., 2005), ofertas alternativas de inseticidas
comerciais deverao ser disponibilizadas no mercado para o
manejo integrado da S. frugiperda.

Dentre as estratégias a serem adotadas para o manejo da
resisténcia de insetos, Guedes e Oliveira (2002) sugerem
a saturacdo, combinagdo de dois inseticidas ou de um
inseticida com um sinergista, esse ultimo definido como
um composto, que combinado com inseticidas, eleva a
letalidade dos insetos acima do efeito aditivo esperado.

A acdo do sinergista minimiza a quantidade de inseticida
quimico necessaria para o controle de insetos, pois age
como um substrato alternativo, interferindo negativamente
na detoxificag¢do. Pode ainda reagir com sitios do sistema
enzimatico, inibindo a excre¢do do inseticida (CASIDA,
1970).

O butoxido de piperonila (PBO) é o sinérgico de
maior utilizagdo industrial (ROCHA e MING, 1999) e
atua na inibi¢do de oxidases e esterases de lagartas da S.
frugiperda, destacando-se a acetilcolinesterase, responsavel
pela resisténcia a fosforados ¢ carbamatos (BECKEL et
al., 2006).

Lignanas extraidas das piperaceas, que possuem o
grupo metilenodioxifenil, apresentam potencial sinérgico
para os inseticidas convencionais, inibindo o mesmo grupo
enzimatico que o PBO (BERNARD et al., 1995).

O dleo rico em dilapiol, obtido de plantas de Piper
aduncum L. (Piperaceae) (FAZOLIN et al., 2006), ¢ uma
opcdo a producdo de lignanas sinérgicas. Essa espécie, com
altos teores desse principio ativo (MAIA et al., 1998), ¢
abundante na Amazonia Ocidental e apresenta viabilidade de
produgdo em escala comercial. P. aduncum ocorre em todo
territorio brasileiro, porém, os quimiotipos bioprospectados
na Amazonia Ocidental sdo os que apresentam teores de
dilapiol mais elevados (MAIA et al., 1998). Walia et al.,
(2004) apontaram o dilapiol como o produto com maior
possibilidade de suceder o PBO.

Com vistas a disponibilizar opgdes ao manejo da
resisténcia de S. fiugiperda aos inseticidas organofosforados
e carbamato, objetivou-se com este trabalho avaliar
o efeito sinergista do oOleo essencial de P aduncum
(OEPA) em combinag@o com formulagdes comerciais de
organofosforados sobre S. frugiperda.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do dleo essencial de P. aduncume
dos inseticidas

Brotagdes de plantas de P aduncum com idade de
um ano e na fase reprodutiva foram coletadas no Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Acre (10° 1°27.53”S,
67°41°22.5970), em margo de 2015. Apds o corte das
plantas a 0,4 m do solo, folhas foram submetidas a secagem
em estufa, até 30% de umidade. O 6leo essencial foi obtido
em um extrator por arraste de vapor utilizando sistema de
caldeira (modelo VFR-600- diesel- ECAL).

A analise cromatografica do 6leo foi efetuada em
cromatografo a gas (CG) HP5890, equipado com coluna
de silica fundida Agilent HPS (30 m x 0,32 mm d.i. x 0,25
m de espessura do filme), tendo hélio como gés de arraste a
ImL min, além disso foi acoplada a CG a espectrometria
de massa (CG-EM). Os constituintes volateis foram
identificados por comparagdo dos espectros de massas e
indices de retenc@o contidos na base de dados. A composicao
do 6leo apresentou como componente majoritario dilapiol
(71,9%).

As formulagdes dos inseticidas organofosforados a base
de Profenofos (Curacron® 500, 500g L' CE, Syngenta),
Fenitrotiona (Sumithion® 500, 500g L' CE, Sumitomo
Chemical Company Ltd.), Clorpirifés (Vexter® 480g L,
Dow AgroSciences Industrial Ltda.) e metilcarbamato de
oxima Metomil (Lannate® BR 215g L' CS, Du Pont do
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Brasil S.A) foram adquiridas em casas de comercializagao
de agrotoxicos. O butoxido de piperonila utilizado foi de
grau técnico de 90% da Sigma Aldrich®.

Condicoes ambientais e inseto alvo utilizado

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério
de Entomologia da Embrapa Acre e em todos eles foram
utilizadas lagartas de 3° instar de S. frugiperda, obtidas de
uma criagdo artificial. Os individuos foram confinados em
placas de Petri (6,0 cm x 1,5 cm) e mantidos em camaras
climatizadas tipo B.O.D. a temperatura de 25 + 2 °C,
umidade relativa de 70 + 5% e fotofase de 12 h.

Determinacao das doses e concentracoes letais

As diferentes concentragcdes do 6leo essencial, dos
inseticidas ¢ das combinagdes sinérgicas foram obtidas
a partir de solugdes-estoque submetidas as dilui¢des em
acetona.

Inicialmente, foram determinadas as doses e
concentragoes letais (DL, e CL,) para lagartas de S.
frugiperda, submetidas ao tratamento com o OEPA, assim
como para cada inseticida comercial.

Posteriormente, para avaliagdo do efeito sinérgico,
foram realizadas combinagdes das doses e concentragdes
subletais do o6leo essencial (metade e um quarto da DL,
ou CL,, respectivamente) com as doses € concentragdes
subletais dos inseticidas comerciais (abaixo das DL, ou
CL,,, respectivamente).

Bioensaios toxicoldgicos preliminares

Foram obtidas faixas de resposta que corresponderam
aos intervalos de concentragdes, e doses que ocasionaram
mortalidades de lagartas de S. frugiperda proximas a zero e
a 100%. Dessa faixa de concentragdes e doses foram obtidas
faixas mais estreitas de resposta, seguindo-se a metodologia
descrita por Finney (1971). Foram estabelecidas sete
concentragdes/doses para as avaliagdes toxicologicas
definitivas; e um controle (solvente) para cada combinagao
considerada.

Bioensaios toxicoldgicos definitivos

Por contato topico, aplicaram-se, na face dorsal no
pronoto das lagartas de S. frugiperda, 1,0 uL dos tratamentos
a serem avaliados com auxilio de uma microsseringa
graduada. Para avalia¢Ges por contato residual, utilizou-se
papel filtro de 5 cm de didmetro impregnado com 0,2 mL
de cada concentragdo dos tratamentos. Apds a secagem,
em capela de exaustdo, os papéis-filtro foram colocados
nas placas de Petri, recebendo cada placa uma lagarta de S.
frugiperda. Nas duas avaliagdes de toxicidade por contato,

os insetos ndo receberam alimentagao, ficando expostos aos
tratamentos por 24 horas. Findo esse periodo, foi avaliada
a mortalidade de todos os individuos.

A toxicidade do o6leo essencial de Piper aduncum L.
(OEPA) para as lagartas de S. frugiperda avaliada por
contato residual e por contato topico foi expressa pela CL,
de 1,2x 107 uL cm?e pela DL, de 1,1x 10* uL mg inseto.

Esses valores de letalidade definiram os valores adotados
como doses subletais para as combinagdes sinérgicas com 0s
inseticidas e obedeceram as seguintes propor¢des: metade
e um quarto da DL, do 6leo essencial, correspondente a
5,5 x 10 (Y2 DL, OEPA) e 2,8 x10° puL mg inseto (V4
DL, OEPA), respectivamente, que foram utilizados em
avaliagdes de contato topico e 6,0 x10° (2 CL, OEPA)
e 3,0 x 10°uL em? (Y4 CL,, OEPA), correspondente a
metade e a um quarto da CL,, respectivamente, que foram
utilizados nas avaliagdes por contato residual.

Para as avaliagdes das combinacdes das doses e
concentragdes subletais do OEPA com os inseticidas,
utilizou-se 0 mesmo procedimento adotado anteriormente,
obtendo-se, assim, as novas concentragdes ¢ as doses das
combinagdes sinérgicas, com probabilidade de causar 50%
de mortalidade das lagartas (CL, e DL, , respectivamente).

As mesmas doses e concentragcdes subletais dos
inseticidas utilizadas nas combinag¢des com o 6leo foram
combinadas com o PBO na propor¢do de 10:1 (PBO:
Inseticida), para comparagao do efeito sinérgico da OEPA.

Estatistica experimental

Todos os bioensaios foram instalados no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des de cada
concentragdo ou combinagao (inseticida + 6leo essencial).
Foram utilizadas dez lagartas individualizadas em placas de
Petri como repeticdo, perfazendo um total de 40 individuos
para cada tratamento.

Os valores de mortalidade dos tratamentos foram
corrigidos pela mortalidade do controle. Foram determinadas
as curvas de concentragdo-mortalidade pela analise de
Probit, utilizando-se o programa de analises estatisticas
SAS (SAS Institute, 2001), obtendo-se as concentragdes ¢
a doses com probabilidade de causar 50% de mortalidade
das lagartas (CL, e DL, , respectivamente) do OEPA, de
cada inseticida, ¢ das combinagdes sinérgicas entre eles.

O calculo do Fator de Sinergismo (FS) foi baseado em
Guedes et al. (1995), sendo FS=DL, ouCL, do inseticida/
DL,, ,CL,, Inseticida + OEPA ou PBO. Foi considerado
significativo o efeito sinérgico do OEPA quando os valores
do FS e seus respectivos IC (intervalo de confianga),
calculados para cada combinagdo de um determinado
inseticida, eram maiores ou iguais aos valores do FS e
do IC obtidos para a combina¢do do mesmo inseticida
com o PBO.
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O valor do coeficiente angular das curvas de
concentragdo-mortalidade foi utilizado no estabelecimento
do aumento de toxicidade relativa promovida pela OEPA e
pelo PBO. Maiores coeficientes angulares indicam menor
variagdo fenotipica na resposta da populagdo do inseto a
esses compostos (CHILCUTT; TABASHNIK,1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito por contato residual, expresso pela CL, das
combinagdes sinérgicas do OEPA com os inseticidas

avaliados, apontou toxicidade suficiente para a promogao
da mortalidade de lagartas de S. frugiperda (Tabela 1).

Em relagdo aos fatores de sinergismo para esta via de
contaminagao (Tabela 1), foram observados valores significativos
para as duas combinagdes de concentragdes subletais (2 ¢ Y2 da
CL,, do OEPA) para todos os inseticidas organofosforados. Ja
para o carbamato Metomil, nao houve diferenga significativa dos
FS emrelag@o ao PBO para as concentragdes subletais do OEPA.
Destaca-se o valor de FS (29,2) proporcionado pela combinagio
de 7 da CL, do OEPA com Fenitrotiona, o maior dentre os
obtidos para essa via de contaminagao, quando comparado com
as demais combinagdes que incluiram o 6leo essencial.

Tabela 1 - Toxicidade das combinacfes de inseticidas de organofosforados e carbamato sintéticos com o
Oleo essencial de Piper aduncum L. para lagartas de Spodoptera frugiperda por contato residual (n= 280)

Table 1 - Toxicity of the combinations of organophosphorus and carbamate insecticides with Piper aduncum
L. essential oil to Spodoptera frugiperda larvae via residual contact (n= 280)

CLso (IC 95%)

Coeficiente Angular + EPM

Combinacdes inseticidas (UL om2) FS

OEPA 1,2x 102 (7,1 x 10%-1,8 x 102 - 0,52+ 0,04
Profenofés 6,8x10° (5,6 x 10°-8,2x 107%) - 0,71 +0,05
Profenofés 3 " 3 .

+1/2 OEPA 1,3x10%(8,9x 10“-1,6 x 10%) 54(51-6,2) 0,48 + 0,06
Profenofés " 4 3 *

+1/4 OEPA 8,8x10*(7,3x10%-1,0x 107%) 7.7(1,2-7,9) 0,61+ 0,06
ProTenfos 13x107(1,1x107-1,7x107) 0,054 (0,049 - 0,054) 0,85 + 0,07
Fenitrotiona 1,7x10%(1,3x 10%-2,1 x 10°¥) - 0,62 + 0,05
Fenitrotiona " 4 4 *

+1/2 OEPA 4,4x10%(2,7x10%-79%x10%  3,9(2,7-5,0) 0,48 + 0,07
Fenitrotiona +1/4 OEPA 5,8 x 10° (2,3 x 10°- 8,6 x 10%) 29,2 (24,7 — 58,2)* 0,36 + 0,07
Fenitrotiona 40x104(29x104-54x10%)  4.2(39-47) 0,50 = 0,06
+ PBO

Clorpririfés 53x10%(4,0x 10°-6,9 x 10%) - 0,41 £ 0,038
Clorpririfés . 5 5 *

+1/2 OEPA 1,6 x10%(1,3x10%-2,0x 10%) 3,4(3,2-3)5) 0,69 + 0,04
Clorpririfos +1/4 OEPA 6,8 x 100 (4,5 x 10¢-9,1 x 10%) 7,8 (7,6 — 9,0)* 0,54 + 0,06
Clorpririfés 5 5 5

e 30x10%(2,3x10%-4,3%x10%  1,7(1,6-1,7) 0,65 + 0,10
Metomil 8,3x10°(5,8x10°-1,2x 107?) - 0,19 + 0,02
Metomil 4 " 3 _ 0,20 + 0,02
+1/2 OEPA 48x104(1,9%x10%-12x10%  17,2(9,8-30,8)

Metomil 4 4 4 3 0,22 £ 0,02
+1/4 OEPA 50x10%(2,7x10%-9,0 x 10 16,5(12,8 - 21,8)

E"i}gg" 7.3x10°(27x10-6-1,7x 109 1.139,0 (686,8 - 2176,6) 0.15=001

n = numero total de insetos submetidos ao ensaio; OEPA= ¢leo essencial de P aduncum; Y2 e 4 OEPA= metade e um quarto da
concentragao letal do 6leo de P. aduncum; PBO= Butéxido de piperonila; CL50 = Concentracdes Letais que causam 50% de mortalidade
dos insetos; IC 95% = Intervalo de Confianca a 95% de probabilidade; FS (DLsy) = Fatores de Sinergismo calculados em fungéo das
Concentracées Letais; (*) Indica diferencga significativa em relagéo ao FS da combinagéo com BPO; e EPM= Erro padrao da média.

n = total number of insects submitted to the test; OEPA= P. aduncum essential oil; 2 and 4 OEPA= half and a quarter of the CL50 of P,
aduncum essential oil; PBO= piperonyl butoxide; CL50 = lethal concentration causing 50% of mortality of insects, IC 95% = confidence interval
with 95% of probability; FS (CL50) = synergistic factor calculated regarding the lethal concentrations; FS (CL50) = Synergy Factor for to lethal
concenirations, (*) indicates a significant difference regarding the FS of the combination with BPO; and EPM = standard error of the mean.
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Os valores dos coeficientes angulares da curva de
concentragdo-mortalidade para o contato residual foram
baixos. No entanto, valores acima do observado para
o inseticida considerado de forma isolada ocorreu na
combinagdo do Profenofés com s da CL,, do OEPA, e nas
combinagdes de 2 € /4 da CL,; do OEPA com o Clorpirifos
¢ Metomil. Como consequéncia dessa homogeneidade de
resposta ¢ esperada uma diminuigdo na pressdo de selegao
para a resisténcia dessa populagdo de lagartas quando

submetidas as combinagdes sinérgicas do OEPA com
Profenof6s, Clorpirifos e Metomil.

O inverso pode ser constatado para todas as combinagdes
do OEPA com a Fenitrotiona, que apresentou indicios
de aumento de pressdo de selegdo para a resisténcia da
populag@o de insetos utilizada nessa avaliagao.

Por contato topico, todos os inseticidas em combinag¢des
com o OEPA apresentaram toxicidade as lagartas de S.
frugiperda (Tabelas 2). Os valores do fator de sinergismo

Tabela 2 - Toxicidade das combinacées de inseticidas de organofosforados e carbamato sintéticos com o
6leo essencial de Piper aduncum L. para lagartas de Spodoptera frugiperda por contato topico (n= 280)

Table 2 - Toxicity of the combinations of organophosphorus and carbamate insecticides with Piper aduncum
L. essential oil to Spodoptera frugiperda larvae via topical contact (n= 280)

DLs, (IC 95%)

Combinacodes inseticidas (UL mg inseto")

Coeficiente Angular + EPM

OEPA 1,1 x 104 (6,3 x10% - 1,6 x 10
Profenofés 3,8x10%(3,2x 10°-4,6 x 10%)
Eq‘jg%goégz 4,8x10%(3,1 x 10%- 5,5 x 109
qu/zer‘ooégz 7,1 x 10 (3,7 x 10%- 1,1 x 10%)
Egé%mfés 1,8 x 104 (1,0 x 10 - 4,0 x 104)

Fenitrotiona

Fenitrotiona 7,1x10° (5,1 x 10°- 1,3 x 10)

+1/2 OEPA

E‘i?ggﬁ‘:‘ 1,3% 105 (1,2 % 10°- 1,5 x 109)
jﬁ;“éfgt'ona 1,6 % 10° (1,4 x 10°- 1,9 x 109)
Clorpririfés 25x10%(2,0x 10°-3,3x 10%)
S!‘?;pgrgs; 1,0 x 105 (6,1 x 10° - 1,6 x 10%)
S:%pggs; 1,4 x 104 (1,2 x 10 1,6 x 104
S'gerg”fos 2,2 x 10% (8,5 x 10°- 5,3 x 10°%)
Metomil 6,7 x 10%(4,4 x 10°-9,7 x 10°)
Tﬁ?g”EPA 6.1 x 10° (4,0 x 10° - 8,9 x 10°)
Metomil 5 & 5
4 OEPA 7.2x10%(5,1 x 10° - 1,0 x 10%)
'l"‘;té’g" 7.9x 107 (4,4 x 107 - 1,3 x 10%)

4,5 x 10 (3,7 x 10 - 5,4 x 104

FS
- 0,33 = 0,04
- 0,62 = 0,04
0,008 (0,008- 0,010) 0,30 + 0,02
5,4 (4,3-8,5)* 0,39 = 0,05
0,2 (0,1-0,3) 0,27 = 0,03
- 0,59 = 0,06
6,3(42-7,2) 0,36 = 0,06
33,8(31,0-36,5)* 0,99 = 0,10
27,6 (27,1 - 28,0) 0,87 = 0,09
- 0,64 + 0,08
25(21-3,4)* 0,34 + 0,05
0,18 (0,16 — 0,20) 0,35 = 0,07
1,2 (0,6 - 2,4) 0,19 = 0,04
- 0,37 = 0,02
1,1 (1,09 -1,11) 0,36 = 0,02
0,93 (0,87 — 0,94) 0,99 = 0,02
8,4(7,7-9,9) 0,87 = 0,03

n = numero total de insetos submetidos ao ensaio; OEPA= dleo essencial de P aduncum; 2 e Va OEPA= metade e um quarto da dose
letal do ¢leo de P. aduncum; PBO= Butoxido de piperonila; DL, = Doses Letais que causam 50% de mortalidade dos insetos; IC 95%
= Intervalo de Confianga a 95% de probabilidade; FS (DL,,) = Fatores de Sinergismo calculados em fungéo das Doses Letais; (*) Indica
diferenca significativa em relacéao ao FS da combinagéo com BPO; e EPM= Erro padrdo da média.

n = total number of insects submitted to the test; OEPA= P. aduncum essential oil;, > and ¥4 OEPA= half and a quarter of the DL50 of P,
aduncum essential oil; PBO= piperonyl butoxide; DL50 = lethal doses causing 50% of mortality of insects; IC 95% = confidence interval
with 95% of probability; FS (DL50) = synergistic factor calculated regarding the lethal doses; FS (CL50) = Synergy Factor for to lethal
doses, (*) indicates a significant difference regarding the FS of the combination with BPO; and EPM = standard error of the mean.
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(FS), proporcionados pelo OEPA, foram significativos
quando combinados com os inseticidas organofosforados
nas doses equivalentes a 4 de suas DL, no caso do
inseticida Profenofds (FS=5,4) e Fenitrotiona (FS=33,8). O
mesmo nivel de significancia foi obtido quando /2 DL, do
6leo foi combinada com o inseticida Clorpirifos (FS=2,5).
Ja as duas doses de efeito subletais do OEPA combinadas
com o carbamato Metomil ndo apresentaram efeito sinérgico
significativo para esse modo de contaminagdo (Tabela 2).

Destaca-se o valor do F'S proporcionado pela combinagéo
de ¥4 da DL, do OEPA com Fenitrotiona, o maior dentre os
obtidos para essa via de contaminag@o quando comparado
com as demais combinag¢des que incluiram tanto o dleo
essencial quanto o PBO.

As combinagdes dos inseticidas Fenitrotiona com %2 da
DL,, do OEPA e Metomil com 2 € 4 da DL, do OEPA
aplicadas topicamente apresentaram valores de coeficientes
angulares das curvas de dose-mortalidade superiores aos
inseticidas considerados de forma isolada (Tabela 2). As
demais combinagoes, além de apresentarem baixos valores
desse coeficiente, elas foram menores que os inseticidas
considerados de forma isolada.

Como consequéncia dessa homogeneidade de resposta
para as combina¢cdes do OEPA com Fenitrotiona e
Metomil, espera-se uma diminui¢do na pressdo de selegdo
para a resisténcia dessa populag@o de lagartas pela via de
contaminagdo topica. O inverso pode ser afirmado para as
demais combinagdes dos inseticidas organofosforados, os
quais apresentam indicios de aumento de pressdo de selegiao
para a resisténcia da populagdo de insetos utilizada nesta
avaliacdo.

Ao contrario do que se poderia esperar, nas duas vias de
contaminagdo avaliadas, foram observados, para a maioria
dos inseticidas organofosforados, valores maiores de FS
para as combinagdes do OEPA utilizadas a /4 da CL,; ou
DL,, do OEPA em comparagdo a metade das respectivas
CL,, ou DL, (Tabelas 1 e 2). Tais resultados podem ser
atribuidos as respostas das diferentes proporcionalidades
das combinagdes dos inseticidas com o OEPA, que
obedecem ao indice de equivaléncia que classifica as
combinagdes como aditivas, sinérgicas ou antagdnicas
(RAMAKRISHNAN; JUSKO, 2001).

Independentemente do modo de contaminagdo
considerado, os inseticidas organofosforados apresentaram,
ao menos em uma combinag@o com o OEPA, efeito sinérgico
significativo, destacando-se a contaminagdo por contato
residual, na qual todas as combinagdes demostraram-se
significativamente superiores ao PBO, reconhecidamente
um sinérgico para esse grupo de inseticidas (BECKEL et
al., 2000).

Para Cochran (1997), a melhoria da resposta por contato
residual pode estar relacionada ao periodo mais longo de
exposi¢do do inseto a xenobiodticos, o que pode justificar
o resultado obtido.

Considerando-se que os Oleos essenciais, de uma
maneira geral, podem atuar tanto em enzimas digestivas
e neurologicas como também interagir com o tegumento
do inseto (ISMAN, 2006), uma provavel dificuldade de
penetracdo na cuticula das lagartas da combinagao do OEPA
com os inseticidas avaliados pode ter sido uma das causas
dos baixos valores do FS DL, observados em relacdo a
contaminagdo por contato topico. Por outro lado, embora
se acredite que o intestino seja a primeira linha de defesa do
inseto, quando uma substancia toxica ¢ ingerida, os corpos
gordurosos apresentam uma fungdo semelhante quando o
inseticida ¢ aplicado topicamente (YU et al., 2003).

Os valores dos FS para Fenitrotiona combinada com Y4
da CL,, e DL,  do OEPA foram significativamente maiores
que os valores do FS em relagdo ao PBO, indicando eficacia
da combinagao nas propor¢des avaliadas. De certa forma,
esse resultado poderia, até certo ponto, ser esperado uma
vez que o PBO apresentou um efeito antagonista para a
Fenitrotiona, diminuindo significativamente a toxicidade
do inseticida para Oryzaephilus surinamensis (L., 1758)
(Coleoptera: Silvanidac) (BECKEL et al., 2006). Todavia,
a espécie do inseto alvo da experimentagdo deve ser
considerada, pois para S. frugiperda, o FS por contato topico
foi de 27,6 para a combinagdo da Fenitrotiona com o PBO,
contrapondo-se aos resultados obtidos por esses autores.

Na avaliagdo de outros inseticidas organofosforados,
como o Metamidof6s, os valores de FS nas combinagdes
com o PBO variaram de 7,9 a 14,3 (ESPINOSA et al.,
2005) e para o Diclorvés de 0,9 a 1,4 (BERNARD et
al., 1993). Isso demonstra que o OEPA, avaliado como
sinérgico de organofosforados, ¢ promissor, uma vez que
algumas combinagdes de doses e concentragdes com o0s
inseticidas desse grupo apresentaram FS acima dos relatados
anteriormente (maximo de 33,8 para a Fenitrotiona).

Embora o PBO seja considerado um inibidor
de monooxigenases P450, as evidéncias cientificas
demonstram que ele também inibe esterases associadas
a resisténcia dos insetos (YOUNG et al., 2005), o que
pode justificar o efeito sinérgico quando combinado aos
inseticidas organofosforados.

Dilapiol também apresenta um efeito inibidor de
esterases, porem a rea¢do ndo ocorre imediatamente apos
a aplicagdo, exigindo cerca de 3 a 4 horas para manifestar
o efeito, podendo ocorrer a restauracdo das enzimas apds
12 horas do tratamento (SHANKARGANESH e al. 2009).

Para os inseticidas organofosforados avaliados nas
combinagdes com o OEPA, a interferéncia bioldgica foi
confirmada pela letalidade dos insetos, apresentando-se
de forma irreversivel apos o periodo de 24 horas, ndo
havendo indicios de restaura¢do da atividade enzimatica
das esterases envolvidas no processo.

Os valores significativos do FS para o Clorpirifos nas
combinagdes com OEPA em 2 e ¥4 da CL, por contato
residual e /2 DL, por contato topico.
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No entanto, Hatano e Scott (1993) determinaram
que a mesma monooxigenase P450 que participa da
desintoxica¢do de piretrdides esta também envolvida na
ativagdo do Clorpirifos, demonstrando que essas enzimas
sdo capazes de realizar uma grande variedade de reagdes
metabolicas, e que as P450 tem uma especificidade de
substrato imprevisivel.

Pela atividade inseticida demonstrada pelas combinagdes
do OEPA com o Clorpirifés, pode-se inferir que sendo as
monooxigenases P450 numerosas e diversas dentro do
grupo das hemiproteinas, provavelmente o 6leo essencial
ndo tenha inibido, pelo menos parcialmente, aquelas
enzimas responsaveis pela ativacao desse inseticida.

Com relagdo ao carbamato Metomil, embora tenham sido
obtidos valores de FS elevados, para as duas combinagdes
com o OEPA por contato residual (17,2 e 16,5), o critério
adotado para a obtengdo da significancia, comparando esses
valores com as mesmas combina¢des com o PBO (FS=
1.139,0), ndo permitiu que essas mesmas combinagdes
fossem consideradas sinergicamente eficazes, ressaltando-se
ainda que esses resultados foram superiores aos obtidos por
Bernard ef al. (1993) para o inseticida considerado.

Tanto o dilapiol quanto o PBO possuem em sua
molécula o anel metilenodioxifil que, dependendo do
tipo de radical acoplado ao seu carbono alfa, podera
apresentar alteragdes na atividade sinérgica para esse grupo
de inseticidas (WILKINSON et al.,1966). Dessa forma,
ndo seria prudente o descarte do OEPA como sinérgico
do inseticida Metomil, uma vez que Tomar et al. (1978)
comprovou o potencial sinérgico de derivados de dilapiol
combinados com Carbaril, outro inseticida do grupo dos
carbamatos, obtendo valores significativamente maiores do
FS em relag@o a combinagdes com o PBO.

A alternancia dos valores dos coeficientes angulares
das combinagdes dos inseticidas organofosforados com o
OEPA em fung¢@o do tipo de contaminagao, seja por contato
residual ou topico, ndo permitiram defini¢des conclusivas
sobre a homogeneidade de resposta e consequentemente da
pressao de selecdo com relagdo a esse grupo de inseticidas
a S. frugiperda. J& o Metomil quando combinado com
quaisquer doses ou concentragdes de OEPA apresentou os
valores dos coeficientes angulares maiores que o inseticida
considerado isoladamente, confirmando a menor pressio de
selecdo para a populagdo de S. frugiperda submetida a esse
inseticida durante o ensaio.

Alteragdes na atividade de esterases em fungdo da
propor¢ao do agente sinérgico dilapiol em comparagio
com seus derivados foram reportadas para Helicoverpa
armigera (Hibner, 1805) (Lepidoptera, Noctuidae)
(SHANKARGANESH ef al. 2009). Tais alteragdes
evidenciam a necessidade do estudo de isobologramas, que
definem as proporcionalidades entre o OEPA ¢ o inseticida,

devido aos valores dos FS observados nas comparagdes
entre ¥ e Y4 das doses e/ou concentragdes letais, dentro de
um mesmo modo de contaminagdo.

O OEPA apresenta-se como uma ferramenta adicional
ao manejo de resisténcia desse inseto a inseticidas, sendo
uma opgao de interesse comercial como substituto do PBO
(WALIA et al., 2004).

Além disso, existem questionamentos com relagdo a
seguranca da utilizagdo do PBO, devido as constatacdes
de toxicidade subaguda e cronica em varios organismos,
incluindo a indugdo de pigmentagdo anormal em penas
de galinha, tumores hepatocelulares em ratos quando
alimentados com esse sinérgico na dieta e tosse ndo
infecciosa em criangas expostas a PBO durante a gestacao.
Tais efeitos negativos tem impedido renovagao de registros
de formulagdes contendo PBO (LIU et al. 2014).

CONCLUSOES

O OEPA nio apresenta efeito sinérgico significativo
quando combinado com o inseticida Metomil,
independentemente da via de contaminagao;

Metomil combinado com o OEPA nio apresenta aumento
da pressdo de selegdo para resisténcia na populagio avaliada
de lagartas de S. frugiperda, independentemente do tipo de
contaminagio;

Fenitrotiona, Profenofos e Clorpirifés combinados com
OEPA apresentam fatores de sinergismo significativos nas
duas vias de contaminagdo para lagartas de S. frugiperda;

Fenitrotiona € o inseticida que apresenta o maior valor
dentre os fatores de sinergismo quando combinado com 4
da dose ou concentragao letal do OEPA;

Nao ¢ possivel definir conclusivamente sobre a
homogeneidade de resposta das combinagdes dos inseticidas
organofosforados com o OEPA para a populagido de S.
frugiperda avaliada;

As combinagdes do oleo essencial de P aduncum
com os inseticidas a base de Fenitrotiona, Profenofos e
Clorpirifés indicam ser esse 6leo essencial uma opgao ao
PBO no manejo de resisténcia de S. frugiperda a esses
organofosforados.
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